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RESUMEN

Drosophila suzukii es un diptero holometabolo que se considera una plaga exética
en México debido a que dafa a las frutillas que se encuentran en un estado de
madurez fenoldgica apta para su distribucién y consumo. El Servicio Nacional de
Sanidad e Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) propuso como
estrategia para el control y monitoreo el uso de trampas con vinagre de manzana
como liquido atrayente, sin embargo, por si solo demuestra ser un atrayente de

poca eficiencia debido a que la presencia de la mosca persiste.

En este trabajo, se exploraron atrayentes alternativos en un sistema in vitro
mediante la elaboracion de fermentados alcohdlicos de zarzamora con las
levaduras  Saccharomyces cerevisiae 'y Kluyveromyces marxianus Yy
adicionalmente, sus correspondientes fermentaciones acéticas, para lo cual se
aislé a la bacteria C1 de un vinagre casero; asi mismo, se evalué el efecto de la
bacteria C2 en los fermentados acéticos (bacteria aislada del mismo vinagre que

C1, pero no lleva acabo fermentacion acética).

La hembra tuvo una preferencia del 66% (G=11.157, df=1, p=0.00083) por el
fermentado acético con C1 y C2 con la levadura K. marxianus (Km+C1+C2) en
confrontacién con el vingre de manzana. El macho, por otro lado, tuvo una
preferencia del 83% (G=49.41, df=1, p<0.0001) por el fermentado alcohdlico con
K. marxianus y por el fermentado acético con C1 proveniente del alcohdlico con K.
marxianus en relacion al vinagre de manzana que solo logr6 un 16% de
preferencia, sin embargo, en el ensayo en semi-campo se revela que el
tratamiento acético con C1 proveniente del alcohdlico con K. marxianus logra tener
significancia estadistica (p=0.0071). Mediante la correlacionaron entre el analisis
de volatiles y la respuesta comportamental por olfatometria de tubo en “Y”, se
determind que algunas moléculas como -damascenona y acido enantico pudieran
estar implicadas en la respuesta de la hembra, mientras que el caprilato de

isoamilo y 3-octanona en la respuesta del macho.

Palabras clave: Drosophila suzukii, fermentacion, olfatometria, volatiles,
zarzamora.
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ABSTRACT

Drosophila suzukii is a holometabolous diptera considered an exotic pest in Mexico
because it damages berries that are in a phenological maturity state suitable for
distribution and consumption. The Servicio Nacional de Sanidad e Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASICA) proposed as a strategy for control and
monitoring the use of traps with apple cider vinegar as a lure, however, by itself it

proves to be a low-efficiency attractant because the presence of the fly persists.

In this work, alternative lures were explored in an in vitro system through alcoholic
fermentations of blackberry with the yeasts Saccharomyces cerevisiae and
Kluyveromyces marxianus and additionally, their corresponding acetic
fermentations, for which the bacterium C1 was isolated from homemade vinegar;
Likewise, the effect of C2 bacteria on acetic fermentations was evaluated (bacteria
isolated from the same vinegar as C1, but it does not carry out acetic

fermentation).

The female had a 66% of preference for acetic fermentation with C1 and C2 with
the yeast K. marxianus (Km+C1+C2) in comparison with the apple cider vinegar.
The male, on the other hand, had a percentage of preference of 83% for the
alcoholic fermentation with K. marxianus and for the acetic fermentation with C1
from the alcoholic with K. marxianus in relation to apple cider vinegar that only
reached a 16% of preference, however, in the semi-field test it is revealed that the
acetic treatment with C1 from the alcoholic fermentation with K. marxianus
achieves statistical significance under the conditions in which it was carried out.
Through the correlation between the volatiles analysis and the behavioral response
by "Y" tube olfactometry, it was determined that some molecules such as [-
damascenone and enanthic acid could be involved in the female response

meanwhile isoamyl caprylate and 3-octanone in the male response.

Keywords: Drosophila suzukii, fermentation, olfactometry, volatiles, blackberry.
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. INTRODUCCION

El manejo integrado de plagas (MIP) se define como "el sistema de manejo de
plagas, que en el contexto de la asociacién del medio y la dinamica poblacional de
las plagas, utiliza todas las técnicas y métodos adecuados de forma compatible,
manteniendo las poblaciones nocivas a niveles por debajo de aquéllos causantes
de dafo econdmico". Es un concepto que la FAO utiliza desde los anos 80s
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura) y
como tal, permite a los agricultores vigilar y controlar las plagas en sus campos, y
reducir al minimo absoluto la utilizacion de plaguicidas quimicos costosos vy
potencialmente dafinos y peligrosos (FAO, 1998; Labrada & Parker, 1996).
Ademas de las diferentes medidas de control de plagas, existen otras
herramientas de monitoreo de densidad de poblacién como el uso de trampas y
atrayentes. Estas trampas son objetos fisicos con geometrias y colores distintos
en funcion del insecto objetivo, pero todas tienen en comun que deben tener un
atrayente, que por lo regular, se trata de un semioquimico (principalmente
kairomona, con fines alimenticios; o feromonas, que pueden ser sexuales o de
agregacion) (Martinez, 2013). Estos atrayentes se emplean en forma liquida junto
a una solucion de ahogamiento, que consiste en una mezcla de agua y jabon, o
mediante un septo de caucho de liberacién prolongada el cual se impregna con
una feromona y junto a él, una solucién de ahogamiento. La trampa atrae al
insecto y eventualmente cae en la solucién de ahogamiento en donde muere. Con
ello, el agricultor o el responsable técnico del cultivo determina la presencia de una
determinada plaga, su densidad de poblacion o también es una estrategia de

control de plagas al realizar trampeo masivo (DGSV, 2014).

El estudio de los insectos (principalmente aquellos que se consideran plagas) y su
respuesta comportamental frente a estimulos quimicos o visuales, se llama
ecologia quimica de insectos. A través de diferentes técnicas de ecologia quimica,
se desarrollan una gran cantidad de atrayentes y repelentes que se emplean hoy
en dia como “cebos” para el trampeo de plagas agricolas. Estas moléculas son

elaboradas sintéticamente o pueden provenir de la naturaleza, mediante procesos
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biotecnoldgicos de extraccion de metabolitos secundarios vegetales o como
subproductos del metabolismo microbiano. Ademas, es posible descartar aquellas
moléculas que no tienen efecto sobre el insecto de estudio y generar una base de
datos con dicha informacién que permita al investigador ahorrar recursos (Caridad,
2019).

Las interacciones multitréficas entre el insecto, la planta y el microorganismo
parecen tener un rol preponderante en el estudio de la ecologia quimica, ya que a
través de esta es posible recrear escenarios y comprender la etologia que rige al
insecto en su toma de desiciones y la comunicacion que se da entre los sistemas
vegetales que lo involucran. Por ejemplo, Hernandez et al., (2019) encontraron
que Tamarixia triozae identifica plantas de chile y jitomate que fueron danadas con
anterioridad por Bactericera cockerelli mediante la emision de volatiles por
herviboria. Otro ejemplo de estas interacciones se lleva a cabo al cambiar la
concentracion de antocianinas en Arabidopsis thaliana mientras detecta estimulos
acusticos por herviboria (Kollasch et al., 2020). Hay levaduras y bacterias que se
encuentran asociadas a Drosophila suzukii y a frutos atacados por ésta mosca,
algunos de esos microorganismos son las levaduras Hanseniaspora uvarum,
Pichia kluyveri, Pichia terricola, Hanseniaspora opuntiae, Saccharomyces
cerevisiae 'y las bacterias Curtobacterium sp., Gluconobacter cerinus 'y
Gluconobacter oxydans (Bueno etal., 2019; Scheidler etal., 2015), estas
asociaciones son mediadas por la emisién de volatiles donde el beneficio para D.
Suzukii es por alimentacion y ubicacién de hospederos para oviposicion, mientras
que, el beneficio para los microorganismos se asocia a su dispersion al utilizar a la
mosca como vector. Por otro lado, la planta no obtiene ningun beneficio en este
escenario, sin embargo, al detectar un posible ataque por herbivora emite volatiles
especificos de defensa, asi como de comunicacion con plantas adyacentes
(Holopainen & Blande, 2012; Scheidler et al., 2015).

En este trabajo se llevan a cabo fermentaciones alcoholicas del jugo de zarzamora

con las levaduras Kluyveromyces marxianus y Saccharomyces cerevisiae, asi



como fermentaciones acéticas con bacterias aisladas de un vinagre casero con el

objetivo de evaluarlos como atrayentes de D. suzukii.

. MARCO TEORICO

2.1. Zarzamora
La zarzamora es uno de los cuatro cultivos que comercialmente integran el grupo
de las “berries” o frutillas. Entre ellos, se encuentran la fresa (strawberry), el
arandano (blueberry), la frambuesa (raspberry) y la zarzamora (blackberry), que se
caracterizan por su alto valor nutritvo y comercial (Rivas, 2016); esas
caracteristicas se deben principalmente a la presencia de sus pigmentos
naturales, como las antocianinas y otros compuestos fendlicos. Las frutillas por
naturaleza son una fuente abundante de antioxidantes, que interactuan con
moléculas inestables (como los radicales libres) cediéndoles un protén y de esa
forma disminuir el dafo por estrés oxidativo (Del Bo’ et al., 2015; Skrovankova
etal., 2015). Debido a eso, la zarzamora y demas frutillas son consideradas
alimentos funcionales y ahi radica su importancia en la alimentacién humana y su

éxito en el mercado internacional (Skrovankova et al., 2015).

En México se tienen variedades como Cherokee, Comanche, Cheyene, Shawnee,
Choctaw y Brazos, originarias del programa de mejoramiento genético de la
Universidad de Arkansas en E.U.A. Sin embargo, en Michoacan actualmente mas
del 90% de la produccion es de la variedad Tupy originada en Brasil. En los
ultimos anos, la demanda de los mercados favorecié a Tupy por lo que sustituyo a
Brazos de manera rapida debido a mayores atributos de firmeza que le da una
mejor calidad de fruto, basicamente en cuanto a vida poscosecha, lo que la hace

mas atractiva para exportacion (Zavala, 2006).

La zarzamora se ubica como uno de los productos con mayor potencial en el
sector agricola mexicano. Con una produccion de 270,399 toneladas en el 2017,
México se posicion6 en el primer lugar como productor mundial de esta frutilla

(SIAP, 2018). Michoacan aporté el 97.7% de la produccién nacional de zarzamora,



con un valor de 10 mil 310 millones de pesos. Se estima que la produccién de
zarzamora aumentara en los proximos afos, asi como en el 2016 y 2017 que
superd la produccién estimada (Figura 1) debido a la gran demanda de esas
frutillas (SIAP, 2018).

Figura 1. Produccion nacional (miles de toneladas) 2012-2017. Tomada de SIAP, (2018).

Las importaciones mundiales aumentaron en 117.86% en la ultima década, en
este mismo sentido, se incrementaron las exportaciones mexicanas (hasta 31
paises), principalmente con destino a Estados Unidos, Canada y Paises Bajos
(SAGARPA, 2017).

La zarzamora, es un cultivo susceptible al ataque por plagas y enfermedades. La
FAO (2016) define el término plaga como “cualquier especie, raza o biotipo vegetal
0 animal o agente patdégeno dafiino para las plantas o productos vegetales” en el
contexto en el que la plaga afecta a los intereses del hombre en la agricultura,

principalmente.

Algunos de los principales insectos plaga del cultivo son: la “arafa de dos puntos”
Tetranychus urticae, el “trips” Frankliniella occidentalis, diferentes especies de
coledpteros, entre los que destaca el “mayate calabacero” Euphoria basalis
(Najera et al., 2012) y recientemente, algunos dipteros como “la mosca del
vinagre” Drosophila suzukii (Walsh etal., 2011). Estas plagas afectan la
rentabilidad de la produccion, principalmente si la frutilla tiene destino para

comercializarse como producto fresco y para el mercado de exportacion. Es
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ligeramente menos relevante su presencia para producto congelado y producto
que se categoriza como “fruta de proceso”, el cual puede ser sometida a algun
tratamiento de transformacion tecnologica para lograr su comercializacién en una

presentacion con mayor vida de anaquel.

2.2. Drosophila suzukii Matsumura (Diptera: Drosophilidae)
Drosophila suzukii es comunmente conocida como mosca del vinagre, mosca de
alas manchadas o Spotted Wings Drosophila (SWD, por sus siglas en inglés), es
un diptero holometabolo o de metamorfosis completa, esto quiere decir que pasa
por todos los estados de desarrollo a lo largo de su ciclo biolégico: huevo, larva,
pupa y adulto (E. Loera, comunicacion personal, 2019). Su ciclo de vida es de
poco mas de 30 dias en total. La etapa de huevo tiene una duracion de 12 a 72
horas, posteriormente se desarrolla una larva que pasa por tres estadios larvarios
que van de 5 a 7 dias en total, acto seguido da lugar a una pupa, con una duracion
de 4 a 5 dias y finalmente, emerge el adulto que puede vivir entre 20 y 30 dias
(SAGARPA, 2016). Es importante remarcar que los factores ambientales como la
temperatura y la humedad relativa pueden acelerar o retardar este ciclo bioldgico,
los escenarios mas favorables para su desarrollo se encuentran en un intervalo de
20a28 °CyHR de 50 a 70 % (Winkler et al., 2020).

D. suzukii es una plaga endémica del sudeste asiatico. Descrita por primera vez
en 1931 en cultivos de cerezas (Revadi et al., 2015). La presencia de esta mosca
se reportd en el continente europeo alrededor del afo 2008, posteriormente en
Norte América en el 2012. Especificamente en México se detectd su presencia en
el municipio de Los Reyes, Michoacan (una de las regiones con gran relevancia
para la produccién de frutillas) y posteriormente se reportd su presencia en
América del Sur. Actualmente, se encuentra distribuida en los cinco continentes y
en mas de 50 paises (Figura 2), incluso, el reporte mas reciente de su presencia
fue en Jerusalén, Israel en agosto del 2019 (EPPO, 2020) esto indica que es una
plaga bastante dinamica y que presenta una gran plasticidad en cuanto a las
condiciones ambientales que puede llegar a soportar, o que probablemente facilité

su establecimiento mundial.



D. suzukii es considerada una plaga exdética en nuestro pais y segun reportes de
la European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO, por sus
siglas en inglés) es polifaga, ya que ataca a una amplia gama de cultivos frutales,
como fresas, frambuesas, cerezas, arandanos, zarzamoras y uvas como
hospedantes de riesgo alto. Aunque, también tiene hospedantes de riesgo medio
como lo son duraznos, manzanas, peras, ciruelas y chabacanos (SAG, 2017;
SAGARPA, 2016).

Figura 2. Distribucion geografica de D. suzukii. Tomado de EPPO, 2020.

Algunas de las caracteristicas morfoldgicas de D. suzukii, son los caracteristicos
0jos rojos y torax marrén palido o marrén amarillento, y bandas transversales
negras en el abdomen y en particular su dimorfismo sexual evidente. EI macho
tiene una mancha oscura entre la primera y segunda vena de las alas, lo cual es
un distintivo peculiar (Figura 3a). Las patas delanteras del macho tienen uno o
mas peines con tres a seis dientes paralelos a la longitud de la pata, el tamano del
macho suele ser de 2-3 mm de longitud, mientras que el de la hembra es de 3-4
mm (DGSV, 2016). Las hembras de esta especie poseen un ovipositor
esclerotizado o con forma de sierra, (Figura 3b) con el que ovipositan en fruta
sana que se encuentra en estado de maduracién comercial y que preferentemente
poseen epicarpio suave y delgado y eventualmente realizan una perforacién en

ellos. Sus larvas se desarrollan y se alimentan del endocarpio de la fruta, lo cual



provoca que ésta pierda su valor comercial (SAG, 2017), una vez que la frutilla se
encuentra dafiada por oviposicion y por la emergencia de la larva al alimentarse
de ella, ésta queda expuesta a microorganismos que provocan dafos
subsecuentes causados por hongos y bacterias que contribuyen a un mayor
deterioro del fruto. Las levaduras responsables de la fermentacion en este proceso
de deterioro del fruto, atraen a otros Drosophilidae, como por ejemplo, Drosophila
melanogaster y Zaprionus indianus, que ovipositan solamente en frutos con dano
previo (Funes et al., 2018). D. suzukii es pieza clave para la generacion de dafos
directos e indirectos, ademas, otra caracteristica relevante para esta especie
consiste en que las hembras llegan a ovipositar desde 100 hasta 300 huevos
durante toda su vida (SAGARPA, 2016). Debido a esto, D. suzukii es considerada
una potencial amenaza econdmica en los cultivos de frutillas. Algunos de los
dafos directos que provoca sobre la frutilla como cereza, arandano y zarzamora
se muestran en la Figura 4, donde es posible apreciar perforaciones por

oviposicion, huevecillos, fruta sin firmeza y pupas (Funes et al., 2018).

a) b)

\\

\

Figura 3. Dimorfismo de Drosophila suzukii. a) macho (izquierda) y hembra (derecha).
Fotografia de McEvey, 2017. b) Ovipositor de la hembra visto en estereoscopio.

