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RESUMEN

La mosca de las alas manchadas, Drosophila suzukii Matsumura (Diptera:
Drosophilidae) es originaria del continente asiatico. En México, este insecto se reportd
por primera vez en noviembre de 2011 en Los Reyes, Michoacan, en una de las
principales zonas productoras de zarzamora (Rubus sp.). En este estudio se determind
el ciclo de vida y varios parametros de vida de este insecto, bajo condiciones de
laboratorio. Los estados de huevo, larva (tres instares), pupa y adulto tuvieron una
duracion de 0.97 £ 0.0, 4.8 £ 0.01, 4.4 + 0.02 y 33.77 + 0.44 dias, respectivamente. Los
instares larvales se determinaron a través de la medicién del arco del gancho
mandibular y se separaron con el método de analisis discriminatorio. El promedio de la
proporcién de crecimiento de D. suzukii fue de 1.77. Este valor no es consistente con la
constante de crecimiento de la regla de Dyar, la cual establece que, después de cada
muda, el crecimiento larval incrementa geométricamente con un promedio constante
para cada especie de aproximadamente 1.40. La proporcion de sexos fue de
55.52:44.47% (hembras: machos). La descendencia de pupas fue de 186 + 2.00 por
hembra de D. suzukii, mientras que la fertilidad fue de 96.25%. En la segunda parte de
este estudio se colocaron en campo trampas con pupas (< 24 h de edad) centinelas de
D. suzukii en tres diferentes sitios (Caracha, Zirimicuaro y Patudn municipio de
Ziracuaretiro) con el fin de obtener parasitoides asociados con esta etapa de vida. Solo
se obtuvo al ectoparasitoide solitario Pachycrepoideus vindemmiae Rondani
(Hymenoptera: Pteromalidae) en el sitio Caracha. Se registrd 7, 25 y 23% de
parasitismo en las fechas de colecta del 27 de mayo, 3 y 10 de junio de 2014,
respectivamente. Ademas, estos parasitoides se recuperaron de las pupas que se
colocaron en los vasos de plastico que contenian los frutos de zarzamora. Los
resultados obtenidos en este trabajo son importantes porque permiten realizar nuevas
investigaciones para el desarrollo de mejores programas de monitoreo y manejo de D.
suzukii.

Palabras clave: Drosophila suzukii, zarzamora, ciclo de vida, arco del gancho

mandibular, parasitoides



ABSTRACT

The Spotted Wing Drosophila, Drosophila suzukii Matsumura (Diptera: Drosophilidae) is
native to Asia. In Mexico, this insect was first reported in November of 2011 in Los
Reyes, Michoacan, one of the main producing areas of blackberry (Rubus sp.). In this
study the life cycle and various parameters of life of this insect under laboratory
conditions were determined. The states of egg, larva (three instars), pupa and adult
lasted 0.97 £ 0.0, 4.8 £ 0.01, 4.4 + 0.02 and 33.77 £ 0.44 days, respectively. The larval
instars were determined by measuring the jaw hook arch and separated with the
method of discriminant analysis. The average growth rate of D. suzukii was 1.77. This
value is consistent with the constant growth of Dyar's rule, which states that after each
molting, the larval growth increases geometrically with a constant average for each
species of approximately 1.40. The sex ratio was 55.52: 44.47% (female: male). The
offspring of pupae was 186 = 2.00 for each D. suzukii female whereas the fertility was
96.25%. In the second part of this study centinel traps containing pupae were placed in
field (< 24 h old) at three different sites (Caracha, Zirimicuaro and Patuan Ziracuaretiro
municipality) in order to obtain parasitoids associated with this stage of life. From this
centinel traps, solitaire ectoparasitoid Pachycrepoideus vindemmiae Rondani
(Hymenoptera: Pteromalidae) was obtained in the Caracha site. Seven, 25 and 23% of
parasitism was recorded in the collection dates from 27 May 3 and June 10, 2014,
respectively. In addition, these parasitoids were recovered from the pupae wich were
placed in plastic cups containing blackberry fruits infested with D. suzukii pupae. The
results obtained in this study are relevant because will be the basis for further research

to develop better monitoring and management programs of D. suzukii.



1. INTRODUCCION

El género Drosophila Fallén (Diptera: Drosophilidae) comprende aproximadamente
1500 especies, todas asociadas a frutos maduros o a restos vegetales en
descomposicion (Cuch et al.,, 2013). La mosca del vinagre de las alas manchadas,
Drosophila suzukii Matsumura es originaria de Asia, se describié en Japén y es una de
las pocas especies capaz de alimentarse y ovipositar en frutos maduros que se
encuentran adheridos a la planta (Rufus et al., 2010).

Los frutos que ataca D. suzukii son de importancia economica mundial y
nacional, entre los que se incluyen principalmente a Prunus avium L. (Cereza), Rubus
idaeus Fock (Frambuesa), Rubus spp. L. (Zarzamora), Vaccinium corymbosum L.
(Arandano) y Fragaria x ananassa Duch (Fresa) (Sarto y Sorribas, 2011). Las larvas se
alimentan de la pulpa de la fruta y provocan el hundimiento de las paredes de la misma
justo por encima del lugar donde se estan alimentando, favoreciendo las infecciones
secundarias por hongos o bacterias, lo cual es un ambiente propicio para el ataque de
otras especies de Drosophila (Cuch et al., 2013).

Drosophila suzukii se ha convertido en una seria amenaza para los cultivos de
frutas a nivel mundial, ya que se han reportado pérdidas entre 26 a 100% en
plantaciones de cereza (Sasaki y Sato, 1995). En Estados Unidos de América hay
registros de 80% de dafios en cerezas, 40% en ardndano y 70% en otras especies de
moras (Bolda et al., 2010). En México, la Direccibn General de Sanidad Vegetal
notificd, por primera vez en el mes de noviembre de 2011, la deteccion de D. suzukii en
el municipio de Los Reyes en el estado de Michoacan (SAGARPA, 2011). Su rapida
dispersion y biologia, permiten prever que esta especie puede representar a corto plazo
una importante amenaza fitosanitaria en México, ya que los cultivos susceptibles a ser
atacados por esta plaga son de alta rentabilidad; tales como, cerezo, fresa, zarzamora,
ardndano, frambuesa, Vitis vinifera L. (Vid), Prunus persica L (Durazno), Malus
domestica Borkh (Manzano), Prunus domestica L (Ciruelo), Solanum lycopersicum L.
(Tomate) y Pyrus pyrifolia Burm (Peral) (SENASICA -DGSV, 2012).

En el afio 2012, en México se estimd una produccion total del cultivo de
zarzamora de 139,803.09 ton, de las cuales Michoacan aporté 134,708.16 ton, lo que

representa mas del 96 % de la produccién del total nacional; donde el municipio de Los


http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Drosophila
http://es.wikipedia.org/wiki/Moritz_Balthasar_Borkhausen

Reyes aporté 61,920.00 ton equivalente al 46 % de la produccion de zarzamora,
seguido por Periban con una produccién de 26,000.00 ton (SIAP-SAGARPA, 2012).

Por lo anterior, es necesario realizar los estudios basicos sobre los parametros
biologicos, asi como la identificacion de los enemigos naturales de D. suzukii. En
México no existen trabajos relacionados con estos aspectos debido al poco tiempo de

establecimiento de la plaga.

2. ANTECEDENTES

2.1. Drosophila suzukii
2.1.1. Distribucion mundial
La mosca de las alas manchadas, D. suzukii, es una especie originaria de Asia y fue
observada por primera vez en Honshu, Japon, en 1916 (Kanzawa, 1939).
Posteriormente, este insecto se registré en al menos ocho paises tanto en Asia como
en Europa; en América se tienen reportes de su presencia en al menos cuatro paises,

entre ellos México (Cuadro 1).



Cuadro 1. Distribucion mundial de la mosca de las alas manchadas, D. suzukii, y sus hospedantes.