La presencia de esta mosca afecta a la industria de la fruta fresca al causar

pérdidas econdémicas tanto en el mercado local, como de exportacion y también

puede implicar restricciones fitosanitarias en el envio de fruta fresca a paises sin la

plaga, lo que aumenta los costos de exportacion y disminuye la oportunidad de

comercio en los distintos mercados (SAG, 2017). Esta plaga se convirtio en una
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seria amenaza para los cultivos de frutas a nivel mundial. Walsh et al., (2011)
consideran como base de calculo una pérdida del rendimiento del 20% en fresa,
zarzamora, frambuesa, cereza y arandanos sobre la produccién del 2008 en
Oregon, Washington y California con datos oficiales de la USDA y estiman que la
pérdida econdmica potencial es de 511 millones de ddlares anuales. Ademas, en
Europa se incurre a gastos adicionales debido a esta plaga que podrian superar
los 70,000 délares/ha, al considerar horas extra laborales, costos extra por
transporte, clasificacion, disposicion y por cosechas de alta calidad pero de la cual

no se obtienen ingresos (Mazzi et al., 2017).

Figura4.  Daiios provocados por D. suzukii en cereza, arandano y zarzamora.
Para entender los elementos que contribuyen a la atraccién de D. suzikii por este

tipo de frutillas, es necesario apoyarse de herramientas como la ecologia quimica
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y asi establecer nuevas estrategias de control y monitoreo de plagas. Algunas de

estas herramientas se detallan a continuacion.

2.3. Técnicas de investigacién en ecologia quimica de insectos
Los insectos tienen organos sensoriales que les permiten interactuar con su
entorno, estos organos reciben sus nombres de acuerdo con el estimulo al cual
son sometidos, se distinguen tres tipos: quimiorreceptores, mecanorreceptores y
fotorreceptores. Los quimiorreceptores son aquellos que responden a un estimulo
olfativo o gustativo, es decir, a moléculas gaseosas que se encuentran en el aire o
moléculas de liquidos y soélidos y que van a determinar si el insecto se encuentra
atraido (ya sea por alimentacion o agregacion) o sin efecto alguno. Asi, los
machos detectan las feromonas emitidas por las hembras para localizarlas. De
igual forma, las hembras se guian por aromas para determinar dénde depositaran
sus huevos. Estos receptores se encuentran en las sensilias o sénsulos (unidad
basica neuronal en insectos) principalmente de las antenas y en los palpos
maxilares. De esta manera las sefiales olfativas tienen importancia como

moduladores del comportamiento de los insectos (Rojas et al., 2012).

Los mecanorreceptores, se asocian a la percepcion de las superficies como la
firmeza (por ejemplo, para la eleccion de un fruto hospedero para oviposiciéon por
parte de D. suzukii) o incluso en la deteccidn de vibraciones y estos se encuentran
en los pelos de las patas de los insectos (Karageorgi et al., 2017). Por ultimo, los
fotorreceptores se encuentran en los ojos simples y compuestos de los insectos y
estos responden a cambios en la radiacidn electromagnética de su entorno, lo cual
coadyuva con su fotoperiodo e indirectamente a que tengan momentos durante el
dia de alta actividad, incluso la mayoria de Drosophilidae presenta fototaxia
positiva y son atraidos por unos cuantos coclores, lo cual es un comportamiento
que, a priori puede resultar util para el desarrollo de estrategias innovadoras de

control de plagas.

De acuerdo con el nivel de profundidad de estudio, se puede hacer una distincion
entre las técnicas electrofisiolégicas de las comportamentales; las primeras

involucran a una neurona o el conjunto de neuronas en una antena, las cuales
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pueden o no responder a una molécula en particular y generar una diferencia de
potencial eléctrico, lo cual es perfectamente cuantificable. El inconveniente radica
en que estos registros de actividad antenal no arrojan informacion sobre la
preferencia o repulsion, se trata entonces, so6lo de una sefial eléctrica la cual debe
ser interpretada segun el contexto de la investigacion. Es considerada, por lo
tanto, una técnica complementaria a las comportamentales, las cuales no usan
una parte del insecto, usan al insecto entero y la respuesta evaluada es la eleccion

o la no eleccion hacia una molécula o grupo de moléculas (Rojas et al., 2012).

2.3.1. Técnicas electrofisiologicas
La electroantenografia (EAG) es una técnica desarrollada a finales de los 50’s que

consiste en el registro de la diferencia de potencial entre un electrodo de registro
(el cual se coloca en la parte distal de la antena) y el electrodo indiferente, en la
base de la antena. El EAG es la suma de potenciales de los receptores olfativos
presentes a lo largo de la antena ante compuestos que pueden ser bioldégicamente
relevantes para el insecto de estudio, se obtiene una senal de despolarizacion de
la membrana lo que revela si un compuesto es o no importante para el insecto.
Para los afios 70’s, se logré acoplar un GC a un EAG y funcionar éste ultimo como
un segundo detector. A este sistema (Figura 5) se le conoce como Cromatégrafo
de Gases Acoplado a un Electroantenodetector (GC-EAD) y la principal ventaja
que ofrece este equipo es que discrimina selectivamente aquellas senales del
extracto o muestra que no tienen actividad antenal, lo que facilita la seleccién de
moléculas candidatas a ser evaluadas en ensayos comportamentales y de campo
(olfatometria). Un paso posterior es la identificacion quimica de aquellos picos
cromatograficos, se puede realizar mediante espectrometria de masas, con ayuda
de una base de datos o mediante el calculo del indice de Kovats (Rojas et al.,
2012).
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Figura 5. Esquema del montaje del insecto para electroantenodeteccion acoplado a
cromatografia de gases (GC-EAD) en moscas de la fruta tephritid. Los primeros planos
muestran la mosca montada con la cabeza extruida fuera de la punta de una pipeta, y el detalle
de conexion hecho para la punta de la antena, la antena lateral (EAD) y el palpo maxilar (EPD).
Tomado de Figueroa, 2019.

2.3.2. Técnicas comportamentales
Estos ensayos pueden categorizarse en aquellos de eleccién (en los que se

evaluan simultaneamente dos o mas tratamientos) o de no eleccién (donde soélo se
evalua un tratamiento por vez). El tunel de viento consiste en una camara
rectangular o cilindrica en la cual se coloca al insecto en un extremo y el
tratamiento o fuente de aroma en el otro extremo. Debe existir una corriente de
aire la cual cumple con la funcién de arrastrar los volatiles en direccién al insecto,
de tal forma, que éste vuele a contraflujo y elija o no el tratamiento. Se llaman de
no eleccion debido a que el insecto sélo tiene una fuente de aroma durante el
ensayo. La variable de respuesta puede ser interpretada como atraccién o no

atraccion (importante hacer distincion entre atraccion y preferencia), a menos que
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se evaluen dos tratamientos en el tunel simultaneamente, en este caso, seria de

doble eleccion y se puede evaluar la preferencia.

Otro tipo de sistemas que se categorizan como de eleccidn pueden
subcategorizarse segun el numero de tratamientos que se evaluan
simultaneamente o si éstos son cuentan con un flujo de aire o no. Algunos de los

mas comunes son de dos vias, cuatro vias o multiple eleccion (Hernandez, 2019).

El olfatdmetro de tubo de “Y” (dos vias) consiste en un dispositivo en forma de
resortera donde en cada uno de los brazos laterales se coloca una fuente de
aroma y en el brazo principal al insecto. El aire se introduce a cada brazo lateral
con flujo laminar (para evitar turbulencia y mezcla de los volatiles de ambos
brazos). La cual arrastra los volatiles hacia el insecto, lo cual provoca que éste se
desplace a contraflujo y tome una decisién. La respuesta se puede interpretar
como preferencia al elegir a uno de los dos tratamientos que se evaluan

simultaneamente (Hernandez, 2019).

Para aquellos que son de multiple eleccion, éste término hace referencia a que se
pueden colocar mas de tres tratamientos simultaneamente y el insecto ha de
tomar una eleccion en funcion de aquél que le resulte mas atractivo o de mayor

preferencia. En la Figura 6 A-C se muestran algunos de ellos.

Este tipo de ensayos no son exclusivos de laboratorio, también se pueden realizar
en condiciones de semi-campo; donde las fuentes de aroma y el sistema en
general se encuentran expuestos a condiciones ambientales (en una jaula
entomoldgica) lo mas parecidas a su ambiente natural, es decir, el ensayo puede
tener fuentes de variacion externas como velocidad y direccion del viento,
temperatura ambiental y posicién del sol, precipitaciones y humedad relativa
(Hernandez, 2019).
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Figura 6. Instrumentos utilizados para evaluar la respuesta comportamental de insectos hacia
volatiles. (A) Tunel de vuelo (Analitical Research Sistems, Inc). (B) Olfatometro de 4 vias. (C)
Olfatometro en “Y”. Tomada de Martinez, 2013.

Gracias al avance que la tecnologia tiene, existen técnicas que ayudan a entender
coémo se llevan a cabo estos procesos de reconocimiento por parte de los insectos
ante moléculas volatiles y asi, sintetizarlas para que puedan ser empleadas en
beneficio del agricultor, como por ejemplo en el desarrollo de trampas selectivas y
eficientes (Martinez, 2013).

En estudios sobre la respuesta electrofisiologica a los volatiles del vino Merlot y
vinagre de manzana, se observd que algunos compuestos; acido acético, etanol,
acetoina, metionol y 2-feniletanol presentan respuesta, entre otros (Cha et al.,
2012). Ademas, en estudios comportamentales de multiple eleccién (Cha et al.,
2018) se utilizé una mezcla de acido acético y etanol como medio basal con la
adicién de una molécula con actividad antenal y se encontré que aquella mezcla
que tenia acetoina o metionol logra tener mayor numero de capturas de D. suzukii

en el bioensayo (Figura 7).
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Figura7.  Evaluacién de compuestos antenalmente activos de Drosophila suzukii en ensayo de
multiple eleccion. Control (mezcla de 1.6% acido acético y 7.2% etanol; AA + EtOH) y 12
diferentes mezclas adicionales (AA+ EtOH + un compuesto antenal). AT: Acetoina, EL: Lactato
de etilo, IAA: Acetato de isoamilo, MBA: Acetato 2-metilbutil, GB: 3-Hidroxibutirato de etilo,
PE: 2-Feniletanol, EB: Butirato de etilo, HX: 1-Hexanol, MT: Metionol, IAL: Lactato de
isoamilo, ES: Sorbato de etilo, DS: Dietil succinato. Las letras diferentes en las barras indican
diferencias significativas en la prueba de Tukey-Kramer p<0.05. Las pruebas estadisticas
fueron basadas con los datos transformados de la raiz cuadrada. Se muestran las medias de los
datos sin transformar. (Tomada de Cha et al., 2018).

24. Respuesta de D. suzukii ante volatiles de frutas y de

fermentacion
Revadi etal., (2015) en su trabajo sobre la respuesta electrofisiolégica de la

hembra D. suzukii ante 29 compuestos procedentes de frutillas como la fresa,
zarzamora, arandano, cereza y frambuesa; determinaron que 20 compuestos
provocaron una respuesta antenal clara y que los mismos pertenecen al grupo de
los ésteres, alcoholes, monoterpenos, acidos, aldehidos, cetonas, aromaticos,
terpenoides irregulares y sesquiterpenos; los ésteres y alcoholes mostraron la

mayor actividad.

Cloonan et al., (2018) realizaron un compendio bibliografico sobre las moléculas
antenalmente activas para D. suzukii provenientes de distintas fuentes. Por
ejemplo, productos de fermentacion, fuentes naturales como frutillas, follaje, entre
otras y las agruparon por su naturaleza quimica. En la Tabla 1 se muestran

algunas de ellas. En el Anexo 1 se muestra la lista completa.
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Tabla 1. Compuestos activos antenales (EAD) en Drosophila suzukii.

Compuesto
Alcoholes Esteres Acidos Aldehidos Cetonas
Etanol ' Acetato de etilo " Acido acético "? Benzaldehido * Acetoina 2
Hexanol "*? Acetato de isoamilo "2 Ac. 2-Metilpropanoico Nonanal ' 2-Propanona 2
Metionol 2 Butirato de etilo Ac. 2-Metilbutanoico *

2-Feniletanol 2 Acetato de 2-Metilbutilo 2 Ac. 3-Metilbutanoico 2

2-Propanol 2 3-Hidroxibutirato de etilo 2
1-Octen-3-ol "* Hexanoato de etilo '
Eugenol *

Nota. El nimero indica la fuente. 1 (fruta), 2 (producto de fermentacion), 3 (extracto de fruta), 4 (follaje de

fruta). (Tomado y modificado de Cloonan et al., 2018).

De la lista completa, se observa que son 60 compuestos reportados como
antenalmente activos en D. suzukii. En orden de abundancia el 35% corresponde
a ésteres, 28% alcoholes, 8% acidos, 8% monoterpenos, 6% aldehidos, 5%
cetonas, 3% norisoprenoides, 1% aromaticos, 1% isoprenoides y 1%

sesquiterpenos.

Ademas, éste mismo autor menciona que el estado sexual de la hembra afecta en
el comportamiento que tiene sobre la preferencia ante los volatiles de fruta fresca
o en estado de descomposicion. Si la hembra aun es virgen, buscara una fuente
de alimentacion que esta mediada por los aromas caracteristicos a fermentacion
de la fruta podrida y posiblemente encuentre machos para su reproduccion, no
obstante, cuando ya compul6d entonces buscara el fruto fresco (atraida por aromas
esterosos), con el objetivo de oviponer y que éstos puedan alimentarse y tener
éxito al emerger. De la Figura 8 se pueden distinguir varios escenarios: a) Las
moscas hembras emergidas buscan fruta podrida, b) para buscar fuentes de
azucar y proteina, c) probablemente usa volatiles de fermentacién (i: etanol, ii:
acido acético, iii: acetoina, y iv: metionol) para localizar areas que contienen fruta
podrida. También puede ser que las moscas hembras usen los olores de las hojas
(v: B-ciclocitral) para localizar areas donde puedan estar las moscas macho, d) las
hembras apareadas buscan fruta fresca intacta, e) para poner huevos, f)
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probablemente utilizan un conjunto de olores de frutas y levadura (vi: trans-2-
hexanal, vii: hexanol, viii: 3-metil-2-butenil-acetato, ix: 3-metil-2-butanona, x: 2-
heptanona, xi: acetato de butilo, xii: acetato de isoamilo y xiii: acetato de isobutilo)

para localizar tales frutas frescas intactas.

Figura 8. Representacion grafica de las diferentes opciones de alimentacion y sefiales de olor
utilizadas por la hembra D. suzukii. (Tomado y modificado de Cloonan et al., 2018).

En este sentido, Karageorgi et al., (2017) encuentran relevante que en condiciones
de laboratorio, D. suzukii tiene un mayor indice de atraccion (Figura 9) por los
aromas de la fresa sobre madurada que por los de la fresa fresca (aunque no
tanto como D. melanogaster), en contraste con los resultados del ensayo de
oviposicion, donde el indice de preferencia de oviposicion fue mayor en fresa
fresca que por la sobre madurada (datos sin mostrar). Esto refuerza la hipotesis de
que el comportamiento de D. suzukii en la eleccidon de un hospedero es una

funcién de las necesidades que tenga en el momento por alimentarse u oviponer.
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Figura 9. indice de atraccién por volatiles de la fresa fresca y sobre-madura en tres especies de
Drosophila. Eje negativo corresponde a fresa sobre madurada y eje positivo a fresa fresca. La
comparacion se realiza entre D. suzukii, Drosophila biarmipes y D. melanogaster. (Tomado de
Karageorgi et al., 2017).

Algunos de los compuestos volatiles que se encuentran de forma natural en
frutillas (especificamente en zarzamora) son los que reportan Jacques et al.,
(2014) en un estudio de identificacion de volatiles de la zarzamora variedad Tupy
mediante Microextraccion en Fase Solida (SPME) y Cromatografia de Gases
Acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS) y llegaron a identificar 45 volatiles
de los cuales el 75.38% son terpenoides, 4.35% hidrocarbonos, 4.23% cetonas,
4.06 alcoholes, 0.76% ésteres y 0.53% aldehidos. En la Tabla 2 se muestran
algunos de ellos, asi como su clasificacion y datos relevantes sobre su

identificacion. En el Anexo 2 se muestra la lista completa.
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Tabla 2. Compuestos organicos volatiles de la zarzamora variedad Tupy. Compuestos extraidos por

SPME. (Tomado y modificado de Jacques et al., 2014).

Pico RT (min) % area Nombre MW S Clasificacion
11 2.81 2.05 Hexanal 100 91 Aldehido
12 3.45 1.52 2-Hexenal 98 97 Aldehido
13 3.65 4.55 Heptanal 114 98 Aldehido
14 3.98 0.17 2-Heptanona 114 98 Cetona
15 413 3.24 2-Heptanol 116 98 Alcohol
22 5.36 0.3 Benzaldehido 106 90 Aldehido
23 5.47 0.22 1-Heptanol 116 91 Alcohol
29 6.07 0.47 Hexanoato de etilo 144 98 Ester
30 6.16 0.22 Octanal 128 96 Aldehido
34 6.95 63.26 Limoneno 136 94  Terpenoide
39 7.83 0.6 1-Octanol 130 92 Alcohol
42 8.32 0.96 o-Cimeno 136 91 Terpenoide
44 8.58 0.79 Linalool 154 96  Terpenoide
45 8.66 0.47 Nonanal 142 95 Aldehido
55 10.45 0.36 Isoborneol 154 90  Terpenoide
57 10.73 1.12 Terpinen-4-ol 154 91 Terpenoide
59 10.96 1.13 p-Cimen-8-ol 150 93  Terpenoide
60 11.11 0.78 a-Terpineol 154 95  Terpenoide
61 1124  0.76 Salicilato de metilo 152 96 Ester
72 12.82 0.37 Geraniol 154 95  Terpenoide
90 16.4 0.18 Damascenona 190 92 Cetona

Nota. MW = masa molecular; S = similitud con el espectro de masas; % Area = porcentaje de area relativo al

area total de los picos.

2.5. Trampas y atrayentes
Una medida de monitoreo y control de plagas, es mediante el uso de trampas y
atrayentes (DGSV, 2014). El sector agrario opta por el uso de trampas debido al
bajo costo que representan y de acuerdo con el apego a las normatividades de

agricultura organica en cualquier entidad geografica, es una técnica dispensable

18



del uso de pesticidas, por lo que es seguro para cualquier cultivo (Terrile, 2010).
Las trampas funcionan con atrayentes como el vinagre de manzana y vino de
uvas, ya que Drosophila spp. se siente atraida por este tipo de aromas de
fermentaciéon (Landolt et al., 2012; Lee et al., 2012). Las especificaciones para el
tipo de trampa mas comun y econdmica, consisten en utilizar un recipiente de
plastico transparente de 1 L de capacidad, al cual se le realizan perforaciones de
3.5 a 5 mm de diametro a lo largo del perimetro del recipiente, para que la mosca
pueda ingresar. Se le colocan aproximadamente 200 mL de vinagre de manzana o
el equivalente a 2 cm de altura del liquido y esta se coloca a un lado del area foliar
del cultivo en cuestién (DGSV, 2014). Sin embargo, también existen en el mercado
una gran variedad de trampas. En la Figura 10 se muestran algunas de ellas como
la a) trampa deli-cup de plastico transparente de 20 oz. con cebo de vinagre de
sidra de manzana con cobertura de malla roja en las dos aberturas laterales, b)
una trampa de plastico transparente similar a la deli-cup que contiene vinagre de
manzana y una tarjeta adhesiva para capturar moscas. c) Otra trampa casera,
excepto que esta trampa utiliza un vaso rojo de 12 oz. trampa con numerosos
agujeros alrededor de la tapa como puntos de entrada, d) trampa Pherocon (Trécé
Inc.), e) trampa Drosal Pro (Andermatt Biocontrol), f) trampa ISCA (ISCA
Technologies), g) Droso-Trap (Biobest Inc., Wésterlo, Bélgica) y h) Contech trap
(Contech Enterprises Inc . Britanica Columbia, Canada) que también pueden ser
de diferentes colores como amarillas, rojas, verdes, rojo con franjas negras,
diferentes tamanos y formas como las trampas McPhail, Drosotrap, vasos o
botellas pet, etc. y que pueden usar feromonas para la atracciéon o que usan un
atrayente alimenticio a base de proteina hidrolizada, o el vinagre de manzana vy
una mezcla de levadura con azucar para promover la produccion de CO; (Lasa

et al., 2017) y de esa manera generar una sefal de atraccion en D. suzukii.
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Figura 10. Trampas usadas para el monitoreo y control de Drosophila suzukii. (Tomado de
Cloonan et al., 2018).

Los primeros estudios al inicio de la invasién de esta plaga en Estados Unidos y
Europa, se realizaron con vinagre de manzana como cebo (Lee et al., 2012), razon
por la cual se convirtid en el atrayente con mas uso desde entonces, ademas de
que es econdmico. México es un pais que promueve el uso del vinagre de
manzana de manera oficial para el monitoreo y captura de esta plaga en el

“‘manual para el manejo fitosanitario de D. suzukii’” del SENASICA.

A partir de la investigacion de Cha etal.,, (2012), se desarroll6 un atrayente
sintético al combinar los volatiles reportados. Mas del 50 % de las Drosophilidae
capturadas por el atrayente sintético fueron D. suzukii, y dado que el vinagre de
sidra de manzana que se us6 como control capturé entre un 26-31 % de esta
especie, es claro que el atrayente sintético resulté mas selectivo (Burrack et al.,
2015; Colomar, 2016). No obstante, en ensayos que se desarrollaron en campo se
encontré que dicha mezcla sintética, era menos atractiva que los estandares
utilizados (Colomar, 2016). Los productos comerciales de atrayentes y trampas
existentes para el monitoreo de D. suzukii ofrecen un bajo nivel de selectividad
(Burrack etal., 2015), por lo cual es necesario continuar el estudio de los

atrayentes de D. suzukii para su adecuada deteccién en etapas tempranas.

Landolt et al., (2012) realizaron multiples ensayos de trampeo en campo de D.

suzukii y evaluaron la capacidad de atraccién del etanol, acido acético, una mezcla
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de ambos, vino tinto, vinagre de sidra de manzana y una mezcla de ambos.
Encontraron un efecto sinérgico con las combinaciones, en comparacion con los
compoenetes individuales, esto indica que el éxito en la captura no es exclusivo de
los compuestos mayoritarios en un atrayente, también influye la presencia y
concentracion de los compuestos minoritarios y desempefian una funcién
importante como atrayentes, en muchos casos se trata de subproductos de

fermentacion (Tabla 3).

Tabla 3. Captura en campo de D. suzukii usando componentes individuales y mezcla de acido acético

con etanol y vino tinto con vinagre de manzana.

Machos Hembras

Control 0.2 £0.2 0.2+0.2

AA 16.2+ 94 138+ 7.5

ETH 08+ 04 1.8 £ 0.9

AA + ETH 542+ 11.3 422+ 7.9

Control 24 +11 23 +11
Vinagre 1141.8 + 598.2 906.5 + 498.0
Vino 486.4 + 195.2 401.8+ 185.0
Vinagre + Vino 2120.3+ 811.4 1319.3 + 575.3

Nota. Medias (+EE). Numero de machos y hembras capturados en trampas con 2 %AA (4cido acético) y 10
%ETH (Etanol) o una mezcla de ambos utilizados como solucién de ahogamiento. N=6 (parte superior)
Medias (+EE). Numero de machos y hembras capturados en trampas con vinagre y vino o una mezcla de
ambos utilizados como solucion de ahogamiento. N=12 (parte inferior). El control no contenia ninguna de

estas sustancias. (Tomado y modificado de Landolt et al., 2012).
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IIl. JUSTIFICACION

De acuerdo con el protocolo de manejo y diagndstico de D. suzukii en los cultivos
de frutillas, establecido por el SENASICA, se recomienda la utilizacion del vinagre
de manzana como atrayente. Sin embargo, este presenta el inconveniente de
tener una baja especificidad, capturando incluso insectos benéficos en las trampas
que contienen este atrayente. Dada la relevancia econémica que representa esta
plaga y las tendencias actuales sobre el uso de compuestos que tengan un menor
impacto en las poblaciones de insectos nativos, se tiene la necesidad de
desarrollar nuevas alternativas que ofrezazcan mayor eficiencia que los
estandares actuales con base en diferentes estudios en D. suzukii en los cuales se
reporta que moléculas provenientes de fermentacién como etanol, acetoina, entre
otras, tienen un efecto antenal claro sobre esta plaga. En el presente proyecto se
propone utilizar zarzamora como medio basal para ser fermentado mediante
levaduras y bacterias de la region de Michoacan y asi lograr un nivel de captura
mas efectivo y selectivo en D. suzukii en comparacion al vinagre de manzana, al
mismo tiempo que se pretende aprovechar la zarzamora que se encuentra danada
como materia prima principal. De manera adicional, esto ofreceria mejorar las

condiciones de sanidad en los cultivos.

IV. HIPOTESIS

El jugo fermentado de zarzamora (Rubus fruticosus) var. Tupy tiene mayor

capacidad de atraccion de D. suzukii en comparacion con el vinagre de manzana.

V. OBJETIVOS DE INVESTIGACION

5.1. Objetivo general
Evaluar la capacidad de distintos fermentados de zarzamora para atraer a D.
suzukKii.

5.2. Objetivos especificos

» Realizar distintas fermentaciones del jugo de zarzamora.
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VL.

» Evaluar la respuesta comportamental de hembras y machos de D. suzukii
ante distintas fermentaciones del jugo de zarzamora en condiciones de
laboratorio.

» Determinar la relacion entre los compuestos volatiles y la respuesta

comportamental de D. suzukii.

MATERIALES Y METODOS

6.1. Material biolégico

6.1.1. Drosophila suzukii
Para establecer el pie de cria de D. suzukii necesario para esta investigacion, se

recolecté fruta de zarzamora en agosto de 2019, en la localidad El Fresno
perteneciente al municipio de Ziracuaretiro, Michoacan (19°24'31.9"N
101°55'17.5“0), de la cual se sospechaba tenia huevos de D. suzukii debido a que
se encontraban en un estado de madurez fenoldégico para consumo y con algunas
perforaciones (indicativo de oviposicion). La frutilla fue colocada en frascos
individuales, con una tela de organza en la boca del frasco y sujeta con una liga
para permitir el intercambio de gases con el exterior. Los frascos se mantuvieron
por 15 dias a temperatura ambiente hasta que emergieron los adultos.
Posteriormente, se realizé la identificacion de la especie mediante inspeccion
visual con estereoscopio al localizar el ovipositor caracteristico de la hembra de D.
suzukii, asi como las manchas oscuras en las alas del macho. Los individuos que
se identificaron plenamente se conservaron para iniciar la cria de D. suzukii y los

que no correspondieron a la especie de interés se desecharon.

Las moscas se mantuvieron en frascos de vidrio dentro de una jaula entomolégica
en un cuarto a 24 °C con dieta artificial elaborada a base de 1 L de agua filtrada
por ésmosis inversa, 84 g de harina de maiz nixtamalizado, 56 g de azucar
morena, 22 g de levadura de panificacion, 6 g de agar bacterioldgico, 2 mL de
acido propiénico y 2 mL de fluconazol a una concentracion de 5 mg/mL. Se
mezclan todos los ingredientes con excepcién del fluconazol y acido propionico y
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se afora a un litro de volumen en un frasco con tapa, posteriormente se esteriliza
en autoclave durante 15 minutos a 121 °C y una presion de 15 psi. Al retirar el
frasco del autoclave se coloca cerca del mechero bunsen y se abre la tapa en
condiciones estériles para adicionar el fluconazol y el acido propiénico. Se mezcla
y se reparte en frascos individuales limpios y estériles tapandolos con aluminio
hasta que solidifique el alimento. Si los frascos no se usan en el momento, se

pueden guardar bajo refrigeracion para prolongar su vida util.

6.1.2. Zarzamora
Para la elaboracion de los jugos fermentados de zarzamora, se dispuso de fruta

de “proceso”, lo que quiere decir que es aquella que no cumple con los estandares
de calidad para ser comercializada en fresco y por lo tanto su destino es
procesarla para su consumo en otra presentacion, aunque en el peor de los casos
puede llegar a considerarse un desecho para el productor. Es por eso que se
eligié este tipo de fruta en este proyecto y poder aprovecharla. Se recolecto de la
misma localidad de El Fresno perteneciente al municipio de Ziracuaretiro,
Michoacan (19°24'31.9"N 101°55'17.5“0) y la variedad elegida fue Tupy debido a

que es la mas comun en la zona.

6.1.3. Microorganismos fermentativos
La levadura Saccharomyces cerevisiae fue proporcionada por el Laboratorio de

Biologia Sintética (IIQB, UMSNH) aislada de pulque (bebida alcohdlica) del
municipio de Tarimbaro, Michoacan. Mientras que la levadura Kluyveromyces
marxianus fue proporcionada por el Laboratorio de Biotecnologia Microbiana
(1QB, UMSNH) aislada de mosto de mezcal, proveniente del municipio de

Etucuaro, Michoacan.

Estas levaduras fueron mantenidas en medio YPD liquido (1% extracto de
levadura, 2% peptona de caseina, 2% glucosa) hasta su utilizacion.

Ademas, se aislaron dos bacterias de un vinagre casero (con madre del vinagre)
de la ciudad de Morelia, Michoacan y se incubaron a 25 °C en medio GYE sin
etanol (2% glucosa, 1% extracto de levadura, 1.5% agar bacteriolégico, 0% etanol,

0.5% acido acético) hasta su utilizacion.
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6.2. Métodos

6.2.1. Aislamiento de bacterias del vinagre y determinacién de su
capacidad fermentativa
Se prepararon placas de Petri con medio de cultivo GYE sin etanol y se inocul6 1

mL de vinagre casero, previa dilucion en relacion 1:1000. Después de 48 horas a
25 °C en incubacién, se apreciaron dos morfologias coloniales distintas
(nombradas C1 y C2 a partir de ahora), ambas fueron resembradas por estriado

en GYE para obtener el cultivo puro.

Se tomd una asada de cada colonia y se suspendieron en 20 mL de medio GYE
sin etanol. Se dejaron en incubacién a 29 £ 2 °C por 24 horas a 85 rpm. Al dia
siguiente se tomo una alicuota y se midid su densidad optica a 600 nm en un
espectrofotometro photoLab® 6600 UV-VIS y se realizaron las diluciones
correspondientes para ajustar a un valor de 0.6 de densidad Optica y asi
inocularlas en tubos de ensayo con GYE liquido a distintas concentraciones de
etanol (0%, 4%, 8%, 10% y 20% v/v) a 20 °C durante 72 horas con el objetivo de
determinar la concentracién 6ptima de etanol como sustrato. Se tomaron lecturas
de densidad optica cada 24 horas y acidez total por titulacién volumétrica con
NaOH 0.5 N, de acuerdo al método 930.35J de la AOAC International, (1990).

6.2.2. Jugo de zarzamora
Para la obtencion del jugo de zarzamora, se pesaron 3 Kg de frutilla y se lavaron

con agua corriente superficialmente para eliminar residuos de tierra y hojas. Se
colocaron en una licuadora convencional para realizar la molienda y debido a que
el jugo tenia una consistencia muy espesa (principalmente por las semillas y el
epicarpio) el volumen final de jugo de zarzamora se diluyé con agua hasta un 50%
del volumen y se realizé una filtracién con colador de acero inoxidable de 2 mm de
apertura de malla. El jugo se mezclé adecuadamente y se tomd lectura de sdélidos
solubles en °Brix para determinar la concentracion de azucares. Se colocaron 150
mL de jugo en matraces Erlenmeyer de 250 mL y se esterilizaron en autoclave

durante 15 minutos a 121 °C y 15 psi.
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6.2.3. Pre-in6culo
Se activaron las levaduras K. marxianus y S. cerevisiae en 50 mL de YPD liquido

durante 48 horas a 20 °C y las bacterias C1y C2 en 50 mL de GYE liquido por 48
horas a 30 °C. Posteriormente se tom¢ lectura de densidad 6ptica a 600 nm en el
espectrofotometro y el blanco fue YPD y GYE sin inocular, respectivamente. Se
realizaron las diluciones correspondientes para ajustar el indculo en un intervalo
entre 0.677 - 0.685. El volumen que se inoculé al jugo de zarzamora fue en

relacion 1:100.