CONTINENTE PAIS (ANO DE DETECCION) HOSPEDANTES AUTOR

Asia Japén (1916) Cereza, vid, manzano, durazno, ciruela. Kanzawa (1939)
China (1937) Cereza, melocotones, ciruela, vid. Sarto y Sorribas (2011)
India (1965) Sarto y Sorribas (2011)
Corea del sur (1968) Escudero et al. ( 2012)
Corea del norte (1995) Cereza, melocotones, ciruela, vid. Vian (2011)
Taiwén (1977) Vian (2011)
Tailandia (1976)
Pakistan(2005) Vian (2011)

Europa Espafia (2008) Cereza, frambuesa, arandano Hauser (2011)
Francia (2009) Cereza, melocotones, albaricoques, fresa. Hauser (2011)
Italia (2009) Grassi et al. (2009)
Eslovenia (2010) Frambuesa, zarzamora. Sarto y Sorribas (2011)
Austria (2011) Escudero et al. ( 2012)
Suiza (2011) Escudero et al. ( 2012)
Croacia (2011) Escudero et al. ( 2012)
Bélgica (2012) Cini et al. (2012)

América Ecuador (2005) Hauser (2011)

Estados unidos (2008)
Canada (2009)

México (2011)

Zarzamora, frambuesa, fresa, arandano.
Frambuesa, cereza, fresa.

*Zarzamora, frambuesa, fresa, arandano,

cereza, vid, manzana, durazno, ciruela, nispero,

nectarina.

Calabria et al. (2010)
Hauser (2011)

SAGARPA (2011)

* SAGARPA (2011) reporta a estos frutos como hospedantes de D. suzukii. Sin embargo, con excepcidn de zarzamora, en México (datos del
presenta trabajo) no se ha encontrado en otros frutos.



2.1.2. Distribucion en México

En noviembre de 2011, D. suzukii se detectd por primera vez en muestras (sin
especificar) procedentes de los municipios de Los Reyes, Michoacan, y
Cuauhtémoc, Colima (SAGARPA, 2011). Posteriormente, en diciembre de ese
mismo afio se confirmd su presencia en el municipio de Zapotiltic, Jalisco. Para el
afio 2012, se sumaron nuevas detecciones en esta entidad en los municipios de
Zapotlan El Grande, Sayula, Amacueca, Gémez Farias, Jocotepec y Tuxpan. En el
mismo afio, se confirmé la presencia de esta plaga en los municipios de Tijuana y
Ensenada, Baja California, asi como Ziracuaretiro, Michoacan (DGSV, 2012).
Cabe sefalar que las detecciones de D. suzukii en el territorio nacional se han
realizado en trampas establecidas en diversos cultivos (SENASICA — DGSV,
2012).

En el mes de agosto de 2012, se detectaron ejemplares sospechosos de la
plaga en los municipios de Jesus Maria, El Llano, Asientos y Tepezala, en el
estado de Aguascalientes, y Jerécuaro, Silao, Irapuato y Abasolo, Guanajuato. En
septiembre del mismo afo, se detectaron ejemplares de D. suzukii en Amanalco,
Coatepec de Harinas, El Oro, Ixtapan de la Sal, Valle de Bravo, Villa de Allende,
Temascaltepec, Valle de Bravo y Donato Guerra en el Estado de México (DGSV —
CNRF, 2012).

Para el 2014 se detect6 la presencia de D. suzukii en los municipios de
Ixtthn, Uruapan, Taretan, Tocumbo, Periban, Chavinda, Jacona, Zamora,

Pajacuaran en Michoacéan y San Juan del Rio, Querétaro (SCOPE, 2015).

2.1.3. Plantas hospedantes

Los frutos hospedantes de D. suzukii que se consideran como primarios son los de
epicarpio y pulpa suave, entre los cuales se encuentran P. avium (Cereza), R.
armeniacus (Frambuesa), Rubus sp. (Zarzamora), V. corymbosum (Arandano) y F.
ananassa (Fresa) (DGSV — CNRF, 2012). Otros cultivos afectados son V. vinifera
(Vid), P. domestica (Ciruelo), P. persica (Durazno), P. pyrifolia (Peral), M.
domestica (Manzano), Ficus carica L. (Higo), Prunus persicae (Nectarina L),

Diospyros kaki Thunb (Persimonio), Eriobotrya japonica Thunb (Nispero),



Sambucus spp. L. (Sauco), Phytolacca americana L. (Hierba carmin) vy
Symphoricarpus spp. Dill (Bolitas de nieve) (SENASICA — DGSV, 2012).

En Meéxico, los cultivos hospedantes de D. suzukii se encuentran
distribuidos practicamente en todos los estados de la Republica; entre los que
destacan, por su mayor densidad, Baja California, Sonora, Zacatecas y Michoacan
(SIAP, 2012).

2.1.4. Descripcion morfologica

Los huevos de D. suzukii son de forma ovalada y miden 0.6 mm, recién
ovipositados son hialinos, con dos filamentos blancos que corresponden a sus
tubos respiratorios. Estos filamentos alcanzan a medir de 0.18 a 0.6 mm de

longitud los cuales sobresalen de los frutos (Valle et al., 2011).

Las larvas son apodas, tipicas de dipteros, son de color blanco alcanzan los
3.5 mm de longitud, el primer instar larval mide aproximadamente 0.07 mm de
longitud y el tercero, que es el ultimo, mide 6 mm (Shearer et al., 2011; Valle et al.,
2011). Las pupas son de forma cilindrica, de color café-rojizo y miden de 2 a 3 mm
de longitud, presentan dos pequefias proyecciones en la parte anterior de las
mismas que corresponden a los espiraculos (Shearer et al., 2011).

Los adultos miden aproximadamente de 2 a 3 mm de longitud; la hembra
es mas grande que el macho. Tienen ojos de color rojo, el color de su cuerpo es
amarillo marrén, presenta bandas oscuras en el abdomen. Los machos tienen una
pequefia mancha oscura en cada una de las alas, localizada entre la primera vena
longitudinal y muy cerca de la segunda vena alar sin llegar a tocarla, mientras que
las hembras carecen de esta mancha, los machos presentan ademas, en los
tarsos anteriores de cada pata dos o0 mas peines sexuales con setas que se

encuentran paralelas a lo largo de la pata (Hauser, 2011).

La identificacion de las hembras no es tan evidente, disponen de un
ovipositor alargado tipo sierra con dientes continuos altamente melanizados y
esclerotizados que les permite hacer las incisiones en los frutos para colocar sus
huevos (Hauser, 2011).



2.1.5. Aspectos biologicos

El nUmero de generaciones anuales de D. suzukii es variable dependiendo de las
condiciones ambientales de la zona geografica donde se desarrolla. En
condiciones Optimas de 20 °C a 25 °C pueden tener alrededor de siete y 15
generaciones durante un afo (Escudero et al., 2012). Los adultos son
sexualmente maduros de uno a dos dias después de su emergencia, pueden vivir
entre 21 y 66 dias, cada hembra puede depositar entre uno y tres huevos por
fruto, de 30 a 100 huevos por dia y tiene una fecundidad promedio de 384 huevos
durante toda su vida (Sarto y Sorribas, 2011). En ocasiones se han llegado a
contabilizar hasta 65 adultos que emergen de una sola fruta. La actividad de los
adultos se ve favorecida por temperaturas cercanas a los 18 °C y disminuye cerca
de los 36 °C (SAGARPA — CESVA, 2012).

Los huevos eclosionan de 12 a 72 h después de haber sido depositados en
el interior de la fruta y las larvas se desarrollan dentro del fruto en un periodo de
entre tres a 13 dias. El desarrollo del estado de pupa normalmente se realiza
dentro de la fruta y menos frecuente fuera de ésta con una duracion de tres a 15
dias (Cini et al., 2012). Bajo condiciones de 20 °C a 25 °C, el ciclo de vida puede
ser tan sélo de 8 dias desde huevo hasta la emergencia del adulto (Cini et al.,
2012).

2.1.6. Dafios e importancia econémica

El dafio causado por D. suzukii inicia cuando la hembra adulta realiza la
oviposicion, esto debido a la penetracién del ovipositor aserrado en el epicarpio y
exocarpio en los frutos; sin embargo, no se logra apreciar. Los principales dafios
son provocados cuando las larvas emergen del huevo y comienzan a alimentarse
de la pulpa del fruto; posteriormente, los frutos presentan zonas suaves Yy
hundidas de color café, provocando que finalmente terminen por colapsarse
(Rufus et al., 2010). Las areas afectadas de los frutos por este insecto son muy
susceptibles y dan la oportunidad a que otras plagas y agentes patdbgenos como
hongos y bacterias provoquen infecciones, afectando asi su calidad y

comercializacion.



A nivel mundial, se han reportado pérdidas entre 40 a 100% en
plantaciones de cerezas, ardndano y de otras especies de moras (DGSV — CNRF,
2012). En el afio 2011, los dafios registrados en la region de Catalufia, Espafia,
fueron especialmente importantes en plantaciones de cerezas en las comarcas del
Bajo Llobregat, Alto y Bajo Ampurdan, en fresas en el Maresme, y en cultivos

organicos de cerezas se reportaron dafios del 100% (Escudero et al., 2012).

2.1.7. Asociacion de enemigos naturales

Los depredadores y parasitoides pueden ser empleados en el control integral de
D. suzukii; sin embargo, es necesario que la plaga se establezca para que sus
enemigos naturales se adapten a la nueva fuente de alimento (Sarto y Sorribas,
2011).

Las avispas de las familias Braconidae y Cynipidae se consideran como los
principales parasitoides que atacan a diversas especies del género Drosophila y
que tienen un potencial como agentes de control bioldgico contra D. suzukii
(DGSV — CNRF, 2012). En Europa, en una parcela de cultivo organico de cerezos
situada en la region de Catalufia, Espafia, se reportaron a las especies
Pachycrepoideus vindemmiae Rondani (Hymenoptera: Pteromalidae) y Leptopilina
boulardi Barbotin, Carton y Kelner - Pillault (Hymenoptera: Figitidae) como
probables parasitoides de D. suzukii (Cuch et al., 2013).

En condiciones de laboratorio, Charbet et al. (2013) reportaron entre 69 a
85% de parasitismo de Trichopria drosophilae Pekins (Hymenoptera: Diapriidae)
sobre pupas de D. suzukii. Esta especie tiene distribucién en Europa y Norte
América (Cini et al., 2012).

En Japdn se observé a Ganaspis spp., parasitando larvas de D. suzukii en
frutos de cerezos (Kasuya et al.,, 2013). En Francia se realizaron estudios de
parasitismo con Asobara japonica Belokobylskij (Hymenoptera: Braconidae) y
Leptopilina heterotoma Thomson (Hymenoptera: Figitidae), ambos parasitoides de

larvas de esta plaga (Poyet et al., 2013).



Por su parte, Arno et al. (2012) registraron en un area de produccion de
fresa, al noreste de Espafa, cuatro especies de depredadores que pueden ser
potenciales para el control biolégico de D. suzukii: Orius laevigatus Fieber,
Cardiastethus nazarenus Reuter, Cardiastethus fasciventris Garbiglietti
(Hemiptera: Anthocoridae) y Dicyphus tamaninii Wagner (Heteroptera: Miridae). En
condiciones de laboratorio se observaron individuos de O. laevigatus depredando
huevos de D. suzukii en frutos de arandano (Gabarra et al., 2012). Otro
depredador estudiado en Europa para evaluar su eficacia en el control biolégico de
D. suzukii es Anthocoris nemoralis Fabricius (Hemiptera: Anthocoridae), el cual se
alimenta de adultos machos de D. suzukii (Cuthbertson et al., 2014).

Estudios preliminares en laboratorio reportan a la chinche Orius insidiosus
Say (Hemiptera: Anthocoridae) alimentandose de larvas de D. suzukii en América
del Norte (Walsh et al.,, 2011). Sin embargo, es necesario realizar mas

investigacion para conocer sobre su uso y aplicacion en el control de esta plaga.

La utilizacién de hongos entomopatdgenos es otra alternativa para el control
de este insecto, Naranjo et al. (2014) realizaron evaluaciones de susceptibilidad
de adultos de D. suzukii en condiciones de laboratorio, con las cepas Pf21, Pf17,
Pf15 Isaria fumosorosea y la cepa Ma59 del hongo Metarhizum anisopliae.
Causando |I. fumosorosea mortalidad desde un 57% hasta 85% por micosis, a
diferencia de Ma59 de M. anisopliae que causo un 12% de mortalidad.

2.1.8. Métodos de control de la plaga

Con base a datos de efectividad obtenidos de estudios realizados en Estados
Unidos de América para el control quimico de D. suzukii, se han seleccionado
diferentes productos quimicos que pueden ser utilizados en programas de
aplicacién para el manejo y control de la plaga, los cuales incluyen fenpropatrina,
spinetoram, malation, zeta-cipermetrina, spinosad y lambda-cialotriana, entre otros
(Cini et al., 2012). Aungue el insecticida zeta-cipermetrina esta autorizado para su
uso en Meéxico, no puede utilizarse en cultivos hospedantes de D. suzukii
(COFEPRIS, 2009). Debido a lo anterior, para reducir la reproduccion y

sobrevivencia de la mosca de las alas manchadas se realizan varias acciones



culturales entre las que destaca la recoleccion inmediata y destruccion de la fruta
remanente, la destruccion de los subproductos del proceso industrial realizado en

el mismo huerto y las podas de saneamiento (Escudero et al., 2012).

3. JUSTIFICACION

A medida que aumenta la superficie de los cultivos agricolas también aumentan
los problemas fitosanitarios, provocando pérdidas en su rendimiento. Michoacan
es uno de los principales estados productores y exportadores de frutillas, entre las
que destaca la zarzamora. Estos cultivos se ven afectados frecuentemente por
problemas sanitarios; entre ellos plagas y enfermedades. En los ultimos tres afios
se detectd la presencia de la mosca de las alas manchadas, D. suzukii, una nueva
plaga en los cultivos de frutillas. Debido al poco tiempo de establecimiento de esta
plaga en México, su nivel de dafio ha sido variable y las medidas de control se
basan principalmente en labores culturales. Sin embargo, D. suzukii ha
ocasionado severos dafos en los lugares en donde se ha establecido y de no
contar con un plan estratégico de control podria afectar severamente las zonas
productoras de frutillas a nivel nacional. Por ello, se requieren estudios sobre la
biologia, parametros biologicos e identificacion de parasitoides asociados a D.
suzukii con el fin de establecer un programa de manejo mas eficiente de esta

especie.



4. HIPOTESIS

H1. En condiciones de laboratorio, los parametros reproductivos de D. suzukii

dependen del espacio donde se desarrolla este insecto.

H2. En condiciones de campo, las pupas de D. suzukii son atacadas por diversas

especies de parasitoides.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General
Determinar los pardmetros biologicos de la mosca de las alas manchadas, D.

suzukii, asi como identificar a sus parasitoides.

5.2. Objetivos Particulares

e Determinar el ciclo de vida y diversos parametros de vida (fecundidad,
fertilidad y proporcion de sexos) de D. suzukii bajo condiciones de laboratorio.

e Identificar a los parasitoides asociados a pupas de D. suzukii, en tres sitios del

estado de Michoacan.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Colecta de D. suzukii
Durante el periodo del 20 de agosto al 31 de septiembre de 2013 se recolectaron
frutos maduros de zarzamora (Rubus sp.) variedad Tupy en diferentes sitios del
estado de Michoacan: Zirimicuaro (19° 22' 30" de latitud norte y 101° 57' 06" de
longitud oeste y una altura de 1244 msnm), municipio de Ziracuaretiro; Sorucio el
Bajo (19° 12' 15" de latitud norte y 101° 27' 10" de longitud oeste y una altura de
1357 msnm), Sorucio el Alto (19° 12' 33" de latitud norte y 101° 26' 57" de longitud
oeste y una altura de 1410 msnm), Chupio (19° 11' 20" de latitud norte y 101° 26'
50" de longitud oeste y una altura de 1235 msnm), municipio de Tacambaro, y
Rancho El Guayabo (19° 34' 33" de latitud norte y 102° 27' 43" de longitud oeste y
una altura de 1345 msnm), municipio de Los Reyes. En cada sitio, se realizaron
recorridos entre los surcos del cultivo para recolectar frutos maduros.
Posteriormente, los frutos se acondicionaron en cajas de plastico ventiladas (25 x
16 x 4 cm) y se transportaron al Laboratorio de Entomologia del Centro Regional
Universitario Centro Occidente (CRUCO) de la Universidad Autonoma Chapingo
en Morelia, Michoacan, México. En el laboratorio, los frutos se sumergieron
individualmente en alcohol al 70% durante 1 minuto para eliminar, de la superficie
del fruto, huevos de otras especies de insectos, en caso de estar presentes. Los
frutos de zarzamora se colocaron en recipientes de plastico (28 x 18 x 8 cm)
cubiertos con tela de organza y se observaron cada 24 horas hasta la emergencia

de los adultos de D. suzukii.