6.2.4. Fermentacién de la zarzamora
Se midieron los sélidos solubles cada 24 horas con el refractometro portatil CVQ-

4012, desde un tiempo cero hasta 96 horas (tiempo donde se vuelve constante la
curva de consumo de azucares) para los tratamientos con las levaduras K.
marxianus y S. cerevisiae. La fermentaciones alcoholicas del jugo de zarzamora
se llevaron a cabo durante 4 dias a 20 °C y 80 rpm. Posteriormente se inoculd la
bacteria C1 en ambos tratamientos y se dejo fermentar por 2 dias a 20 °C a 80
rom y 2 dias a 30 °C sin agitacion. En seguida se inoculd la bacteria C2 y se
mantuvieron las mismas condiciones de fermentacion que para C1. Los
parametros fisicoquimicos que se midieron en la fermentacién acética y la
fermentacién final (con C2) fueron: pH con el potenciometro Thermo Scientific
Orion Star A111 y acidez total por titulacion volumétrica con NaOH 0.5 N, en
concordancia con el método 930.35J de la AOAC International, (1990).

La nomenclatura usada para identificar cada tratamiento fermentado se muestra

en la Tabla 4.

Tabla 4. Nomeclatura empleada para la identificacion de tratamientos fermentados.

Nomenclatura Tratamiento

Jugo Jugo de zarzamora sin fermentar.

Km Fermentado alcohdlico con K. marxianus.

Km+C1 Fermentado acético con C1 y con levadura de origen K.
marxianus.
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Km+C1+C2 Fermentado acético con C1 y ademas inoculado con C2 con

levadura de origen K. marxianus.

Sc Fermentado alcohdlico con S. cerevisiae.

Sc+C1 Fermentado acético con C1 y con levadura de origen S.
cerevisiae.

Sc+C1+C2 Fermentado acético con C1 y ademas inoculado con C2 con

levadura de origen S. cerevisiae.

6.2.5. Ensayos con D. suzukii
Para demostrar si hay mayor preferencia por algun tratamiento fermentado que

por el vinagre de manzana, se sometio al insecto a un bioensayo con dos o mas
alternativas (una de ellas el vinagre) hasta responder de manera congruente. La
respuesta de D. suzukii se evaludé en dos sistemas diferentes para establecer una
conclusion. Uno de ellos fue en condiciones controladas de laboratorio por
olfatometria de tubo en “Y” y se evalud la respuesta de hembras y machos
individualmente. En el otro sistema se considerdé un ambiente mas proximo a las
condiciones naturales donde comunmente se podria encontrar D. suzukii,
mediante el ensayo de multiple eleccién en semi-campo y se colocaron hembras y

machos simultaneamente.

6.2.5.1. Ensayo de doble eleccion por olfatometria de tubo en
“Y”
Se utilizd un olfatobmetro de vidrio de borosilicato marca Glasstech (Figura 11), con

14 cm de longitud del brazo principal, 8 cm de longitud de los brazos laterales y
2.5 cm de diametro, el angulo entre el brazo principal y el lateral es de 135° y el
angulo entre ambos brazos laterales es de 90°. En este dispositivo se hizo circular
un flujo de aire que pasa a través de una trampa de agua para evitar aromas
ambientales y que aumente la humedad del mismo. El aire se introduce en los
extremos del olfatbmetro, asi como cada tratamiento para que el aire humedo
arrastre los compuestos volatiles, con un flujo laminar y evitar que se mezclen. De
esta manera los volatiles se detectan por el insecto. El criterio que se considerd
para registrar una respuesta positiva fue cuando el insecto entré a cualquiera de

los brazos laterales y paso6 por mas de la mitad de la distancia del mismo.
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Figura 11.  Olfatémetro montado en el laboratorio.

El ensayo se realizé en el momento del dia cuando el insecto mostr6 mayor
actividad (previa observacion); ademas, la iluminacion recomendada puede ser de
800 a 1000 luxes para este insecto (Hernandez, 2019) y un flujo de aire de 200 a
300 mL/min (Espindola, 2017). Se utilizé un volumen de 200uL de cada uno de los

tratamientos y controles.

Con el objeto de mantener las condiciones ambientales externas lo mas uniforme
posible, el ensayo comenzd diariamente a las 10:00 A.M., la iluminaciéon se
mantuvo entre 900 y 1050 luxes y el flujo de aire que se empled fue de 300
mL/min; ademas, la temperatura del area de trabajo se encontraba a 25 + 1 °C. Al
momento del ensayo, las moscas tenian una edad de 3 a 5 dias como adulto, se
encontraban copuladas y permanecieron 15 horas en inanicion (sélo mantenidas

con agua).

Para lograr independencia de los datos, entraba una mosca a la vez al olfatébmetro
para que la respuesta no estuviera condicionada por la presencia de otra (s)
mosca (s) y cada tratamiento se invirti6 de posicion entre el brazo derecho e
izquierdo para evitar sesgo de posicion. Las moscas que no mostraron una
respuesta clara en un tiempo maximo de 5 minutos, fueron descartadas y
remplazadas con otra. El ensayo se realiz6 con el numero de moscas necesarias

para obtener 6 respuestas para cada par de tratamientos que se confrontaron.
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El olfatdbmetro se limpié cada dia con un enjuague de agua y posteriormente un
enjuague con etanol-cetona 50:50 hasta sequedad por 15 horas para usarlo
nuevamente. Antes de comenzar cada ensayo, el sistema se alimentaba con aire
blanco (sin tratamientos) por 5 minutos y las moscas fueron expuestas a la
luminosidad del ensayo durante 15 minutos para evitar estrés por cambio de

entorno.

Se realizaron 36 ensayos en total correspondientes a las multiples combinaciones

de los nueve tratamientos de la lista siguiente:

e Km

e Km+ci

e Km+c1+c2

e Sc

e Sc+c1

e Sc+cl1+c2

e Jugo de zarzamora

e Agua (control negativo)

¢ Vinagre de sidra de manzana (control positivo)

El analisis estadistico se realizé en el programa RStudio con la prueba G de
bondad de ajuste, bajo la hipdtesis nula de preferencia para cada tratamiento del

50% y se consideré la correccion de Williams.

De manera adicional, se realiz6é el ensayo de multiple eleccion en condiciones de
semi-campo para escalar el ensayo de nivel laboratorio a uno donde la mosca

estuviese en contacto factores bidticos y abidticos con menos control.

6.2.5.2. Ensayo de multiple eleccién en semi-campo
Se construyeron 3 jaulas entomologicas de 60 x 60 x 100 cm forradas con tela de

organza y se coloco al interior en la parte central una maceta con la planta
hospedera (planta de zarzamora sin fruto ni en floracién) para simular el entorno
natural en el que se encuentra D. suzukii, las jaulas fueron colocadas en el jardin

trasero del laboratorio donde estuvieron expuestas a los rayos del sol, corrientes
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de viento en direccion aleatoria, aumento y descenso de temperatura conforme la

posicion del sol y la hora, aromas a tierra, follaje, etc. (Figura 12).

Se colocaron 15 mL de cada tratamiento en tubos conicos Falcon™ de centrifuga
con capacidad de 50 mL. Se realizaron 6 perforaciones de 3 mm de diametro para
permitir la entrada de D. suzukii y se ubicaron a una distancia de 3 cm respecto
del nivel del tratamiento para permitir la saturacion de volatiles en el espacio de
cabeza del tubo. A cada jaula se le colocaron 4 tubos trampa, uno con jugo de
zarzamora, dos testigos (vinagre de manzana y agua) y otro con un fermentado,
los cuales se conlgaron con un hilo hasta la altura del follaje de la planta como se
muestra en la Figura 13. Entre cada repeticidon se roto la posicién de los tubos en

sentido horario para evitar sesgo por posicion.

Se colocaron 20 Hembras y 20 Machos de tres a cinco dias de edad y mantenidas
durante 17.5 horas sin alimentacion a excepcion de agua en un tubo Eppendorf™
con un algodén. El tiempo de exposicidn de las moscas fue de 23.5 horas y se
realizaron 3 réplicas con una separacioén entre jaula y jaula de 2 m, se uso la

metodologia empleada por Cha et al. (2018) con algunas modificaciones.

Figura 12. [Ensayo de miiltiple eleccion en semi-campo (esquema). Cuatro trampas colgadas
simultineamente correspondientes al agua (incoloro), vinagre de manzana (amarillo), morado
(jugo de zarzamora) y guinda (fermentado). En el centro una maceta de zarzamora sin flor ni
fruto.
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Figura 13. Trampa utilizada en ensayo de semi-campo. Tubo Falcon™ de centrifuga de 50 mL de
capacidad. Para este disefio se realizaron 6 perforaciones en todo el perimetro para facilitar la
entrada. En la parte superior de la tapa se colocé un hilo de tela para colgarlo.

Se us6 un ANOVA de una via y el test de Fisher con un 95% de confianza luego
de transformar los datos con la raiz cuadrada mas 0.5 para cumplir con los
supuestos de normalidad y homocedasticidad. El anélisis estadistico se realiz6é en
el software STATISTICA 7.

De acuerdo con los objetivos que se plantearon, un paso fundamental en esta
investigacién fue la elucidacién de los compuestos volatiles que se implican en la
atraccion de D. suzukii, por lo que se recurrio al analisis de cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas el cual se presenta en la siguiente

seccion.

6.2.6. Caracterizacion de volatiles por GC-MS
El método que se empleé para la extraccion de los volatiles fue por

microextraccion en fase solida (SPME, por sus siglas en inglés) (Pawliszyn, 2000),
para lo cual se tomé una alicuota de 1 mL de cada tratamiento (de acuerdo con la
Tabla 4) y se colocd el volumen en viales individuales de SPME de 4 mL. Cada

vial se calent6é sobre una parrilla térmica durante 30 minutos de tal forma que la
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muestra tuviera una temperatura interna de aproximadamente 30 °C para lograr el
primer equilibrio termodinamico entre la fase liquida y gaseosa. En seguida, se
apago la parrilla y se inserté una fiora PDMS/DVB Azul SUPELCO® en el vial
atravezando el septo para permanecer en exposicion a los volatiles y lograr una
adecuada adsorcion durante 30 minutos y asi lograr el segundo equilibrio
termodinamico entre la fase gaseosa y el adsorbente de la fibra. El siguiente paso
consistié en la desorcion de los volatiles para su analisis en un cromatégrafo de
gases acoplado a un espectrometro de masas Agilent Technologies 7890B, para
lo cual la fibra se expuso durante 30 segundos en el puerto de inyeccion que se
encontraba a una temperatura de 180 °C, una presién de 7.0699 psi y el flujo de 6
mL/min con una inyeccién en modo splitless, la columna utilizada fue la Agilent
HPFFAP 30 m/250 um/0.25 pm (No. catalogo 19091F-433), con un flujo de 1
mL/min, una presién de 7.0699 psi y la post corrida de 3 mL/min durante 3
minutos. El gas acarreador fue Helio con una pureza minima del 99,9995 %. La
rampa de temperatura empleada fue de 40 °C por 5 minutos e incrementos de 3
°C por minuto durante 46.6 minutos hasta alcanzar 180 °C donde se mantuvo
constante por 5 minutos, como se muestra en la Figura 14. Todas las muestras
analizadas fueron realizadas por triplicado, al usar tres unidades experimentales
independientes. El control que se usé para este ensayo fue el jugo de zarzamora
sin fermentar. Se realiz6 una identificacién de segundo nivel (Schymanski et al.,
2014) de los picos cromatograficos mediante el uso de la libreria NIST-MS 2.0 por
comparacion del espectro fragmentado de masas. El tratamiento estadistico de los

datos se realiz6 en el programa Rstudio y STATISTICA 7.

180°C

Smin
[ |

Tiempo total 56.6 min

Figura 14. Rampa de temperaturas en el analisis de volatiles.
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Los cromatogramas que se generaron por el MassHunter se procesaron en el
software RStudio con el uso de las librerias “xcms”, “faahKO”, “pander”, “magrittr”
para el analisis y visualizacion de espectros; donde se les realizé un ajuste de la
linea base para minimizar la relacién signal-to-noise (S/N), también se realizé un
alineamiento de picos en el tiempo de retencion donde coincidian la mayoria de
los cromatogramas con la libreria “GCalignR” y una deconvolucion manual para
los picos que no se encontraban con un nivel de resolucién éptimo. Para llevar a
cabo la cuantificacion se procedid a realizar una matriz de areas en funcion del
tiempo de retencién con la integracion del area de los picos cromatograficos con la

libreria “pracma”.

VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

71. Aislamiento de bacterias del vinagre
Al obtener dos aislados bacterianos (C1 y C2) del vinagre casero, ambos fueron

puestos a prueba para encontrar la concentracion 6ptima de etanol a la cual era
posible que lo toleraran y al mismo tiempo, que pudieran ser capaces de realizar la
fermentacién acética al usarlo como sustrato. En la Tabla 5 se indica de manera
cualitativa la apreciacion de turbidéz después de 72 horas de incubacién en el

medio GYE a diferentes concentraciones de etanol.

Tabla 5. Turbidez en C1y C2 en GYE liquido con diferentes concentraciones de etanol.

Turbidez
Conc.
0% 4% 8% 10% 20%
etanol
C1 + + - - -
C2 + + - - -

Debido a que no se observo crecimiento en los medios con etanol al 8%, 10% y
20%, se repetid el ensayo y se determind la produccion de acido acético en GYE

liquido, en un rango de concentracion de etanol del 0% al 4%. Ademas, cabe
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destacar que el aislado C2 produjo un biofilm color blanco en la parte superior del
medio de cultivo como se muestra en la Figura 15, lo cual puede ser un indicativo
de la produccion de un hexopolisacarido lo cual es tipico de algunas bacterias del
acido acético (Deppenmeier & Ehrenreich, 2009). Ademas de que se percibia un
olor similar a queso afnejo. En la Figura 16 se muestra la curva de crecimiento de
C1 desde un tiempo 0 hasta las 72 horas, donde podemos observar que tiene un
crecimiento bastante rapido para los medios con etanol al 1%, 2% y 3%. Por otro
lado, la curva de crecimiento con etanol al 4% fue muy lenta. La curva
correspondiente al medio sin etanol (0%) tuvo la fase Lag mas larga que el resto,
sin embargo, a partir de las 48 horas incrementd considerablemente la velocidad

de crecimiento.

Figura 15. Biofilm de la bacteria C2 en GYE liquido con 4% de etanol.
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Figura 16. Curva de crecimiento del aislado C1 en medio GYE con diferentes concentraciones de
etanol. Promedio de tres réplicas + error estandar.

En la Figura 17 se muestra la densidad optica a las 72 horas y como era de
esperarse, conforme aumenta la concentracion de etanol en el medio, el
crecimiento de la bacteria se compromete, esto es un aspecto importante porque a
la fermentacion acética la precede la fermentacién alcohdlica y era necesario
conocer si existia un efecto citotdxico por el etanol. La densidad 6ptica para los
medios al 2% y 3% de etanol no muestra diferencias significativas entre si.

0.9 -+
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

Desnidad éptica a 600 nm

0% 1% 2% 3% 4%
%Alc. v/v

Figura 17. Densidad optica de C1 a las 72 h en medio GYE con diferentes concentraciones de
etanol. Promedio de tres réplicas + error estandar. Tukey a=0.05.
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En la Figura 18 se muestra la cinética de crecimiento para C2 durante 72 horas, es
importante notar que el orden de magnitud de densidad éptica incremento casi el
doble que con C1 no necesariamente por la concentracién celular, es decir, el
biofilm que se observé contribuyd al aumento en la densidad 6ptica, sin embargo,
el comportamiento de las curvas parece ser el tipico de cualquier cinética de

crecimiento microbiana.

En el medio al 0%, 2% y 3%, se pueden observar muy similares las tres curvas,
termina la fase de crecimiento exponencialmente desacelerada y entra a la fase
estacionaria a las 48 horas, asi mismo, la velocidad de crecimiento es equivalente
para los tres casos, por el contrario, las curvas al 1% y 4% de etanol tuvieron el
crecimiento mas lento, también llama la atencién que con el medio al 1% de etanol

le afectdé drasticamente a esta bacteria, mientras que al 2% y 3% se vio

favorecida.
3
2.5
£
3 == 0%
(4]
© 1.5 == 1%
a2
2 2%
et 1
3 3%
(7]
§ 0.5 / i 4%,
0
24 48 72 96
-0.5
Tiempo (h)

Figura 18. Curva de crecimiento del aislado C2 en medio GYE con diferentes concentraciones de
etanol. Promedio de tres téplicas + error estandar.