6.2. Cria de D. suzukii
De los frutos recolectados se obtuvieron adultos de diferentes especies del
género Drosophila. Los adultos de D. suzukii se separaron con los caracteres
diagnoésticos que se mencionan en la clave de Vlach (2010), misma que se ilustra
en la Figura 1. Los adultos emergidos se consideraron como la generacion cero
(Fo) y se colocaron en frascos de vidrio transparente de 175 mL de capacidad que
contenian 70 mL de dieta artificial desarrollada para la cria de la mosca del
vinagre, Drosophila melanogaster Meigen (Cuadro 2) (Guerrero, 2011). Estos
frascos se cubrieron con algoddén envuelto con gasa (Quirmex ®) para favorecer la
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ventilacion y evitar el escape de los insectos. Para facilitar la manipulacion de los
adultos, los frascos de vidrio se colocaron dentro de una jaula de madera (50 x 50
x 80 cm) cubierta con tela de organza. La cria de D. suzukii se inicio el 01 de

octubre de 2013 en el laboratorio de entomologia del CRUCO.

Figura 1. Adultos de D. suzukii; a) hembra: flecha indica ovipositor aserrado con dientes
continuos y esclerosados; b) macho: flecha indica mancha oscura en el area costal y
subapical de las alas.

Cuadro 2. Ingredientes de la dieta artificial para la cria de Drosophila melanogaster.

Ingredientes Cantidad para 800 mL
Agua 700 mL

Agar-Agar 7.50r

Azlcar 35gr

Harina de maiz 52.5¢gr

Levadura 33gr

Nipagin simple 1gr

La descendencia de la generacion 2 (F2) se trasladaron al Laboratorio de

Entomologia Agricola (LEA) del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y
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Forestales (IIAF) de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
(UMSNH), Tarimbaro, Michoacan, donde se realizaron los experimentos bajo
condiciones ambientales de laboratorio de ~25 °C, 56% de humedad relativa (HR)

y un fotoperiodo de 12:12 h (Luz: Oscuridad).

6.3. Ciclo de vida de D. suzukii
El desarrollo de D. suzukii en laboratorio se determiné investigando la duracién (en
dias) de los diferentes estados de vida (huevo, larva, pupa y adulto). Los huevos
con los que se inici6 este estudio se obtuvieron de 360 adultos (aproximadamente
1:1; hembra: macho) distribuidos en seis jaulas (10 x 10 x 10 cm) construidas a
base de un soporte de alambre galvanizado (calibre 14) y cubiertas con tela de
organza (852 orificios por cm?). En el interior de cada jaula se coloc6 una caja petri
de 10 cm de diametro con dieta artificial y posteriormente se introdujeron 30
parejas (< 48 h de edad) de la F2 durante 1 hora para su oviposicion. La dieta
artificial se mezclé con un colorante artificial Deiman® (Deiman S. A de C. V., San
Antonio, Azcapotzalco, Distrito Federal, México) de color rojo para distinguir los
huevos hialinos de D. suzukii . Previas pruebascorroboraron que este colorante no
tuvo ningun efecto sobre la eclosién de los huevos y en el desarrollo larval de D.

suzukii.

Se seleccion6 al azar una cohorte de 500 huevos (< 1 h de edad) de la Fs,
mismos que se individualizaron en cajas para cultivo de tejidos de 24 celdas que
contenian dieta artificial. Ocho horas después, cada celda se examiné a intervalos
de una hora para determinar la emergencia de las larvas. Los periodos de
duracion de los estados de larva y pupa se determinaron hasta el momento de la
formacion de la pupa y emergencia de los adultos, respectivamente, a través de
observaciones cada 24 h. Durante el estado de larva, cada 12 h se colectaron 40
larvas, mismas que se conservaron en alcohol al 70% para determinar el nimero
de instares larvales y la proporcion de crecimiento, como se describe mas abajo.

Después de la emergencia de los adultos, se determind la proporcion de

sexos. Para determinar la longevidad de los adultosse coloc6 un macho y una
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hembra en un frasco de vidrio transparente (10 mL de capacidad) con 5 mL de
dieta artificial como sustrato de oviposicion y alimentacion y se observaron cada
24 horas hasta su muerte. Se realizaron 40 repeticiones. Las imagenes de los
diferentes estados de vida se obtuvieron con un fotomicroscopio Carl Zeiss Il
Tesovar, equipado con una camara PAXcam 3 y se editaron con el programa
GIMP 2.8.4.

6.4. Instares larvales y proporcion de crecimiento larval
El esqueleto céfalo-faringeo es una estructura interna quitinizada que corresponde
al aparato bucal de las larvas de los Diptera superiores (Florez y Wolff, 2009). Por
lo tanto, esta estructura puede ser una herramienta util para la identificacion de los
instares larvales en individuos de este orden de insectos. El numero de instares
larvales y proporcion de crecimiento de D. suzukii se determinaron a través de la
medicion de la longitud del arco del gancho mandibular del esqueleto céfalo-
faringeo (Figura 2) de los individuos colectados cada 12 h durante el desarrollo

larval.

a 100 um #

Figura 2. Esqueleto céfalo-faringeo de larvas de D. suzukii; a) indica medicién de la longitud del arco
del gancho mandibular.

14



Para extraer el esqueleto céfalo-faringeo, las larvas colectadas se
maceraron con una solucion de hidréxido de potasio (KOH) al 10% a 120 °C
durante 40 minutos. Para facilitar y acelerar el proceso de maceracion, se
realizaron pequefas incisiones en el extremo anterior del abdomen de las larvas.
Posteriormente, las larvas se lavaron con agua destilada y los esqueletos céfalo-
faringeos se separaron, del resto del cuerpo, con ayuda de unas pinzas finas y un
pincel de cerdas finas, bajo un microscopio estereoscopico. Las estructuras se
sumergieron en alcoholes graduales desde 70 al 100% durante 20 minutos y el
exceso de alcohol se elimind con xilol. Una vez limpios, los esqueletos céfalo-
faringeos se montaron, con la superficie lateral del gancho del arco mandibular a
ser medido perpendicular al campo ocular de un microscopio, en portaobjetos de
vidrio con balsamo de Canada. Las imagenes de los ganchos mandibulares se
obtuvieron con un fotomicroscopio y se analizaron con el programa UTHSCSA
version 3.0 (Wilcox et al., 2002). Se midieron 289 estructuras. Los valores de las

mediciones se registraron en micrometros (um).

La regla de Dyar establece que, después de la esclerotizacion, el tamafio
de la cdpsula cefalica en larvas del orden Lepidoptera se mantiene mas o menos
constante durante el mismo instar larval con una progresion regular geométrica de
una muda a la siguiente (Dyar y Rhinebeck, 1890). La regla de Dyar ha sido usada
también para estimar el crecimiento progresivo de larvas del orden coledptera. En
este estudio, por primera ocasion se plantea utilizar la regla de Dyar para conocer
si el crecimiento del esqueleto cefalo-faringeo de las larvas de D. suzukii se ajusta
a dicha regla. Una vez que se determiné el nimero de instares larvales, y con el
fin de conocer si el crecimiento de las larvas de D. suzukii procede de acuerdo con
esta regla, la proporcién de crecimiento para cada instar larval se calculé como el
cociente entre las dimensiones de los ganchos mandibulares en dos instares

larvales consecutivos.

15



6.5. Supervivencia por estado
La supervivencia de D. suzukii se determiné a partir de la cohorte de 500 huevos
mencionado anteriormente. El nimero de individuos vivos al inicio de cada estado
de desarrollo se registr6 mediante observaciones directas al microscopio
estereoscopico. Con los datos de sobrevivencia se elabord una tabla de vida de
acuerdo a los pardmetros reproductivos descritos en el Cuadro 3 (Carey 1982,
1993; Birch 1948).

Cuadro 3. Parametros reproductivos utilizados para la elaboracion de la tabla de vida de D.
suzukii.

Parametros Definicion Formula de célculo

X Edad especifica X

Ix Proporcién de individuos vivos a la edad x. Ix= nx/N

Px Probabilidad de sobrevivir al siguiente Px = Ix1/ Ix
intervalo de edad.

Ox Probabilidad de morir al siguiente intervalo de Ox=1-px
edad.

dx Numero de individuos que muere en el dx = Ix - Ix+1

intervalo de edad, tomando como base el
numero total o inicial de individuos.

Lx NUmero de individuos vivos en promedio L= (Ix+lx+1)/2
durante el intervalo de edad x a x+1.

Tx Numero de individuos que viven mas de cierta Tx=Tx1- Lxa
edad

ex Expectativa o esperanza de vida a la edad x ex= Tx/lx

La supervivencia se estimé con base al registro del numero de individuos
muertos por dia. Sin embargo, para fines comparativos entre el nUmero de moscas
vivas y su reproduccién, la construccion de la tabla de supervivencia se realizo
considerando como edad especifica para el adulto un periodo de siete dias, de
acuerdo a lo reportado por Emiljanowicz et al. (2014), quienes determinaron la
supervivencia de D. suzukii con base a periodos de 10 dias. Este periodo de
tiempo se eligid con base en estudios previos en los cuales se observé que la
mortalidad de los adultos de D. suzukii incrementd cuando los individuos se

manipularon diariamente.
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6.6. Mortalidad por estado de desarrollo
La tabla de mortalidad se construy6 para cada estado de desarrollo utilizando los
datos de mortalidad originados durante la construccion de las tablas de
supervivencia. Para ello, se registr6 el numero de individuos muertos en cada
estado de desarrollo y se estimaron los diferentes parametros que describen la

mortalidad de acuerdo a Varley et al. (1973) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Parametros para la elaboracién de tabla de mortalidad por estado de desarrollo de D.

suzukii.
Parametros Definicion
Mortalidad Porcentaje de mortalidad que sucede en cada instar de
desarrollo como una proporcién del numero de individuos
aparente

vivos al inicio del mismo instar.

Porcentaje de mortalidad que sucede en un instar de
Mortalidad real desarrollo con proporcién al numero de vivos al inicio de la
generacion.

Mortalidad Porcentaje de la mortalidad que no ocurre cuando el factor
indispensable causante es removido

Razén mortalidad- Es el aumento que hubiera ocurrido en una poblacion si el
supervivencia factor de mortalidad no hubiera existido.

Es la diferencia entre los logaritmos de dos densidades

Valor-K . .
poblacionales consecutivas.

6.7. Fecundidad aparente
La fecundidad aparente de D. suzukii se determindé en dos ambientes diferentes
definidos por el volumen y area de los frascos de vidrio transparente utilizados
como medio de confinamiento: 1) frasco de 10 mL de capacidad (1.8 cm de
didmetro x 5.3 cm de altura, con un area de 35.06 cm?) y 2) frasco de 175 mL de
capacidad (3.4 cm de didmetro x 10.6 cm de altura, con un area de 131.38 cm?).
En los frascos de 10 y 175 mL se colocaron 5 y 70 mL de dieta artificial,
respectivamente, junto con una hembra y un macho (< 24 h de edad) de la
generacion F3. Posteriormente, estos frascos se cubrieron con algodon envuelto
en gasa Quirmex® para favorecer la ventilacion y evitar el escape de los insectos.
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Para facilitar la manipulacion de los adultos, los frascos de vidrio se colocaron
dentro de una jaula de madera (50 x 50 x 80 cm) cubierta con tela de organza. Los
adultos de D. suzukii se transfirieron a nuevos frascos con dieta cada siete dias
hasta su muerte. La fecundidad aparente se determin6 con el nUmero acumulado
de pupas formadas por hembra durante periodos de siete dias hasta su muerte.
Se realizaron 20 repeticiones por cada medio de confinamiento ensayado (frascos
de 10 y 175 mL de capacidad). Los datos de fecundidad aparente se organizaron
en una tabla de vida, misma que se elaboré de acuerdo a los pardmetros descritos
en el Cuadro 5 (Carey 1982, 1993; Birch 1948).

Cuadro 5. Pardmetros reproductivos utilizados para la elaboracién de la tabla de vida de D.

suzukii, ajustado al nUmero de pupas producidas por cada hembra.

Parametros Definicion Formula
X Edad especifica. X
Ix Proporcién de individuos vivos a la edad x. Ix = Nx/No
Mx Numero de pupas producidas por hembra Total de pupas por
por edad. iembra durante toda su
vida
My Pupas hembra por madre por edad. mx= (No. de pupas)
(proporcion sexual)
Ixmix Total de hijas/madres/x. (No. de hijas)

(proporcion de madres
vivas en la edad x)

6.8. ParAmetros demograficos
Los parametros demogréaficos descritos por las tasas de supervivencia y
fecundidad se organizaron en una tabla de reproduccion (fecundidad) y con base
en ellos se estimaron los pardmetros demograficos de acuerdo a lo descrito por
Carey (1982, 1993) y Birch (1948) (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Parametros reproductivos utilizados para la elaboracién de la tabla de vida de D.
suzukii.

Parametros Definicion Formula

My Fecundidad neta My = > My

TBF Fecundidad bruta TBF =Y my
Ro Tasa media de reproduccion o tasa Ro= 2 Ikmy

de reemplazo

EMR Edad media de la reproduccion EMR=(> xIxmx) / (3 Ixmx)
T Tiempo generacional T=InRo/rm
A Tasa finita de crecimiento A=e™
DT Tiempo de duplicacion DT = In2/rm
fm Tasa instantanea de crecimiento 2 Ikmy. e™ =1
B Tasa instantanea de natalidad b=rmB/-1+e™

2 emt+l) = 1/B

D Tasa instantanea de mortalidad d=b-rm

NOTA: Si A > 1, la poblacion esta creciendo rm > 0; si A = 1, la poblacion esté estacionaria rm
=0; si A<1, la poblacién esté decreciendo rm < 0.

6.9. Colecta de parasitoides de pupas de D. suzukii
Para la colecta en campo de parasitoides de pupas de D. suzukii se utilizd el
meétodo de colecta de "pupas centinelas". Para obtener estas pupas se realizé lo
siguiente. En una jaula con soporte de madera (25 x 25 x 20 cm) cubierta con tela
de organza y que contenia aproximadamente 400 adultos de D. suzukii, se
introdujeron cuatro recipientes de plastico (7 x 6 x 4 cm). Dos de estos recipientes
contenian 70 mL de dieta artificial y los otros dos 20 g de frutos de zarzamora en
maduracion, ambos sustratos sirvieron para la oviposicion de las hembras de D.
suzukii. Después de 12 horas de exposicion, los recipientes de plastico se
retiraron de la jaula, se cubrieron con tela de organza y se colocaron en una jaula
libre de insectos donde se siguio el desarrollo de los huevos hasta la formacion de

las pupas.
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Para enviar las "pupas centinelas" a campo se utilizaron cuatro vasos de
plastico (4 x 4 x 3 cm, 35 mL de capacidad); dos de ellos con 30 mL dieta artificial,
cada uno, y los otros dos con 3-4 frutos de zarzamora maduros. En cada vaso se
colocaron 50 pupas (< 24 h de edad) de D. suzukii (Figura 3). Los dos vasos que
contenian la dieta artificial con las pupas se cubrieron con tela de organza (con
orificios de 1 mm de diametro) para permitir la entrada de los parasitoides. Los
vasos con los frutos de zarzamora no se cubrieron con la tela de organza, de esta
forma las pupas de D. suzukii estuvieron mas expuestas a los parasitoides.

Con el objetivo de evitar la desecacion de la dieta artificial y de los frutos de
zarzamora, en campo los cuatro vasos de plastico que contenian las pupas de D.
suzukii se colocaron en un recipiente de plastico (11 x 9 x 8 cm; 250 mL de
capacidad), el cual, a su vez, se colocd en la parte interna de la base de una
trampa construida con carton de color amarillo (Figura 3). El recipiente de plastico
se sujetd a la trampa con pegamento. La base y el techo de la trampa se

sostuvieron con alambre de acero inoxidable (15 cm entre la base y el techo).
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Figura 3. Trampa de cartdn con cuatro recipientes de plastico (4 x 4 x 3 cm) que contienen "pupas

centinelas" de D. suzukii; dos con dieta artificial y dos con frutos de zarzamora.

Las trampas con las "pupas centinelas” de D. suzukii se colocaron en tres
diferentes sitios del municipio de Ziracuaretiro en el estado de Michoacan: a)
Caracha, b) Zirimicuaro y c¢) Patuan (Cuadro 7). En los dos primeros sitios se
encuentran cultivos convencionales de zarzamora de la variedad Tupy; mientras
que el Ultimo se trata de una zona de vegetacion de pino-encino con presencia de
plantas de zarzamora silvestre. En cada sitio, se colocd una trampa suspendida

con un alambre de acero inoxidable de aproximadamente 25 cm de las plantas de
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Cuadro 7. Sitios de colocacién de las trampas con "pupas centinelas" de D. suzukii en cultivos convencionales de zarzamora y en un bosque de

pino-encinco en el municipio de Ziracuaretiro, Michoacan.