En la Figura 19 se muestra la acidez total, expresada como gramos de acido
aceético por litro de muestra analizada, se realizé el calculo a partir de los datos
que se obtuvieron por valoracién acido-base con NaOH y fenolftaleina. Como se

observa, la bacteria C1 con el medio al 0% no lleva a cabo la fermentacidon acética
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al no tener etanol como sustrato para ser oxidado. En el resto de los medios,
muestra un incremento en la concentracion de acido acético e incluso son
comparables los medios al 2%, 3% y 4% de etanol, al llegar a una concentracion
de alrededor de 10 g/L al cabo de 72 horas. La concentracion inicial de acidez se

debe a que el medio GYE se suplementa con 0.5% de acido acético
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2 e 4%
0
0 24 48 72 96
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Figura 19. Acidez total (g/L) de C1 en GYE con diferentes concentraciones de etanol. Promedio
de tres réplicas + error estandar.

En la Figura 20 se puede observar la acidez total en el medio al usar diferentes
concentraciones de etanol con la bacteria C2 inoculada. Las curvas muestran una
disminucion en todos los casos, esta bacteria fue aislada del vinagre casero, no
lleva a cabo dicha fermentacion. También resulta interesante que esa ligera
disminucién de la acidez pudiera estar relacionada con la excrecion de algun
metabolito que neutralice la acidez del medio, o quiza usa los acidos organicos

como posible fuente de carbono para llevar a cabo otros procesos metabdlicos.
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Figura 20. Acidez total (g/L) de C2 en GYE con diferentes concentraciones de etanol. Promedio
de tres réplicas + error estandar.

Ambas bacterias mostraron un crecimiento aceptable en el medio GYE liquido con
2% de etanol, ademas, con respecto a la produccion de acido acético, C1 se vid
favorecida con ese mismo medio, parametro que fue indistinto en C2, al no llevar a
cabo fermentacion acética, sin embargo, se decidié conservarla y emplearla en
este proyecto, precisamente por el aroma particular que emitia similar a queso
afnejo, el cual podria involucrarse con la produccion de compuestos volatiles de

interés.

7.2, Jugo de zarzamora
Luego de obtener el zumo vy filtrarlo, este presentaba una consistencia muy

espesa, propiedad reoldgica que dificultaba su manipulacion, razén por la cual se
realizd una dilucion en volumen al 50% con agua; el contenido de sélidos solubles
que se midid con refractometro fue de 7.3 °Brix, valor de arranque para iniciar con

la fermentacion alcohdlica (Figura 21).
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Figura 21. Matraz Erlenmeyer con jugos de zarzamora estéril.

7.3. Elaboracion de tratamientos fermentados

7.3.1. Fermentacién alcohdlica
A partir del jugo de zarzamora estéril y en dilucion al 50%, con una concentracion

de azlcares de 7.3 °Brix, se realizd la inoculacion del mismo con la levadura K.
marxianus, asi como la levadura S. cerevisiae en matraces independientes, con
tres repeticiones cada uno para iniciar con las fermentaciones alcohdlicas, en las
Figuras 22 y 23 se observa que para cada tratamiento fermentado el consumo de
azucares desciende casi por completo dentro de las primeras 24 horas. Aun asi se
dejé que continuara hasta que el consumo de azucares fuera constante, y asi
asegurar que los procesos de biotransformacion que ocurren con los compuestos
de la zarzamora se llevaran a cabo. Ambas cinéticas tienen un comportamiento
muy similar en el tiempo, al llegar a un minimo de 3 °Brix al final de la
fermentacién, presentaron un aroma sui géneris a fermentado alcohdlico y fue
posible apreciar la produccion de gas (CO3) por descarobxilacion del piruvato a
acetaldehido mediante la enzima piruvato descarboxilasa.
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Figura 22. Consumo de azucares del jugo de zarzamora por K. marxianus. Promedio de tres
réplicas + error estandar.
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Figura 23. Consumo de azicares del jugo de zarzamora por S. cerevisiae. Promedio de tres
réplicas + error estindar.

7.3.2. Fermentacion acética
Al finalizar la fermentacién alcohdlica, el etanol que se produjo se usé como

sustrato por la bacteria acética C1 al inocularla en ambos tratamientos

fermentados, como se observa en las Figuras 24 y 25 el nivel de acidez comienza
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alrededor de 5 g/L debido a que la zarzamora por naturaleza es un fruto acido. Se
muestra que conforme avanza el tiempo, la acidez total incrementa hasta alcanzar
un maximo a las 96 horas al producir alrededor de 25 g acido acético/L, a partir de
ese momento se consideré terminada la fermentacion acética y se procedio a
inocular la bacteria C2. Como se observa en ambas figuras, la concentracion de
acido tiende a disminuir con la presencia de esta bacteria, lo cual también se vi6

en los ensayos preliminares con medio de cultivo en la Figura 20.
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Figura 24.  Acidez total (g/L) con C1 y C2, previamente fermentado con K. marxianus. Promedio
de tres réplicas * error estandar.
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Figura 25. Acidez total (g/L) con C1 y C2, previamente fermentado con S. cerevisiae. Promedio de
tres réplicas + error estandar.
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Al igual que la acidez total, se monitorearon los cambios en el pH y como se
observa en las Figuras 26 y 27, el pH del medio tiene una tendencia a disminuir
con la bacteria C1 al llevar a cabo la fermentacion acética, lo cual no es
sorpresivo. Por el contrario, con la bacteria C2 el pH incrementdé en ambos casos,
lo que posiblemente se deba a un metabolismo catabdlico sobre ciertos acidos
organicos o incluso se podria tratar de un efecto sintrofico, en el que se da una
colaboracion entre diferentes especies microbianas; mientras una genera
productos finales de fermentacion primaria como etanol, acetato y butirato, entre
otros, la otra se encarga de degradarlos para producir CO; y otros compuestos de
bajo peso molecular, de tal forma que la reaccién global sea favorable
energéticamente. Esto tiene sentido al recordar que ambas bacterias (C1 y C2)
pertenecen a una misma comunidad (aisladas del mismo vinagre casero) y que
posiblemente C2 disminuye gradualmente el nivel de acidez del vinagre y asi,

asegurar el crecimiento de C1.
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Figura 26. Cambio en el pH del medio con C1 y C2, previamente fermentado con K. marxianus.
Promedio de tres réplicas + error estandar.
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Figura 27. Cambio en el pH del medio con C1 y C2, previamente fermentado con S. cerevisiae.
Promedio de tres réplicas + error estandar.

En total se obtuvieron seis fermentados de zarzamora: dos de ellos alcohdlicos,
dos acéticos y dos acéticos con la adicion de C2 de los cuales se evalué su

capacidad de atraccion en ensayos de comportamiento con D. suzukii.

7.4. Ensayo de doble eleccion por olfatometria de tubo en “Y”
D. suzukii fue sometida al ensayo de olfatometria de dos vias mediante las 36

combinaciones correspondientes al jugo sin fermentar, seis fermentados y dos
controles (agua y vinagre de manzana) de dos en dos; para determinar aquellos
que lograron tener un mejor desempeno contra el vinagre de manzana, ademas,
evaluar la preferencia entre tratamientos, para asi obtener mayor informacién
sobre la presencia de un microorganismo y sus productos de fermentacion. Debido
a que existia la posibilidad de que D. suzukii prefiriera el jugo de zarzamora, por
su contenido de azucares per se y no por los volatiles que contenia y también
respecto a que este se esterilizé por calor humedo en autoclave, lo cual puede
repercutir en la pérdida del perfil aromatico, se realizaron ensayos al confrontar al
jugo de zarzamora (7.3 °Brix) contra una solucion de sacarosa (7.3 °Brix) y jugo de
zarzamora fresco sin esterilizar contra jugo que se esteriliz6 en autoclave, el
control fue agua para ambos casos. En la Figura 28 se observan los resultados

para la respuesta de los machos y en la Figura 29 la respuesta de las hembras. En
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ambos casos podemos apreciar que las moscas tuvieron mayor preferencia (83%,
83% y 66% respectivamente) por el jugo de zarzamora que se esterilizd, el jugo
sin esterilizar y a la solucion azucarada con respecto al agua (control). Aunque se
trata de una respuesta relativa, ya que cuando se confrontaron contra el jugo que
se esterilizd, este ultimo fue el tratamiento que prefirieron. Esto refleja una
desventaja al momento de interpretar los resultados del ensayo, ya que el insecto
se forza a tomar una decision entre dos opciones disponibles y no sobre un
universo de posibilidades, motivo por el cual puede resultar desalentador si se
lleva a condiciones de campo y se obtienen resultados distintos a los de

laboratorio.

Por los resultados en este ensayo preliminar, se puede decir que la preferencia
por el jugo de zarzamora se debe a las moléculas volatiles que emite y no por el
contenido de azucar presente en él. Ademas, el jugo que se esterilizo tiene mayor
preferencia hasta en un 83% (G=49.41, df=1, p<0.0001) en machos y hembras en
comparacién con el jugo sin esterilizar, razdn por la cual se eligié éste tratamiento
para continuar con los ensayos subsiguientes y se descartaron el jugo sin
esterilizar y el agua azucarada. Es importante mencionar que a partir de aqui, al

mencionar al jugo de zarzamora querra decir jugo que se esterilizo.

Jugo estéril vs jugo no estéril *kk

Agua vs jugo no estéril *k*

Agua vs jugo estéril *kk

Jugo estéril vs agua azucarada *k*

Agua vs agua azucarada *kk

150 100 50

=

50 100

Figura 28. Porcentaje de preferencia del macho D. suzukii en olfatometro de tubo “Y”. Agua
(agua destilada), agua azucarada (disolucion de sacarosa en agua 7.3°Brix), jugo estéril (jugo de
zarzamora 50% v/v en autoclave), jugo no estéril (jugo de zarzamora 50% v/v sin esterilizar).
Datos de 30 machos y 30 hembras en total; se utilizaron 6 individuos para cada par de
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tratamientos. Los asteriscos denotan diferencia significativa en la prueba G con la correccion de
Williams (***P<0.001).

Jugo estéril vs jugo no estéril *kk
Agua vs jugo no estéril *kk
Agua vs jugo estéril *kk
Jugo estéril vs agua azucarada Sk
Agua vs agua azucarada k%
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Figura 29. Porcentaje de preferencia de la hembra D. suzukii en olfatémetro de tubo “Y”. Agua
(agua destilada), agua azucarada (disolucion de sacarosa en agua 7.3°Brix), jugo estéril (jugo de
zarzamora 50% v/v en autoclave), jugo no estéril (jugo de zarzamora 50% v/v sin esterilizar).
Datos de 30 machos y 30 hembras en total; se utilizaron 6 individuos para cada par de
tratamientos. Los asteriscos denotan diferencia significativa en la prueba G con la correccion de
Williams (¥**P<0.001).

7.4.1. Fermentado alcohdlico con K. marxianus
A continuacién se presentan los resultados de los ensayos de confrontacién entre

los diferentes fermentados, en primer lugar se muestra la Figura 30 para los
machos y la Figura 31 para las hembras correspondientes al fermentado
alcohdlico con K. marxianus. Los valores del cero hacia la izquierda corresponden
al porcentaje de preferencia por el tratamiento alcohdlico en cuestién, mientras
que los valores del cero hacia la derecha corresponden al porcentaje de
preferencia para cada tratamiento alternativo con que se confrontd, incluidos los

controles.

En la Figura 30 se puede observar que el macho tuvo mayor preferencia por el
tratamiento alcohdlico con K. marxianus en la mayoria de los ensayos donde se
evalud, incluso contra el vinagre de manzana en un 83% (G=49.41, df=1,

p<0.0001) y a su homologo con S. cerevisiae en un 66%(G=11.57, df=1,
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p=0.00083). Para la Figura 31 la respuesta de las hembras fue distinta al tener la
mayor preferencia en el tratamiento alcohdlico unicamente con respecto al control
negativo (agua) en un 100% (G=137.94, df=1, p<0.0001) y con respecto al
tratamiento sin fermentar (jugo) en un 83%, para el resto de los ensayos, no le
resultd atractivo el fermentado alcohdlico con K. marxianus. Sin duda, esto
representa una brecha muy marcada en la preferencia que hay de hembras y
machos por los volatiles a los cuales fueron expuestas, esta brecha puede estar
dada por necesidades fisiolégicas como la nutricién, la oviposicion (Cloonan et al.,
2018) o por marcaje epigenético a nivel de receptores olfativos, ya sea por
activacién de los receptores olfativos de aversion o de atraccién (Clark & Ray,
2016).

Km vs Sc+C1+C2
Km vs Sc+C1
Kmvs Sc

Km vs Km+C1+C2

Km vs Km+CA1

K.m vs vinagre

Km vs jugo

Kim vs agua s+«

[ [ [ I I I
150 100 50 0 50 100 150

Figura 30. Porcentaje de preferencia del macho entre el fermentado alcohélico con K. marxianus
y el resto de los tratamientos. Vinagre (vinagre de manzana), agua (agua destilada), jugo (jugo
de zarzamora), Sc (fermentado alcoholico con S. cerevisiae), Sc+C1 (fermentado acético de Cl1,
previamente fermentado con S. cerevisiae), Sc+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicion de
C2, previamente fermentado con S. cerevisiae), Km (fermentado alcohdlico con K. marxianus),
Km+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con K. marxianus), Km+C1+C2
(fermentado acético de C1 y la adicion de C2, previamente fermentado con K. marxianus). Datos
de 48 machos y 48 hembras en total; se utilizaron 6 individuos para cada par de tratamientos.
Los asteriscos denotan diferencia significativa en la prueba G con la correccién de Williams
(***P<0.001, n.s. = no significativo).
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Figura 31. Porcentaje de preferencia de la hembra entre el fermentado alcohdlico con K.
marxianus y el resto de los tratamientos. Vinagre (vinagre de manzana), agua (agua destilada),
jugo (jugo de zarzamora), Sc (fermentado alcohdlico con S. cerevisiae), Sc+C1 (fermentado
acético de C1, previamente fermentado con S. cerevisiae), Sc+C1+C2 (fermentado acético de C1
y la adicion de C2, previamente fermentado con S. cerevisiae), Km (fermentado alcoholico con
K. marxianus), Km+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con K. marxianus),
Km+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adiciéon de C2, previamente fermentado con K.
marxianus). Datos de 48 machos y 48 hembras en total; se utilizaron 6 individuos para cada par
de tratamientos. Los asteriscos denotan diferencia significativa en la prueba G con la correccion
de Williams (***P<0.001, n.s. = no significativo).

7.4.2. Fermentado alcohdlico con S. cerevisiae
Al comparar el fermentado alcohdlico (Figura 32) con S. cerevisiae contra los

demas tratamientos, resulta no ser atractivo para el macho ya que prefirieron al
resto de los tratamientos, a excepcion de cuando se confronté contra el jugo de
zarzamora y el fermentado acético Sc+C1, donde Sc tuvo una respuesta del 83%
(G=49.41, df=1, p<0.0001) y contra el control (agua) en un 100%. Al comparar
estos resultados con los de la Figura 30, se puede decir que el fermentado
alcohdlico con S. cerevisiae no representa una opcion viable para atraer al macho
D. suzukii y por el contrario, el fermentado alcohdlico con K. marxianus obtuvo un
mejor desempefio contra el vinagre de manzana y contra el resto de los

tratamientos.
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Para evaluar la respuesta de las hembras, podemos observar en la Figura 33 que
en general hubo una respuesta prometedora para este tratamiento que por el
resto, el inconveniente se presentd al no ser suficiente (16% de preferencia) en
comparacioén al vinagre de manzana, incluso contra el fermentado Km+C1 (33%).
Scws Sc+C1+C2 whx
Scvs Sc+C1

Se s Km *kk

Scvs Km+C1+C2

*k%k

Scvs Km+C1

3cC vs vinagre *kk

3C Vs jugo

Scvs agua xx*
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Figura 32. Porcentaje de preferencia del macho entre el fermentado alcohélico con S. cerevisiae y
el resto de los tratamientos. Vinagre (vinagre de manzana), agua (agua destilada), jugo (jugo de
zarzamora), Sc (fermentado alcohélico con S. cerevisiae), Sc+C1 (fermentado acético de C1,
previamente fermentado con S. cerevisiae), Sc+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicion de
C2, previamente fermentado con S. cerevisiae), Km (fermentado alcohdlico con K. marxianus),
Km+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con K. marxianus), Km+C1+C2
(fermentado acético de C1 y la adicion de C2, previamente fermentado con K. marxianus). Datos
de 48 machos y 48 hembras en total; se utilizaron 6 individuos para cada par de tratamientos.
Los asteriscos denotan diferencia significativa en la prueba G con la correccion de Williams
(*¥**P<0.001, n.s. = no significativo).
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Figura 33. Porcentaje de preferencia de la hembra entre el fermentado alcohdlico con S.
cerevisiae y el resto de los tratamientos. Vinagre (vinagre de manzana), agua (agua destilada),
jugo (jugo de zarzamora), Sc (fermentado alcohdlico con S. cerevisiae), Sc+C1 (fermentado
acético de C1, previamente fermentado con S. cerevisiae), Sc+C1+C2 (fermentado acético de C1
y la adicion de C2, previamente fermentado con S. cerevisiae), Km (fermentado alcoholico con
K. marxianus), Km+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con K. marxianus),
Km+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicién de C2, previamente fermentado con K.
marxianus). Datos de 48 machos y 48 hembras en total; se utilizaron 6 individuos para cada par
de tratamientos. Los asteriscos denotan diferencia significativa en la prueba G con la correccion
de Williams (***P<0.001).