. Fecha de colocacion de las trampas y numero de pupas
Sitios de colecta . , . pasy pup
Ubicacioén del sitio

20/05/14 27/05/14 03/06/14 10/06/14
Fruta Dieta Fruta Dieta Fruta Dieta Fruta Dieta
19° 26' 15" Ny 101° 55' 28" O,
*Caracha 1421 msnm 100 100 100 100 100 100 100 100
*Zirimicuaro 19" 23'41"Ny101°57°46"0, 150 100 1200 100 - - - -

1270 msnm

19° 23'44" Ny 101° 55' 12" O, 100 100 100 100
1281 msnm

*Patuan

*Cultivos de zarzamora variedad Tupy. **Bosque de pino-encino con zarzamora silvestre.
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zarzamora, cultivadas o silvestres, a una altura de 1.5 m sobre el nivel del suelo. Se
colocaron 200 pupas/trampa/sitio. Para evitar la emergencia de los adultos de D.
suzukii en campo, en cada sitio de colecta, las trampas con las "pupas centinelas" se
expusieron durante cuatro dias, y semanalmente, en el periodo comprendido del 20

de mayo al 10 de junio de 2014.

6.9.1. Identificacion de parasitoides
Después de los cuatro dias de exposicion en campo, las trampas con las pupas
centinelas de D. suzukii se trasladaron al laboratorio. Los recipientes de plastico que
contenian las pupas se colocaron en otros recipientes de plastico (28 x 18 x 8 cm)
cubiertos con tela de organza para favorecer la ventilacion y evitar el escape de los
insectos. Para evitar la desecacion, las pupas de D. suzukii se hidrataron con agua
destilada con ayuda de un atomizador manual. Los insectos se mantuvieron en
condiciones ambientales de laboratorio como las descritas en el apartado de "Cria de
D. suzukii" y se observaron cada 24 h hasta la emergencia de los adultos de D.
suzukii y de los parasitoides, en caso de estar parasitadas. Los adultos de los
parasitoides que se obtuvieron se conservaron en alcohol al 70% en frascos de vidrio
y se etiquetaron con su respectivo sitio de procedencia. Con el nUmero de pupas de
D. suzukii se determiné el porcentaje de parasitismo por cada fecha de trampeo.

La identificacion de los parasitoides se realizé a nivel de especie en el LEA del
IIAF de la UMSNH por el Dr. José Isaac Figueroa de la Rosa con las claves de

Gibson et al. (1993) y con la descripcién original de la especie de 1920.

7. ANALISIS DE DATOS

Los datos de fecundidad aparente, mortalidad por estado de desarrollo y
supervivencia por estado se analizaron a través de los modelos demogréficos, para
ello se utilizaron los métodos descritos por Carey (1982, 1993) y Birch (1948). Se
construyeron las graficas de sobrevivencia, expectativa de vida y fecundidad. Las
curvas estandarizadas de los datos de la longitud del arco mandibular se graficaron
con el programa Minitab 16.1 (Minitab INC 2012)
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Ciclo de vida de D. suzukii
En el presente estudio se determind el ciclo biolégico de D. suzukii bajo condiciones
ambientales de laboratorio. En el cuadro 8 se muestra el tiempo de duracion
promedio de cada estado de desarrollo de este insecto. En total, el ciclo de vida de

este insecto tuvo una duracion de 44 dias.

Cuadro 8. Duracién (d + EE) de los diferentes estados de desarrollo de D. suzukii en condiciones
ambientales de laboratorio de ~ 25 °C, 56 de humedad relativa (HR) y fotoperiodo de 12:12 h (Luz:
Oscuridad).

Estado de desarrollo (n) Duracion (dias)
Huevo 480 0.97 £0.00
Larva 440 4.8+0.01

Pupa 357 4.4 +0.02
Adulto:

Hembra 34 34.52 £0.29
Macho 38 33.10 £0.79
Total 43.94 + 0.47

n = nimero de especimenes a los cuales se les siguid su desarrollo.

El estado de huevo tuvo una duracion de 23 h, lo cual estd dentro del rango
observado por Cini et al. (2012) quienes mencionaron que los huevos de esta especie
pueden eclosionar entre 12 a 72 h. Los huevos de D. suzukii cuentan con dos
filamentos blancos y largos que corresponden a los tubos respiratorios (Figura 4a), lo
cual posiblemente es lo que les permite el desarrollo dentro de los frutos.
Emiljanowicz et al. (2014) observaron que, en condiciones de laboratorio, las
larvas de D. suzukii se desarrollaron en un periodo de 6 dias. En este trabajo se
determindé que el tiempo de desarrollo del estado de larva (Figura 4b, c, d) se

complet6 en 4.8 dias.
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Figura 4. Estados de vida de la mosca de las alas manchadas, D. suzukii. Huevo (a), Larva | (b) Larva
Il (c), Larva lll (d), Pupa (e), Hembra (f) y Macho (g).

El periodo de desarrollo de la pupa de D. suzukii tuvo una duracion de 4.4 dias
(Cuadro 8). Las pupas son de forma cilindrica, de color café-rojizo, presentan dos
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pequefias proyecciones en forma de tubo en la parte caudal que corresponden a los
espiraculos (Figura 4e). De acuerdo con Cini et al. (2012), el periodo de duracién del
estado de pupa es de 3 a 15 dias y normalmente se realiza dentro de la fruta y menos
frecuente fuera de ésta.

Respecto a la longevidad de los adultos, las hembras vivieron 34.52 + 0.29 (n =
34) y los machos 33.10 + 0.79 (n = 38) dias. Los adultos presentan dimorfismo
sexual. A diferencia de las hembras, los machos tienen una pequefia mancha oscura
en cada ala, localizada en la parte distal de la primera vena longitudinal (Figura 4g).
Los machos también presentan, en los tarsos anteriores, dos 0 mas peines sexuales
con setas que se encuentran paralelas a lo largo de la pata. Las hembras (Figura 4f)
disponen de un ovipositor alargado tipo sierra con dientes continuos altamente
esclerosados con el que realizan las incisiones en los frutos para depositar sus
huevos. Segun Sarto y Sorribas (2011), los adultos de D. suzukii pueden vivir entre 21
y 66 dias.

Proporcién sexual. De un total de 380 pupas, emergieron 55.52% (n = 211) hembras
y 44.47% (n = 169) machos.

8.1.1. Determinacion de instares larvales

Los valores de la medicion de la longitud del arco mandibular de las larvas de D.
suzukii se distribuyeron en cuatro subpoblaciones que podrian corresponder a cuatro
instares larvales (Figura 5). Segun estos datos, la primera y segunda subpoblacion de
larvas tienen una duracion aproximada de 24 h, mientras que para la tercera y cuarta

es de 12 y 60 h, respectivamente.
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Figura 5. Distribucién de las medidas de longitud del arco del gancho mandibular de las larvas de D.

suzukii.

Debido a que las mediciones de la tercera y cuarta subpoblaciones de las larvas de
D. suzukii no se diferenciaron, se realiz6 una gréafica de distribucién de frecuencias de
todos los valores registrados y se observé una tendencia hacia la presencia de tres
instares larvales (Figura 6). Sin embargo, entre las dimensiones de 912 a 1038 um se
observaron dos pequefias curvas, lo que, de acuerdo con el ANOVA, indica la
posibilidad de la presencia de cuatro instares.
40
35
30
25
20

15

NiUmeo de muestras

10

5

0

R S R T S R S S WL S S N A
U SR S A SN R R G A A i I SRR R S

Dimensiones

Figura 6. Distribucion de frecuencias de las medidas de longitud del arco del gancho mandibular de las

larvas de D. suzukii.
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Posteriormente, se realizé un analisis discriminante con el progama SAS version 9.3,
mediante el cual se agruparon los valores de cada uno de estos cuatro posibles
instares y se calcularon las medias y desviaciones estandar, tal y como se realizo
para la separacion de instares larvales del gorgojo pinto del frijol, Zabrotes
subfasciatus Boh (Coleoptera: Bruchidae) (Rodriguez et al., 2000) (Cuadro 9).

Con esta informacion se obtuvieron las curvas estandarizadas que representan a los
cuatro instares (Figura 7). Los valores que representan a los instares | y Il estan bien
diferenciados, pero no los que correspondieron a los instares Ill y IV. Esto significa

gue hay un traslape entre las medidas de estos dos ultimos instares.

Cuadro 9. Medias y desviaciones estandar de las medidas de longitud del arco del gancho mandibular
de las larvas de D. suzukii.

Instar N Media Dev tip
I 61 362.1 17.3
I 72 584.4 25.8
11 22 1024.3 75.8
\Y 135 1151.3 36.7
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Figura 7. Curvas normales de distribucion de las mediciones de la longitud del arco del gancho
mandibular de los cuatro instares de D. suzukii, las medias, el punto de interseccion entre las curvas y

sus probabilidades de traslape (Pb1 vy Pb2).

El cuadro 10 presenta los valores minimos y maximos de las mediciones de cada
instar, mismos que se pueden usar para fines practicos en la identificacion de los
instares. Los limites entre los instares | y Il estan separados, pero los del Il y IV instar
se traslapan (1189 valor maximo del Il instar y 1087 valor minimo del IV instar).
Debido a que los instares no estaban totalmente separados, se procedié a calcular las
probabilidades de traslape entre el Ill y IV instar. Para determinar el niamero de
individuos y su probabilidad dentro del traslape, se consider6 que la media y la
desviacion estandar (Cuadro 9) son los valores de los parametros g y o,
respectivamente. Para ello, se us6 lala formula de Infante y Zarate (1986), misma que

se utilizé para separar los instares larvales de Z. subfasciatus (Rodriguez et al.,2000).

P[X>Xo] 2 [Z>Xo-ulo]
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Donde: X es una variable normal con media p y desviacién estandar o; Xo es el valor

de la X donde se cruzan las curvas normales; y Z es la normal estandar.

Cuadro 10. Valores minimos y maximos de las medidas de longitud del arco del gancho mandibular de

D. suzukii.

Instar N Minimo Maximo
I 61 323.7 396.3
[l 72 527.5 639.2
11 22 930.3 1189.1
v 135 1087.1 1254.4

En términos de probabilidad, los valores de la Figura 7 significan que la
probabilidad (Pb2) de que un individuo del tercer instar se confunda o agrupe con uno
del cuarto instar es aproximadamente de 86 individuos en cien y que uno de cuarto
instar se confunda con uno del tercero es de 12 individuos en cien (Pbl). Por lo tanto,
de acuerdo al tamafio del traslape se concluye que el estado de larva de D. suzukii
tiene solamente tres instares larvales (Figura 8). Este resultado concuerda con los de
Cini et al. (2012), quienes reportaron la presencia de tres instares larvales en esta
especie. Sin embargo, a diferencia del presente estudio, estos autores no

mencionaron la duracién de cada uno de ellos.
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Figura 8. Curvas normales que representan la distribucion de las medidas de longitud del arco del

gancho mandibular de los tres instares larvales de D. suzukii.

No existen referencias respecto a la determinacion de los instares larvales mediante
estructuras quitinizadas presentes en el cuerpo de las larvas de Diptera superiores.
Sin embargo, en otros insectos tales como Bephratelloides cubensis Ashmead
(Hymenoptera: Eurytomidae) (Hernandez et al., 2010) y Z. subfasciatus (Rodriguez et
al., 2000), se determinaron los instares larvales a través de la medicion de las
mandibulas y capsulas cefélicas, respectivamente. La medicion del esqueleto cefalo-
faringeo puede presentar poca dificultad en la separacién de instares larvales; sin
embargo, puede haber traslapes entre instares que propicien incertidumbre en la

determinacién de un instar en particular.

8.1.2. Proporcién de crecimiento larval

La longitud del arco del gancho mandibular de D. suzukii fue de 362, 584 y 1133 um
para las larvas de primero, segundo y tercer instar, respectivamente (Cuadro 11). La
proporcion de crecimiento del primero al segundo instar y del segundo al tercer instar
fue de 1.61 y 1.93 veces, respectivamente. Por lo tanto, el promedio de la proporcion
de crecimiento de esta especie fue de 1.77. Este valor no es consistente con la

constante de crecimiento de la regla de Dyar, la cual establece que, después de cada
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muda, el crecimiento larval incrementa geométricamente con un promedio constante

para cada especie de aproximadamente 1.40 (Dyar y Rhinebeck, 1890).

Cuadro 11. Longitud promedio (um + EE) del arco del gancho mandibular de los diferentes estadios

larvales de D. suzukii.

Longitud del arco del Proporcion de
Instar larval N
gancho mandibular crecimiento
| 61 362.07 £ 2.21
Il 72 584.35 + 3.04 1.61
1] 157 1133.48 + 4.97 1.93
Promedio 1.77

n = numero de ganchos mandibulares medidos.

Existen diversos reportes de especies de insectos donde las proporciones de su
crecimiento larval no se ajustan a la regla de Dyar. Al respecto, en Ochrogaster lunifer
Herrich-Schaffer (Lepidoptera: Thaumetopoeidae) (Floater, 1996), Copitarsia
incommoda Walker (Lepidoptera: Noctuidae) (Flores et al., 2005) y Z. subfasciatus
(Rodriguez et al., 2000), las proporciones de crecimiento larval fueron de 1.30, 1.35y
1.88 veces, respectivamente. Sin embrago, en Conotrachelus psidii Marshall
(Coleoptera: Curculionidae) (1.37 veces) (Bailez et al., 2003), Heliothis zea Boddie
(Lepidoptera: Noctuidae) (1.41 veces) (Zufdiga, 2005) y Comadia redtenbacheru
Hamm (Lepidoptera: Cossidae) (1.42 veces) (Hernandez-Libera et al., 2005), las
proporciones de su crecimiento larval se ajustaron a la regla de Dyar. Estas
diferencias pueden ser debido a las caracteristicas intraespecificas, las cuales estan
condicionadas por factores geograficos y ambientales y el tipo y calidad de los

alimentos suministrados (especies de plantas) (Calvo y Molina, 2008).
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8.2. Supervivenciay expectativa de vida por estado de desarrollo
Los resultados indicaron que la proporcion de supervivencia (Ix) presentd una
tendencia similar a la curva de supervivencia tipo | de acuerdo con la clasificacion de
Pearl (1941). Es decir, la supervivencia durante las primeras edades, de la edad 0 a
la edad 21 y 33 para machos y hembras, se mantuvo constante. Posteriormente,
disminuyé6 en forma lineal hasta los dias 39 y 43 en hembras y machos,
respectivamente. Al final de la tendencia de supervivencia se invirtid y las hembras
vivieron menos tiempo que los machos (Cuadro 12, Figura 9A). En forma general, la
tabla de vida describe que la supervivencia disminuyo significativamente de pupa a
adulto y durante las dos ultimas edades o periodos de siete dias. Las observaciones
individuales permitieron determinar que el individuo mas longevo fue de 42 y 38 dias

para machos y hembras, respectivamente.

Cuadro 12. Tabla de vida de hembras de D. suzukii criadas sobre dieta artificial.

Estado Intervalo (x) Ix Px dx Ox Lx Tx ex

Huevo 0-1 1 0.96 040 040 0098 37.70 37.70
Larva 2-6 0.96 091 0.08 0.08 092 31.88 33.32
Pupa 7-11 0.88 0.86 0.12 0.13 0.82 2744 31.18
Al 12-18 0.76 1 0 0 0.76  22.06 29.02
A2 19-25 0.76 1 0 0 0.76 16.74 22.02
A3 26-32 0.76 1 0 0 0.76 11.42 15.02
A4 33-39 0.76 1 0 0 0.76 6.10 8.02
A5 40-46 051 0.78 011 0.21 045 1.01 1.97
A6 47-51 0 0 0 0 0 0 0

A: Fase de adultos en intervalos de 7 dias.

La curva de expectativa de vida indico que los machos presentan mayores valores

que las hembras (Figura 9B). Los resultados obtenidos en cuanto la expectativa de
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vida para los diferentes estados fueron menores a los reportados por Emiljanowicz et
al. (2014) donde D. suzukii presenté una expectativa de vida de 56, 63 y 74 dias para

los estados de huevo, larva y pupa, respectivamente.
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Figura 9. (A) Supervivencia (Ix) y (B) expectativa de vida (ex) de machos y hembras de D. suzukii

alimentados con dieta artificial.
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8.3. Mortalidad por estado especifico
La proporcion de individuos que alcanza la edad adulta fue del 76%. Esto significa
gue de la cohorte inicial de 500 huevos de D. suzukii emergieron 380 adultos. La
mortalidad total de los estados inmaduros fue de 24%. La tasa de mortalidad mayor
se presento en el estado de pupa con un 13.6%, por lo que el valor mas alto de K-

valor correspondio a este estado de desarrollo (Cuadro 13).