7.4.3. Fermentado acético con C1 proveniente de K. marxianus
En la Figura 34 se observa la respuesta de los machos por el tratamiento acético

proveniente de la fermentaciéon alcohdlica con K. marxianus. Este fermentado
resulta mas atractivo que su homologo S. cerevisiae+C1 mientras que cuando se
confrontd contra Km+C1+C2, este ultimo tiene mayor efecto de atraccion hasta en
un 100% (G=137.94, df=1, p<0.0001), lo cual probablemente indica que la bacteria
C2 mejora el bouquet aromatico del fermentado. Al revisar la barra del vinagre de
manzana, se puede observar que Km+C1 resulta mas atractivo, hasta en un 83%
para el macho (G=49.41, df=1, p<0.0001).

En la Figura 35 se observa la respuesta de las hembras, donde los tratamientos
acéticos se muestran con mayor atraccion al compararlos con los alcohdélicos Km y
Sc, pero cuando se contrasta con Km+C1+C2 y Sc+C1+C2 estos ultimos

resultaron con mayor efecto de atraccion. Comparando Km+C1 con el vinagre de
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manzana, se puede ver que no logré ser suficientemente atractivo (16%) para

considerarlo una opcion elegible como atrayente para la hembra.

*k%k

Km+C1 vs Sc+C1+C2

*k*

km+C1ws Km

*k%

Km+C1 vs Km+C1+C2

kmsctvese [N |
Km+C1 vs vinagre  sxx _:I

*k%k

Km+C1 ys jugo -
[ I I I | I I
150 100 50 0 50 100 150

Figura 34. Porcentaje de preferencia del macho entre el fermentado acético de C1, previamente
fermentado con K. marxianus y el resto de los tratamientos. Vinagre (vinagre de manzana),
agua (agua destilada), jugo (jugo de zarzamora), Sc (fermentado alcohélico con S. cerevisiae),
Sc+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con S. cerevisiae), Sc+C1+C2
(fermentado acético de C1 y la adicion de C2, previamente fermentado con S. cerevisiae), Km
(fermentado alcohoélico con K. marxianus), Km+C1 (fermentado acético de C1, previamente
fermentado con K. marxianus), Km+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicion de C2,
previamente fermentado con K. marxianus). Datos de 48 machos y 48 hembras en total; se
utilizaron 6 individuos para cada par de tratamientos. Los asteriscos denotan diferencia
significativa en la prueba G con la correccion de Williams (***P<0.001).
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Figura 35. Porcentaje de preferencia de la hembra entre el fermentado acético de Cl,
previamente fermentado con K. marxianus y el resto de los tratamientos. Vinagre (vinagre de
manzana), agua (agua destilada), jugo (jugo de zarzamora), Sc (fermentado alcohélico con S.
cerevisiae), Sc+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con S. cerevisiae),
Sc+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicion de C2, previamente fermentado con S.
cerevisiae), Km (fermentado alcohélico con K. marxianus), Km+C1 (fermentado acético de C1,
previamente fermentado con K. marxianus), Km+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adiciéon
de C2, previamente fermentado con K. marxianus). Datos de 48 machos y 48 hembras en total;
se utilizaron 6 individuos para cada par de tratamientos. Los asteriscos denotan diferencia
significativa en la prueba G con la correccion de Williams (***P<0.001).

7.4.4. Fermentado acético con C1 proveniente de S. cerevisiae
En la Figura 36 se observa que el fermentado acético Sc+C1 le resulta poco

atractivo al macho, al no ser significativo en cuatro ocasiones, es decir, con una
eleccién del 50% (G=0, df=1, p=1) por el tratamiento (incluida la respuesta por el
vinagre de manzana), mientras que las tres barras restantes que se encuentran
desplazadas a la derecha hacen notar que no es el tratamiento mas adecuado.
Solo fue atractivo cuando se confrontd contra el agua al ser este ultimo un control

negativo.

Lo mismo sucedié con las hembras (Figura 37), donde se observan cuatro no
significativos (G=0, df=1, p=1) incluisve el vinagre de manzana y el agua. De
aquellos donde si hubo diferencias significativas, solo Sc+C1+C2 logré una
atraccion del 100% con respecto a Sc+C1 (G=137.94, df=1, p<0.0001), esto

denota que este fermentado tampoco es una opcion elegible.
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Figura 36. Porcentaje de preferencia del macho entre el fermentado acético de C1, previamente
fermentado con S. cerevisiae y el resto de los tratamientos. Vinagre (vinagre de manzana), agua
(agua destilada), jugo (jugo de zarzamora), Sc (fermentado alcohoélico con S. cerevisiae), Se+Cl1
(fermentado acético de C1, previamente fermentado con S. cerevisiae), Sc+C1+C2 (fermentado
acético de C1 y la adicion de C2, previamente fermentado con S. cerevisiae), Km (fermentado
alcoholico con K. marxianus), Km+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con
K. marxianus), Km+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicion de C2, previamente
fermentado con K. marxianus). Datos de 48 machos y 48 hembras en total; se utilizaron 6
individuos para cada par de tratamientos. Los asteriscos denotan diferencia significativa en la
prueba G con la correccion de Williams (***P<0.001, n.s. = no significativo).
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Figura 37. Porcentaje de preferencia de la hembra entre el fermentado acético de Cl,
previamente fermentado con S. cerevisiae y el resto de los tratamientos. Vinagre (vinagre de
manzana), agua (agua destilada), jugo (jugo de zarzamora), Sc (fermentado alcohélico con S.
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cerevisiae), Sc+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con S. cerevisiae),
Sc+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicion de C2, previamente fermentado con S.
cerevisiae), Km (fermentado alcohélico con K. marxianus), Km+C1 (fermentado acético de C1,
previamente fermentado con K. marxianus), Km+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicion
de C2, previamente fermentado con K. marxianus). Datos de 48 machos y 48 hembras en total;
se utilizaron 6 individuos para cada par de tratamientos. Los asteriscos denotan diferencia
significativa en la prueba G con la correccion de Williams (***P<0.001, n.s. = no significativo).

7.4.5. Fermentado acético con C1 y C2 proveniente de K.
marxianus
En la Figura 38 se aprecia que el tratamiento Km+C1+C2 obtuvo un nivel de

preferencia del 33% (G=11.157, df=1, p=0.00083) para el ensayo contra el vinagre
de manzana, por lo que no cumple con la hipotesis planteada a pesar de que D.
suzukii mostré una preferencia del 100% por Km+C1+C2 cuando se comparo con
el fermentado acético Km+C1, por lo que no cumple con el criterio para
seleccionarlo como atrayente debido a su bajo nivel de atraccion cuando se evalué

junto al vinagre de manzana.

En la Figura 39 se muestran los resultados de las hembras, se observa que D.
suzukii tuvo una preferencia del 66% (G=11.157, df=1, p=0.00083) por Km+C1+C2
con respecto al vinagre de manzana, por lo que este fermentado cumple con el
criterio para seleccionarlo como atrayente para la hembra. Debido a eso, este
fermentado se considera un tratamiento prometedor para la atraccion de la
hembra. Otro aspecto interesante es que aparentemente el tratamiento alcohdlico
con Sc le llamo la atencion, sin embargo, disminuyd conforme la fermentacion
cambio a la acética Sc+C1 y su homodlogo acética final Sc+C1+C2, donde no
hubo respuesta. Ademas, respecto a los tratamientos con K. marxianus, es posible
observar que éste tratamiento tuvo mayor porcentaje de preferencia con respecto
al alcohdlico Km y al acético Km+C1. Por lo que, posiblemente la presencia de
esta levadura y sus volatiles en conjunto con los de la bacteria C2, resultan en un
aumento en la preferencia de la hembra que cuando se contaba solo con el

fermentado acético Km+C1.
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Figura 38. Porcentaje de preferencia del macho entre el fermentado acético de C1 y la adiciéon de
C2, previamente fermentado con K. marxianus y el resto de los tratamientos. Vinagre (vinagre
de manzana), agua (agua destilada), jugo (jugo de zarzamora), Sc (fermentado alcohoélico con S.
cerevisiae), Sc+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con S. cerevisiae),
Sc+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicion de C2, previamente fermentado con S.
cerevisiae), Km (fermentado alcohdlico con K. marxianus), Km+C1 (fermentado acético de C1,
previamente fermentado con K. marxianus), Km+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicion
de C2, previamente fermentado con K. marxianus). Datos de 48 machos y 48 hembras en total;
se utilizaron 6 individuos para cada par de tratamientos. Los asteriscos denotan diferencia
significativa en la prueba G con la correccion de Williams (***P<0.001, n.s. = no significativo).
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Figura 39. Porcentaje de preferencia de la hembra entre el fermentado acético de C1 y la adicion
de C2, previamente fermentado con K. marxianus y el resto de los tratamientos. Vinagre
(vinagre de manzana), agua (agua destilada), jugo (jugo de zarzamora), Sc (fermentado
alcoholico con S. cerevisiae), Sc+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con S.
cerevisiae), Sc+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicion de C2, previamente fermentado
con S. cerevisiae), Km (fermentado alcohdlico con K. marxianus), Km+C1 (fermentado acético
de C1, previamente fermentado con K. marxianus), Km+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la
adicion de C2, previamente fermentado con K. marxianus). Datos de 48 machos y 48 hembras en
total; se utilizaron 6 individuos para cada par de tratamientos. Los asteriscos denotan
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diferencia significativa en la prueba G con la correccion de Williams (¥**P<0.001, n.s. = no
significativo).

7.4.6. Fermentado acético con C1 y C2 proveniente de S.
cerevisiae
Como se observa en la Figura 40, el tratamiento Sc+C1+C2 no logré tener mayor

preferencia con respecto al vinagre de manzana, lo que sugiere que no es un
tratamiento adecuado para la atraccién y captura de D. suzukii. Unicamente,
donde mostré tener mayor preferencia fue contra el fermentado alcohdlico Sc y

contra el acético Km+C1+C2, sin embargo, estos no son criterio de elegibilidad.

En la Figura 41, se muestra la preferencia de hembras por Sc+C1+C2 y se puede
apreciar que este fermentado tuvo un buen desempefio con respecto a la mayoria
de los tratamientos que se evaluaron, sin embargo, cuando se compard contra el
vinagre de manzana tan solo hubo respuesta por el 50% de preferencia (G=0,
df=1, p=1), lo cual deja en evidencia que este no es un tratamiento adecuado para

la atraccion de D. suzukii.

Sc+C1+C2 vs Km+C1+C2

Sc+C1+C2 vs Km+C1

Sc+C14+C2 vs Km
Sc+C1+C2 vs Sc+C1
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Figura 40. Porcentaje de preferencia del macho entre el fermentado acético de C1 y la adiciéon de
C2, previamente fermentado con S. cerevisiae y el resto de los tratamientos. Vinagre (vinagre de
manzana), agua (agua destilada), jugo (jugo de zarzamora), Sc (fermentado alcohoélico con S.
cerevisiae), Sc+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con S. cerevisiae),
Sc+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicion de C2, previamente fermentado con S.
cerevisiae), Km (fermentado alcoholico con K. marxianus), Km+C1 (fermentado acético de Cl1,
previamente fermentado con K. marxianus), Km+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicién
de C2, previamente fermentado con K. marxianus). Datos de 48 machos y 48 hembras en total;
se utilizaron 6 individuos para cada par de tratamientos. Los asteriscos denotan diferencia
significativa en la prueba G con la correccion de Williams (***P<0.001, n.s. = no significativo).
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Figura 41. Porcentaje de preferencia de la hembra entre el fermentado acético de C1 y la adiciéon
de C2, previamente fermentado con S. cerevisiae y el resto de los tratamientos. Vinagre (vinagre
de manzana), agua (agua destilada), jugo (jugo de zarzamora), Sc (fermentado alcohoélico con S.
cerevisiae), Sct+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con S. cerevisiae),
Sc+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicion de C2, previamente fermentado con S.
cerevisiae), Km (fermentado alcohélico con K. marxianus), Km+C1 (fermentado acético de Cl1,
previamente fermentado con K. marxianus), Km+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicion
de C2, previamente fermentado con K. marxianus). Datos de 48 machos y 48 hembras en total;
se utilizaron 6 individuos para cada par de tratamientos. Los asteriscos denotan diferencia
significativa en la prueba G con la correccion de Williams (***P<0.001, n.s. = no significativo).

7.4.7. Confrontacién entre el vinagre de manzana y los
fermentados de zarzamora
A continuacién, se recopilaron los ensayos donde se tiene al vinagre de manzana

contra el resto de los tratamientos. Como se puede observar en la Figura 42 los
machos tuvieron una mayor preferencia por el fermentado alcohdlico con K.
marxianus y por el fermentado acético que proviene de esa misma levadura de
origen y la adicion de la bacteria C1 (Km+C1) con un 83% de preferencia para
ambos (G=49.41, df=1, p<0.0001). Sin embargo, el fermentado alcohdlico Km tuvo
una mejor respuesta cuando se evalué contra el resto de los fermentados e
incluso contra Km+C1 (Figura 30). Por lo que se puede decir que el fermentado
alcohdlico de Kluyveromyces marxianus es un candidato para la atraccion del

macho a nivel laboratorio.

El unico fermentado donde se observé que hubo mayor preferencia para las

hembras (Figura 43) fue por el acético que incluye a C2 y con la levadura de
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origen K. marxianus (Km+C1+C2), con un 66% (G=11.157, df=1, p=0.00083) de
preferencia sobre el vinagre de manzana. Al ser este el unico tratamiento en las
hembras con un nivel de respuesta que cumple con la hipétesis planteada, se
puede decir que hasta este nivel de estudio, presenta resultados alentadores para
su atraccion. Ademas, con respecto al resto de los tratamientos tuvo un buen

desempefio ya que se selecciono en la mayoria de los ensayos donde se evaluo.

Vinagre vs Km+C1+C2

Vinagre vs Km+C1

Vinagre vs Km
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Figura 42. Porcentaje de preferencia del macho entre el vinagre de manzana y el resto de los
tratamientos. Vinagre (vinagre de manzana), agua (agua destilada), jugo (jugo de zarzamora),
Sc (fermentado alcohdlico con S. cerevisiae), Sc+C1 (fermentado acético de C1, previamente
fermentado con S. cerevisiae), Sc+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicién de C2,
previamente fermentado con S. cerevisiae), Km (fermentado alcohélico con K. marxianus),
Km+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con K. marxianus), Km+C1+C2
(fermentado acético de C1 y la adicion de C2, previamente fermentado con K. marxianus). Datos
de 48 machos y 48 hembras en total; se utilizaron 6 individuos para cada par de tratamientos.
Los asteriscos denotan diferencia significativa en la prueba G con la correccién de Williams
(***P<0.001, n.s. = no significativo).
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Figura 43. Porcentaje de preferencia de la hembra entre el viangre de manzana y el resto de los
tratamientos. Vinagre (vinagre de manzana), agua (agua destilada), jugo (jugo de zarzamora),
Sc (fermentado alcohdlico con S. cerevisiae), Sc+C1 (fermentado acético de C1, previamente
fermentado con S. cerevisiae), Sc+C1+C2 (fermentado acético de C1 y la adicién de C2,
previamente fermentado con S. cerevisiae), Km (fermentado alcohélico con K. marxianus),
Km+C1 (fermentado acético de C1, previamente fermentado con K. marxianus), Km+C1+C2
(fermentado acético de C1 y la adicion de C2, previamente fermentado con K. marxianus). Datos
de 48 machos y 48 hembras en total; se utilizaron 6 individuos para cada par de tratamientos.
Los asteriscos denotan diferencia significativa en la prueba G con la correcciéon de Williams
(*¥**P<0.001, n.s. = no significativo).

7.5. Ensayo de multiple eleccion en semi-campo
Con el objetivo de escalar el bioensayo y evaluar la respuesta de D. suzukii en

condiciones menos controladas al emular un entorno natural, se llevé a cabo el
ensayo en semi-campo. Sin embargo, debido a las condiciones climaticas que se
presentaron durante el mes de Enero del 2020 (como velocidad del viento, bajas
temperaturas y precipitaciones), el nivel de respuesta de los ocho ensayos fue
bajo. De acuerdo con lo reportado por Clymans etal.,, (2019), la preferencia
olfativa de D. suzukii no s6lo depende del estado fisiolégico de la mosca, sino
también de variables extrinsecas como la época del afio y la temperatura media,
ya que mediante un afio de observaciéon en campo determinaron que el “periodo
de bajas capturas” se da entre los meses de noviembre a mayo, mismo que se
reflejé en la baja eficiencia de captura de sus trampas durante ese periodo (menor
al 12% de capturas) en contraste con el resto del afio. En la Figura 44 se observa

58



mediante agrupacion de los datos de los ocho ensayos que el 59% con la etiqueta
“sin respuesta”, corresponde a las moscas que sobrevivieron después de 23.5
horas de exposicion en las jaulas, y que no las capturé el sistema de trampeo. El
41% restante con la leyenda “Capturados” corresponde a las moscas tanto
hembras como machos que si entraron al sistema de trampeo que se muestré
previamente en la Figura 13. Del porcentaje de capturados, la mayoria fueron
hembras con un 65% y el resto corresponde a los machos, esto es positivo ya que
las hembras son las que realizan el dafo directo a la frutilla por lo que se
considera a la hembra como el objetivo de captura con mayor interés. Esta
relacion de captura que se observa entre hembras y machos (Figura 44) es muy
similar a lo reportado por Cruz et al., (2020) cuando evaluaron diferentes disefios
de trampas y atrayentes en cultivos de zarzamora, fresa, frambuesa y arandano
en condiciones de campo en colaboracion con Koppert Development Institute

Berries en Tiripetio, Michoacan.

Sin
respuesta Machos
o 35%
53% Capturados
41%

I

Figura 44. Capturas (porcentaje agrupado) en ensayo de semi-campo.

Debido a que la mayoria de los resultados de este ensayo no lograron diferencia

significativa p>0.05 en el test de ANOVA, no se mostraran esos resultados con
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excepcion del unico donde si se encontraron diferencias significativas,
correspondiente al ensayo donde se evaluaron el agua, vinagre de manzana, jugo
de zarzamora y fermentado acético Km+C1 simultaneamente. Como se observa
en la Figura 45, el fermentado acético tuvo un nivel de captura promedio de 2.56
moscas (los datos se transformaron con la raiz cuadrada mas 0.5) el cual fue el
mas alto y el que mostro diferencia significativa con la prueba LSD de Fisher, con

un intervalo de confianza del 95%.
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Figura 45. Captura promedio de D. suzukii en ensayo de multiple eleccion en semi-campo. Los
datos que se muestran son promedio de tres réplicas + error estindar. Los datos se
transformaron con la raiz cuadrada mas 0.5 para lograr normalidad. LSD Fisher 0=0.05,
p=0.0071.

Esto revela que bajo las condiciones en las que se realiz6 este ensayo, el
fermentado de zarzamora Km+C1 tiene un efecto de atraccién en D. suzukii
superior al que presenta el vinagre de manzana (p=0.0071). Estos resultados
concuerdan con la respuesta de los machos en los ensayos de olfatometria, donde
la preferencia por este tratamiento fermentado fue del 83% con respecto al vinagre

de manzana.
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7.6. Caracterizacion de volatiles por GC-MS
Se recurrié a la herramienta Escalamiento Multidimensional No Métrico (NMDS,

por sus siglas en inglés) para realizar un analisis de ordenacién de datos; método
que se basa en la disimilitud (cuanto mas semejantes sean los tratamientos, mas
proximos estaran en el espacio en una representacion grafica de n-dimensiones,
tales que el stress sea minimo pero sin dificultar su interpretacion (Carrion, 1985).
A partir de los datos de la matriz de areas de los 21 cromatogramas que se
analizaron, se gener6 la Figura 46 donde se observaron tres regiones
ampliamente definidas: el grupo de los controles o jugos de zarzamora en la parte
superior izquierda, una segunda region correspondiente a los fermentados
alcohdlicos donde se agurparon los fermentados con las levaduras K. marxianus 'y
S. cerevisiae en la parte inferior izquierda y el tercer grupo corresponde a los
fermentados acéticos donde se observa que los tratamientos con ambas levaduras
y con C1 y C2 se encuentran muy préximos entre si, lo cual indica que el perfil de
volatiles en esos cuatro tratamientos es muy similar y que la presencia de C2 no
modificé el perfil aromatico de manera drastica. Este analisis pone en evidencia
que de manera matematica y estadistica no es posible diferenciar entre los
volatiles que se produjeron por cada levadura, mientras que de manera bioldgica
D. suzukii es capaz de encontrar diferencias sutiles de acuerdo con los resultados
que se mostraron por olfatometria, donde quedd en evidencia que hubo una

discriminacion entre los tratamientos con K. marxianusy S. cerevisiae.
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Figura 46. Ordenacion de fermentados por su identidad quimica. Stress=0.13.

Ademas, se emple6é un algoritmo para la elaboracidon de un mapa de calor y
representar de forma visual la concentracion de las moléculas identificadas (eje de
las abscisas) en cada una de las muestras analizadas (eje de las ordenadas). A
mayor intensidad de color, mayor concentracion de dicha molécula. Como se
aprecia en la Figura 47 la mayoria de los terpenoides aparecen con mayor
intensidad en el jugo de zarzamora, ya que son moléculas que se encuentran
tipicamente en plantas (Du etal.,, 2010). En los fermentados alcohdlicos se
observan moléculas como alcoholes y ésteres, mientras que en los fermentados
acéticos predominan los acidos organicos. El dendrograma relaciona al
fermentado alcohdlico de ambas levaduras entre si, y estos a su vez con el jugo
de zarzamora, lo cual indica que estos fermentados conservan parte de la huella
quimica del jugo, ya que este es su medio basal. Por otro lado, el perfil de volatiles
de los fermentados acéticos es totalmente diferente al del jugo y al de los
fermentados alcohdlicos. Ademas, se agruparon por levadura independientemente
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de C1 y C2. Para la realizacion del dendograma se utilizé la distancia de bray-

curtis.

Figura 47. Mapa de calor de la concentraciéon molecular de los fermentados.

Las moléculas identificadas para cada tratamiento, asi como su concentracion
promedio se expreso en porcentaje de area como se muestra en la Tabla 6. Se
tomdé como base de calculo el area total de los picos cromatograficos para cada
fermentado. La identificacion putativa se realizé por medio de la libreria NIST-MS.
Es importante mencionar que muchas de estas moléculas se reportaron con
anterioridad por Bueno et al., (2019); Du et al., (2010); Jacques et al., (2014).

A continuacion se presentan algunos cromatogramas representativos de cada
grupo. El primer cromatograma en la Figura 48, corresponde al jugo de zarzamora
sin fermentar, donde se sefalan algunas de las principales moléculas volatiles que
componen a este tratamiento e incluso algunas de las moléculas identificadas son

tipicas de la zarzamora (Jacques et al., 2014) como se muestra en el Anexo 2.
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Figura 48. Cromatograma del jugo de zarzamora. En el eje horizontal se mide el tiempo de
retencion en segundos y en el eje vertical se mide la abundancia relativa en intensidad. Las
condiciones del analisis se describen en metodologia.

Algunos de los compuestos mayoritarios que se sefialan en la Figura 48
corresponden a los picos 1, 3, 4, 10, 15y 17 de la Tabla 6, los cuales representan
hasta un 70% al jugo de zarzamora. Por otro lado, fue posible identificar algunos
de los compuestos antena reportados por distintos autores como Abraham et al.
(2015); Cha et al. (2012); Keesey et al. (2015); Mazzetto et al. (2016) y Revadi et
al. (2015) citados por Cloonan et al., (2018) en proporciones minoritarias. Los
compuestos antena que se detectaron corresponden a los picos 3, 4, 5, 7, 9, 10,
14,15, 17, 18, 19, 20, 22, 28, 29, 36, 42 y 50 que se senalan.

En las Figuras 49 y 50 se muestran los cromatogramas correspondientes a los
fermentados con K. marxianus y con S. cerevisiae, respectivamente. En ambas
figuras el primer grafico corresponde al fermentado alcohdlico, en seguida el
fermentado acético con C1 y finalmente, el fermentado acético de C1 con la
adicion de C2. Los picos que se sefialan corresponden a los compuestos antena
que se reportan por Cloonan et al., (2018). Es interesante notar que el 2-Metil-1-
penten-3-ona es un compuesto que solo se detectd con S. cerevisiae y dado el
bajo nivel de preferencia que tuvo D. suzukii por los fermentados con esa
levadura, existe la posibilidad de que ese compuesto esté implicado en la

respuesta bioldgica. Algunos otros compuestos como el 1-hexanol y 1-octen-3-ol
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(compuestos antena) y ac. 2-metil-caproico se detectaron exclusivamente en los

fermentados alcohdlicos, mientras que el metionol y ac. isovalérico (compuestos

antena) y el ac. butirico, ac. enantico, entre otros, son compuestos que se

formaron durante la fermentacién acética con C1 y que tuvieron cambios en su

concentracion durante la fermentacion con C2.
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Cromatograma del fermentado alcohoélico, acético con C1 y acético con C1 y C2

provenientes de K. marxianus. En el eje horizontal se mide el tiempo de retencion en segundos y
en el eje vertical se mide la abundancia relativa en intensidad. Las condiciones del analisis se
describen en metodologia.
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Figura 50. Cromatograma del fermentado alcohélico, acético con C1 y acético con C1 y C2
provenientes de S. cerevisiae. En el eje horizontal se mide el tiempo de retencion en segundos y

en el eje vertical se mide la abundancia relativa en intensidad. Las condiciones del analisis se
describen en metodologia.
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Tabla 6. Compuestos volatiles de los fermentados. Analisis de compuestos volatiles para cada tratamiento, por cromatografia de gases acoplado a

espectrometria de masas.

Jugo Km Sc Km+C1 Sc+C1 Km+C1+C2 Sc+C1+C2
Compuesto  RT (min) Nombre % Area  %Error % Area %Error % Area  %Error % Area  %Error % Area %Error % Area  %Error % Area  %Error Clasificacion

No.

1 0. 96 Dioxido de carbono 4.593 8.71 0.117 0.45 0.202 0.34 0.175 0.68 0.223 0.1 0.123 0.27 0.224 0.37 N/D

2 1.23 Acetaldehido 0.810 2.09 0.685 0.44 0.911 1.56 N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D Aldehido
3 2.09 Acetato de etilo 17.101 6.49 1.786 1.36 1.456 0.83 0.544 1.66 0.334 0.20 0.578 0.92 0.172 0.50 Ester
4 2.68 Etanol 14.735 16.42 26.426 31.56 26.039 28.39 0.358 0.41 0.226 0.51 0.264 0.53 0.187 0.67 Alcohol
5 4.72 Butirato de etilo 1.214 0.39 0.645 1.43 0.935 1.82 0.087 0.72 0.085 0.22 0.043 0.81 0.027 0.67 Ester
6 5.69 2-Metil-1-penten-3-ona 1.168 1.61 N/D N/D 0.006 0.005 N/D N/D 0.036 0.15 N/D N/D 0.009 0.02 Cetona
7 6.13 1-Hexanal 2.080 3.29 N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D Aldehido
8 7.16 Isobutanol 0.832 2.75 1.812 0.63 1.815 0.83 0.191 1.39 0.159 0.84 0.272 2.62 N/D N/D Alcohol
9 10.14 2-Heptanona 0.806 0.63 0.062 0.31 0.066 0.14 0.131 0.14 0.166 0.16 0.110 0.25 0.242 0.58 Cetona
10 11.79 3-Metil-1-butanol 8.486 11.99 49.379 37.23 41.685 19.44 1.056 6.34 1.641 5.34 1.723 7.31 0.209 0.54 Alcohol
11 12.38 Caproato de etilo N/D N/D 1.453 6.98 1.738 3.51 0.081 0.58 0.201 0.18 0.152 0.84 0.115 0.18 Ester
12 13.28 3-Octanona N/D N/D 0.530 0.79 0.409 1.06 0.102 0.07 0.071 0.09 0.065 0.62 0.058 0.09 Cetona
13 13.69 1-Pentanol 0.268 0.17 N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D Alcohol
14 15.08 Acetoina 0.714 0.31 0.099 0.09 0.116 0.18 0.295 0.39 0.265 0.16 0.310 0.29 0.445 0.76 Cetona
15 16.68 2-Heptanol 13.697 11.81 0.361 0.47 0.275 0.27 0.152 0.34 0.122 0.09 0.131 0.26 0.080 0.08 Alcohol
16 17.22 6-Metil-5-hepten-2-ona 0.742 0.82 N/D N/D N/D N/D 0.046 0.06 0.022 0.01 0.024 0.22 0.020 0.02 Cetona
17 18.13 1-Hexanol 8.388 2.22 0.118 0.08 0.141 0.09 N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D Alcohol
18 19.44 3-Hexenol 0.451 0.21 N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D Alcohol

67



19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

20.39

21.41

21.63

21.94

23.00

23.74

24.60

25.70

25.95

26.29

26.49

26.99

28.13

29.39

29.64

30.35

30.50

30.97

30.86

30.81

31.66

2-Hexenol
p-Cimeno
1-Octen-3-ol
Ac. Acético
3-Furfuraldehido
2-Etil-hexanol
Alcanfor
Pelargonato de etilo
Ac. Propiénico
B-Linalol
1-Octanol
Ac. Isobutirico
Terpinen-4-ol
Ac. Butirico
Caprato de etilo
Caprilato de isoamilo
1-Nonanol
2-Hidroxibenzaldehido
Ac. 2-Metil caproico
Ac. Isovalérico

Decenoato de etilo

0.612

0.336

N/D

2.649

3.900

N/D

1.935

N/D

N/D

0.692

0.958

N/D

0.259

N/D

N/D

0.132

0.252

0.139

N/D

N/D

N/D

0.08

0.45

N/D

7.65

5.31

N/D

5.38

N/D

N/D

0.24

0.16

N/D

0.17

N/D

N/D

0.77

0.80

0.81

N/D

N/D

N/D

N/D

0.051

0.025

3.972

N/D

N/D

0.054

0.019

N/D

N/D

0.033

0.238

N/D

N/D

0.697

0.113

0.024

N/D

0.514

N/D

0.271

N/D

0.23

0.18

3.65

N/D

N/D

0.51

0.18

N/D

N/D

0.16

0.07

N/D

N/D

2.04

0.29

0.22

N/D

0.29

N/D

1.36

N/D

0.558

0.014

3.349

N/D

N/D

0.079

0.017

N/D

N/D

0.075

0.302

N/D

N/D

1.007

0.026

0.111

N/D

0.633

N/D

0.929

N/D
6.60
0.16
3.43
N/D
N/D
0.47
0.20
N/D
N/D
0.07
0.28
N/D
N/D
2.18
0.31
0.69
N/D
0.59
N/D

1.79

68

N/D

0.090

N/D

54.336

N/D

0.077

0.142

0.005

0.115

N/D

0.083

3.368

N/D

0.039

0.294

0.021

N/D

N/D

N/D

36.055

0.033

N/D

0.37

N/D

76.19

N/D

0.08

0.51

0.03

0.12

N/D

0.09

0.64

N/D

0.20

0.47

0.22

N/D

N/D

N/D

2.50

0.07

N/D

0.282

N/D

46.135

N/D

0.070

0.104

0.007

0.135

N/D

0.192

3.882

N/D

0.176

0.297

0.034

N/D

N/D

N/D

41.609

0.120

N/D

0.57

N/D

47.36

N/D

0.35

0.64

0.08

0.48

N/D

1.02

3.04

N/D

1.09

1.23

0.34

N/D

N/D

N/D

25.27

0.84

N/D

0.081

N/D

53.314

N/D

0.067

0.080

N/D

0.120

N/D

0.094

3.202

N/D

0.042

0.257

0.011

N/D

N/D

N/D

36.210

0.018

N/D

0.26

N/D

62.95

N/D

0.13

0.29

N/D

0.21

N/D

0.03

2.60

N/D

0.40

0.35

0.21

N/D

N/D

N/D

6.30

0.35

N/D

0.125

N/D

42.506

N/D

0.013

0.029

N/D

0.106

N/D

0.083

4.642

N/D

0.060

0.172

0.010

N/D

N/D

N/D

48.366

0.024

N/D

0.77

N/D

28.71

N/D

0.04

0.36

N/D

0.20

N/D

0.08

1.41

N/D

0.74

0.52

0.26

N/D

N/D

N/D

56.77

0.59

Alcohol
Terpenoide
Alcohol
Acido
Aldehido
Alcohol
Terpenoide
Ester
Acido
Terpenoide
Alcohol
Acido
Terpenoide
Acido
Ester
Ester
Alcohol
Aldehido
Acido
Acido

Ester



40

M

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

31.77 a-Terpineol 2.233 0.56 0.192 0.15 0.654 4.03 0.108 0.17 0.145 0.38 0.111 0.19 0.173 1.17 Terpenoide
32.49 Metionol N/D N/D N/D N/D N/D N/D 0.030 0.15 0.030 0.08 0.038 0.12 0.045 0.02 Alcohol
34.50 Salicilato de metilo 0.902 2.64 0.108 0.13 0.080 0.04 0.037 0.26 0.053 0.39 0.039 0.05 0.031 0.02 Ester
34.89 Sin identificar * 7.056 4.85 0.403 0.67 0.315 0.12 0.278 0.42 0.392 0.88 0.271 0.33 0.399 0.52 ND
35.34 Ac. 3-Metil pentandico N/D N/D N/D N/D N/D N/D 0.040 0.03 0.074 0.63 0.045 0.07 0.035 0.05 Acido
35.76 B-Damascenona N/D N/D N/D N/D N/D N/D 0.090 0.01 0.047 0.09 0.081 0.07 0.061 0.09 Norisoprenoidt
36.08 Acetato de Feniletilo N/D N/D 0.395 0.07 0.411 0.42 0.034 0.03 0.048 0.29 N/D N/D N/D N/D Ester
37.23 Ac. Capréico N/D N/D 0.352 0.22 0.251 0.26 0.349 0.37 0.466 1.29 0.357 0.56 0.408 0.33 Acido
37.34 p-Cimen-8-ol 0.496 0.07 N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D Terpenoide
38.24 1,2-Difenol-1,2-etanodiol ~ 0.478 0.11 N/D N/D N/D N/D 0.028 0.15 0.065 0.52 0.018 0.19 0.012 0.16 Alcohol
39.37 2-Feniletanol 0.886 0.04 8.637 7.28 15.155  19.33 0.515 3.08 1.539 4.59 1.149 7.65 0.304 2.18 Alcohol
40.81 Ac. Enantico N/D N/D N/D N/D N/D N/D 0.045 0.07 0.042 0.02 0.050 0.15 0.042 0.12 Acido
44.26 Ac. Caprilico N/D N/D 0.429 0.47 0.239 0.60 0.496 0.87 0.494 0.37 0.499 1.42 0.523 0.30 Acido
50.66 Ac. Céprico N/D N/D N/D N/D N/D N/D 0.070 0.11 0.012 0.12 0.051 0.18 0.042 0.12 Acido

Nota. RT corresponde al tiempo de retencion en minutos. Nombre es el compuesto que se determin6 por coincidencia de espectro de masas fragmentado con la
libreria NIST-MS. % de area es el promedio de tres ensayos independientes. Se us6 como base de calculo la suma del area bajo la curva de todos los compuestos
identificados para cada tratamiento, previamente depurados. % de error corresponde al error estindar en porcentaje. * Compuesto no identificado. N/D no

determinado.
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En la Tabla 6 se observa que entre los fermentados con C1 y C2 se identificaron
los mismos compuestos, es decir, que la presencia de C2 no contribuy6 con la
sintesis de moléculas adicionales como se penso6 en un principio, por otro lado, se
observa variacion en la concentracion relativa de los compuestos; en algunos
casos aumento y en otros disminuyd lo cual provocé una distincion con respecto al
fermentado que se inoculd unicamente con C1, esto se reflejo ya que D. suzukii
fue capaz de hacer esa distincion durante los bioensayos. Ademas, al no
encontrar grandes diferencias entre los volatiles que se produjeron por K.
marxianus y S. cerevisiae pero si en el bioensayo de olfatometria, podria deberse
a que D. suzukii se encuentre atraida por la especie de levadura (Scheidler et al.,
2015).

Para elucidar la participacion de los volatiles con la respuesta de D. suzukii en el
bioensayo de olfatometria de tubo en “Y” realiz6 un analisis de componentes
principales en el software STATISTICA 7.0. A fin de llevar a cabo dicho analisis se
utilizé la frecuencia con que D. suzukii eligié cada tratamiento y la abundancia
relativa correspondiente a cada molécula que se identificd en los cromatogramas.
Como se observa en la Figura 51-A, el vector que representa la respuesta de los
machos de D. suzukii, se encuentra donde se grafican la componente 2 (24.54%
de varianza explicada) y la componente 4 (4.89% de varianza explicada) el cual
tomé una disposicion espacial en las coordenadas -0.55, -0.48 respecto del origen
(0,0). Al respecto, las moléculas que se encuentran cercanas a este vector
corresponden al caprilato de isoamilo, 3-octanona y ac. caprico, marcadas en color

morado.

El PCA donde se encuentra mejor definido el vector de preferencia de las hembras
se muestra en la Figura 51-B en las coordenadas -0.40, 0.037 respecto del origen
(0,0) con la componente 3 (11.41% de varianza explicada) y componente 4 (4.89%
de varianza explicada). La correlacion se muestra con moléculas como f-
damascenona y ac. enantico, (compuestos tipicos del bouquet de vinos y

fermentados) que se marcan en morado, mientras que en verde se muestran
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algunas de las moléculas con reportes de actividad antenal (Cha et al., 2018) e.g.

metionol, acetoina, 2-feniletanol, ac. acético y etanol (Anexo 1).

A) B)

Figura 51. Analisis de componentes principales. A) mejor correlacion del vector en machos en las
componentes 2 y 4 (izquierdo), B) mejor correlacion del vector en hembras en las componentes
3 y 4 (derecho). En verde compuestos con reportes antenalmente activos, en morado moléculas
sin reportes sobre su actividad antenal y que se encuentran mejor correlacionados con los
vectores de preferencia.

A la fecha, no hay registros de ensayos de electroantenografia u olfatometria con
moléculas como -damascenona, ac. enantico, caprilato de isoamilo, 3-octanona y
ac. caprico. No obastante, este trabajo deja en evidencia su posible participacion
en la atraccion de D. suzukii sin olvidar que pertenecen a una mezcla compleja de
moléculas en las que se involucran varios factores, como la presencia o ausencia
de otras moléculas y cambios en la concentracion de tal manera que se
consideren como un conjunto de requisitos (influencia de la matriz) que debe
incluir el atrayente y no de forma individual. Como sucedi6é en el grupo de trabajo
de Abraham et al., (2015) en el que identificaron 11 compuestos antenalmente
activos para D. suzukii provenientes de un extracto de frambuesas mediante GC-
EAD, posteriormente evaluaron la respuesta por olfatometria de una preparacion
sintética con esas 11 moléculas versus el extracto natural de frambuesa y tanto
hembras como machos tuvieron una preferencia de mas del 95% por el extracto

natural de frambuesa que por el sintético.

7



VIII.

CONCLUSION

Los vinagres de zarzamora obtenidos con Kluyveromyces marxianus y la
bacteria C1, presentaron una mayor atraccion en los machos de D. suzukii en
comparacion al vinagre de manzana, mientras que la adiciéon de la bacteria C2
en ese mismo fermentado promovié una mayor atraccion para las hembras. Asi
mismo, algunas moléculas tipicas de fermentacion como el metionol, acetoina, -
damascenona y acido enantico pudieran estar implicadas en la respuesta de las
hembras, mientras que moléculas con aromas mas afrutados como el caprilato de

isoamilo y 3-octanona en la respuesta de los machos.
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IX.

PERSPECTIVAS

A partir de la informacion presentada en esta Tesis, las perspectivas de trabajos
futuros se pueden dirigir en la siguiente direccién.

La primera direccion estaria enfocada en llevar a cabo estudios de laboratorio
mediante la evaluacion individual de moléculas sintéticas como B-damascenona,
acido enantico, 3-octanona, caprilato de isoamilo en ensayos comportamentales
con D. suzukii.

Otro aspecto que seria interesante contemplar es la respuesta del diptero
mediante estudios electrofisiolégicos de caracterizacion de los fermentados
Km+C1y Km+C1+C2 mediante GC-EAD.

Tras llevar a cabo los estudios de laboratorio, la siguiente direccion estaria
enfocada en realizar estudios de trampeo en campo durante las cuatro estaciones
del ano y de esa forma determinar la eficiencia y selectividad del atrayente.
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XI.

ANEXOS

Anexo 1. Lista completa de compuestos activos antenales (EAD) en Drosophila suzukii. Encontrados en
frutas. (incluido fresa, frambuesa, cereza, arandano y moras), extractos de frutas, follaje y productos de
fermentacion (por ejemplo, vino Merlot y vinagre de arroz) en diferentes estudios. Tomado de Cloonan et al.,

(2018).

Compuesto Fuente Referencia

Acidos

Acido acético 1,2 Revadi et al. 2015, Cha et al. 2012, Mazzetto et
al. 2016

Acido hexandico 1 Revadi et al. 2015

Acido 2-Metilpropanoico 2 Mazzetto et al. 2016

Acido 2-Metilbutandico 2 Mazzetto et al. 2016

Acido 3- Metilbutandico 2 Mazzetto et al. 2016

Alcoholes

Etanol 1,2 Revadi et al. 2015, Cha et al. 2012, Mazzetto et
al. 2016

Hexanol 1,3,2 Revadi et al. 2015, Abraham et al. 2015, Cha et
al. 2012

Z-3-Hexen-1-ol 1,3,4 Revadi et al. 2015, Abraham et al. 2015, Keesey
et al. 2015

E-2-Hexenol 4 Keesey et al. 2015

1-Octanol 1 Revadi et al. 2015

1-Octen-3-ol 1,4 Revadi et al. 2015, Keesey et al. 2015

B-Feniletanol 1 Revadi et al. 2015

3-Metil-1-butanol 3 Abraham et al. 2015

2-Heptanol 3 Abraham et al. 2015

6-Metil-5-hepten-2-ol 3,4 Abraham et al. 2015, Keesey et al. 2015

E-2-nonenol 4 Keesey et al. 2015

Alcohol fenetil 4 Keesey et al. 2015

2-Nitrofenol 4 Keesey et al. 2015

Eugenol 4 Keesey et al. 2015

Metionol 2 Chaetal. 2012

2-Feniletanol 2 Chaetal. 2012

2-Propanol 2 Mazzetto et al. 2016

Aldehidos

Hexanal 3 Abraham et al. 2015

E-2-Hexenal 1,3 Revadi et al. 2015, Abraham et al. 2015

Nonanal 1 Revadi et al. 2015

Benzaldehido 2 Mazzetto et al. 2016

Cetonas

2-Heptanona 1,3 Revadi et al. 2015, Abraham et al. 2015

Acetoina 2 Chaetal. 2012

2-Propanona 2 Mazzetto et al. 2016
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Esteres

Acetato de butilo
Acetato de etilo
Acetato de hexilo
Acetato de isoamilo
Butanoato de etilo
Hexanoato de etilo
Octanoato de etilo
Hexanoato de metilo
Octanoato de metilo
Acetato de Z-3-hexenilo

Acetato de 3-metil-2-
butenilo
Butirato de etilo

Lactato de etilo
Acetato de 2-metilbutilo
3-Hidroxibutirato de etilo
Lactato de isoamilo
Sorbato de etilo
Succinato de dietilo
Butirato de metilo
Isovaleriato de metilo
Acetato de isopentilo
Aromaticos

Salicilato de metilo
Norisoprenoides
a-lonona

B-lonona
Isoprenoides
B-Ciclocitral
Monoterpenos
a-Felandreno
B-Felandreno
Limoneno

p-Cymeno

Linalool
Sesquiterpenos
E-Cariofileno

[0 [ Nt N (R (T . VN e e S e )

2 a2 PNDDNDDNDDNDDNDDNDDN

1

N

N

N

, 4

Abraham et al. 2015

Revadi et al. 2015, Cha et al. 2012
Revadi et al. 2015, Keesey et al. 2015
Revadi et al. 2015, Cha et al. 2012
Revadi et al. 2015

Revadi et al. 2015

Revadi et al. 2015

Revadi et al. 2015

Revadi et al. 2015

Revadi et al. 2015, Keesey et al. 2015
Abraham et al. 2015

Chaetal. 2012
Chaetal. 2012
Chaetal. 2012
Chaetal. 2012
Chaetal. 2012
Chaetal. 2012
Chaetal. 2012
Keesey et al. 2015
Keesey et al. 2015
Keesey et al. 2015

Revadi et al. 2015; Keesey et al. 2015

Revadi et al. 2015
Revadi et al. 2015; Keesey et al. 2015

Keesey et al. 2015

Revadi et al. 2015
Revadi et al. 2015
Revadi et al. 2015
Revadi et al. 2015
Revadi et al. 2015, Abraham et al. 2015

Revadi et al. 2015

Nota. 1, Fruta; 2, Producto de fermentacion; 3, Extracto de fruta; 4,

Cloonan et al., (2018).
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Anexo 2. Lista completa de compuestos organicos volatiles de la zarzamora. Variedad Tupy extraidos por

SPME. Tomado de Jacques et al., (2014).

Pico RT(min) % Area Nombre MW S Clase
5 1.68 3.65 Metiletilcetona 72 95 Cetona
8 2.06 3.58 Heptano 100 96 Hidrocarburo
9 2.57 0.77 Tolueno 92 94  Hidrocarburo
11 2.81 2.05 Hexanal 100 91 Aldehido
12 3.45 1.52 2-Hexenal 98 97 Aldehido
13 3.65 4.55 Heptanal 114 98 Aldehido
14 3.98 0.17 2-Heptanona 114 98 Cetona
15 413 3.24 2-Heptanol 116 98 Alcohol
17 4.56 0.17 Hexanoato de metilo 130 92 Ester
18 4.65 0.18 a-Thujene 136 91 Terpenoide
19 4.8 0.44 a-Pineno 136 97  Terpenoide
20 5.11 0.24 Canfeno 136 97  Terpenoide
21 5.19 0.23 Heptenal 112 94 Aldehido
22 5.36 0.3 Benzaldehido 106 90 Aldehido
23 5.47 0.22 1-Heptanol 116 91 Alcohol
27 5.91 1.16 B-Mirceno 136 95  Terpenoide
29 6.07 0.47 Hexanoato de etilo 144 98 Ester
30 6.16 0.22 Octanal 128 96 Aldehido
31 6.26 0.59 a-Felandreno 136 96  Terpenoide
33 6.56 0.6 Terpinoleno 136 96  Terpenoide
34 6.95 63.26 Limoneno 136 94  Terpenoide
38 7.56 0.73 a-Terpineno 136 97  Terpenoide
39 7.83 0.6 1-Octanol 130 92 Alcohol
40 7.91 0.52 Linalool oxidado 170 98  Terpenoide
42 8.32 0.96 o-Cimeno 136 91 Terpenoide
44 8.58 0.79 Linalool 154 96  Terpenoide
45 8.66 0.47 Nonanal 142 95 Aldehido
50 9.64 0.25 Trans limoneno oxidado 152 92  Terpenoide
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51
54
95
56
57
59
60
61
63
65
66
71
72
76
79
89
90

9.72
10.16
10.45
10.53
10.73
10.96
11.11
11.24

11.4
11.64
11.77
12.56
12.82
13.57
14.11
16.19

16.4

0.24
0.22
0.36
0.3
1.12
1.13
0.78
0.76
0.19
0.23
0.53
0.96
0.37
0.39
0.17
0.13
0.18

Isopinocarveol
Nonenal
Isoborneol
Benzoato de etilo
Terpinen-4-ol
p-Cimen-8-ol
a-Terpineol
Salicilato de metilo
Decanal
Verbenona
p-Mentenal
(-)-Carvona
Geraniol
Vitispirano
Teaspirano
a-Copaeno

Damascenona

152
140
154
150
154
150
154
152
156
150
152
150
154
192
194
204
190

93
92
90
94
91
93
95
96
95
92
95
95
95
95
92
93
92

Terpenoide
Aldehido
Terpenoide
Ester
Terpenoide
Terpenoide
Terpenoide
Ester
Aldehido
Cetona
Aldehido
Terpenoide
Terpenoide
Terpenoide
Terpenoide
Terpenoide

Cetona

Nota. MW = Masa molecular; S = Similitud con el espectro de masas; % Area = porcentaje de area relativo al

area total de los picos . Tomado de Jacques et al., (2014).
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