Cuadro 13. Tabla de mortalidad de los estados de desarrollo de D. suzukii criados sobre dieta artificial.

Parametro Estados de desarrollo
Huevo Larva Pupa Adulto
Nx 500 480 440 380
dx 20 40 60
Mortalidad aparente (%) (MA) 4 8.33 13.63
Mortalidad real (%) (MR) 4 8 12
Mortalidad indispensable (%) (MI) 3.17 6.91 12
Tasa de mortalidad marginal (TMM) 0.04 0.08 0.13
Razon m/s 0.01 0.02 0.03
Log nx 2.70 2.68 2.64 2.58
K- valor 0.02 0.04 0.66 0.12

8.4. Fecundidad aparente

El nimero promedio de pupas obtenidas por hembra durante toda su vida fue de 186
y 358 cuando se confinaron en frascos de vidrio transparente de 10 y 175 mL,
respectivamente (Figura 10). Ademas, el periodo de reproduccion fue menor en las
hembras confinadas en los frascos de mayor volumen. Previamente, se reportd que la
fecundidad de D. suzukii fue de entre 219-563 en frutos de cerezo (Kanzawa, 1939) y
635 huevos sobre dieta artificial a temperatura de 22 °C (Emiljanowicz et al., 2014).

Las diferencias entre los resultados del presente estudio y los reportados por estos
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autores pueden ser debido a que en este trabajo se determiné la formacion de las
pupas por hembra, mientras que en sus estudios Emiljanowicz et al. (2014) y
Kanzawa (1939) contabilizaron el total de los huevos depositados por las hembras
durante toda su vida. En otros drosofilidos, tales como Drosophila simulans y D.
melanogaster Sturtevant la produccién de huevos fue de 17-493 (Taylor et al., 2008) y
1000 huevos durante toda su vida (McMillan et al., 1969), respectivamente.
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Edad de la hembrade D). suzukif (dias)

Figura 10. Influencia del volumen y densidad sobre la reproduccion expresada como el nimero
acumulado de pupas por hembra de D. suzukii cuando se colocaron en: (A) Frascos de 175 mLy (B)

Frascos de 10 mL.

8.5. Parametros demograficos

El volumen y el area tuvieron una influencia sobre los valores de los parametros
poblacionales de D. suzukii. La tasa media de reproduccién (Ro) y la tasa instantanea
de crecimiento (rm) fueron mayores en las hembras que se desarrollaron en los
frascos de 175 mL de capacidad comparado con los valores observados para las

hembras confinadas en frascos de 10 mL (Cuadro 14). La edad media de
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reproduccion (EMR) y el tiempo de duplicacion (TD) de la poblacién mostraron valores

similares en los dos recipientes.

Cuadro 14. Parametros poblacionales de D. suzukii criados en dos ambientes diferentes definidos por

el volumen y area de los frascos de vidrio transparente utilizados como medio de confinamiento.

Parametros poblacionales

Ambiente de confinamiento

Frasco de 10 MI

Frasco de 175 mL

Fecundidad neta

Fecundidad bruta TBF

Tasa media de reproduccion R,
Edad media de la reproduccion EMR
Tiempo generacional T

Tiempo de duplicacion DT

Tasa instantanea de crecimiento rny

Tasa finita de crecimiento A

Tasa instantanea de natalidad b

Tasa instantanea de mortalidad d

183
91.525

67.801

25.600

25.600

4.208

0.204

1.227

0.176

0.028

359
179.425

132.319

24.175

24.175

3.430

0.247

1.281

0.202

0.045

En la Figura 11 se observan las curvas de supervivencia (lx) y fecundidad (my).

La sobrevivencia de los adultos colocados en los frascos de 175 mL empez6 a

declinar a edades méas tempranas (Figura 11A) en comparacion con lo observado

para hembras confinadas en frascos de 10 mL (Figura 11B).
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Figura 11. Supervivencia (IX) expresada como el nidmero de individuos vivos y fecundidad (mx)
expresada como el niumero de hijas obtenidas por hembra de D. suzukii para los dos ensayos

realizados: A) frascos de 10 mL B) frascos de 175 mL.
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Los valores de reproduccion registrados para D. suzukii indicaron que cuando se
confinaron en frascos de 175 mL, su periodo reproductivo estuvo comprendido entre
los dias de edad 13 al 40. Es decir, presentd un periodo de oviposicion de 27 dias.
Mientras que las hembras colocadas en frascos de 10 mL presentaron menores
valores de fecundidad, aunque su periodo reproductivo fue de 10 dias mas (37 dias)
(Figura 11 AB). Los picos de mayor produccién de pupas se registraron en el periodo
del dia 20 al dia 26 para ambos ensayos.

Los valores de la tasa media de reproduccion obtenida en este trabajo fue
menor con respecto al valor reportado por Tochen et al. (2014), mientras que la rm fue
ligeramente mayor con respecto al valor obtenido en hembras confinadas en frascos
de 175 mL.

8.6. Fertilidad de D. suzukii

De un total de 800 huevos observados, provenientes de varias hembras de D. suzukii,
se registro un 96.25% de fertilidad, lo cual es mayor a lo observado por Emiljanowicz
et al. (2014) quienes registraron un 80%. Sin embrago, esta dentro del rango
observado para las especies Drosophila yangana Rafael & Vela (89%) y Drosophila
inca Dobzhansky & Pavan (Diptera: Drosophilidae) (93%) (Mafla, 2005). Los huevos
de D. suzukii que no eclosionaron adquirieron una coloracién oscura y presentaron

una cubierta viscosa.

8.7. Parasitoides de pupas de D. suzukii

De las "pupas centinelas" solamente se obtuvo al ectoparasitoide solitario P.
vindemmiae (Figura 12ab) en el sitio Caracha. Se obtuvo 7, 25 y 23% de parasitismo
en las fechas de colecta del 27 de mayo, 3 y 10 de junio de 2014, respectivamente
(Cuadro 15). Ademas, estos parasitoides se recuperaron de las pupas que se
colocaron en los vasos de plastico que contenian los frutos de zarzamora. No se
obtuvieron ejemplares de parasitoides de las pupas que se colocaron en los vasos de
plastico sobre la dieta artificial en ninguna de las fechas y sitos muestreados. Los
adultos de P. vindemmiae se encuentran depositados en la Coleccion de
Hymenoptera Parasitica del IAF-UMSNH.
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Figura 12. Hembra de P. vindemmiae parasitando a una pupa de D. suzukii (a) y pupas de D. suzukii

mostrando el orificio de salida del adulto de P. vindemmiae (b).
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Cuadro 15. Porcentaje de parasitismo de P. vindemmiae en "pupas centinelas" de D. suzukii en tres localidades del municipio de Ziracuaretiro,

Michoacan.

. Fecha de colocacion de las trampas
Sitios de colecta P

20/05/14 27/05/14 03/06/14 10/06/14
Fruta Dieta Fruta Dieta Fruta Dieta Fruta Dieta
*Caracha 0 0 7 0 25 0 23 0
*Zirimicuaro 0 0 0 0 ND ND ND ND
**Patuan 0 0 0 0 ND ND ND ND

*Cultivos de zarzamora variedad Tupy. *Bosque de pino-encino con zarzamora silvestre.
Se colocaron 200 pupas/trampal/sitio.

ND. No determinado porque no se enviaron "pupas centinelas" a campo.
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Originalmente, P. vindemmiae se describio en Italia como Pteromalus
vindemiae en octubre de 1875 por el profesor Camillo Rondanii (Stacconi et al.,
2013). Es una especie cosmopolita que se ha registrado alrededor de 60 paises de
todo el mundo (Dominguez et al., 2008). Este insecto se comporta como ecto-
hiperparasitoide facultativo de pupas y en algunos casos se ha reportado como
superparasitoide y multiparasitoide (Tormos et al., 2009). Las pupas del orden Diptera
son los principales hospederos de P. vindemmiae (IVIA, 2015). Entre ellas destacan
las especies de moscas de las frutas, Anastrepha ludens Loew, Anastrepha obliqua
Macquart, Anastrepha sororcula Zucchi, A. fraterculus, A. suspensa, C. capitata,
Batrocera passiflorae Froggatt, B. Oleae, Myiopardalis pardalina Bigot, Rhagoletis
cingulata Loew, Rhagoletis fausta Osten, Rhagoletis indifferens Curran y Terellia

fuscicornis Loew (Noyes, 2014), todas de la familia Tephritidae.

Pachycrepoideus vindemmiae se introdujo en México durante las décadas de
los 50's, 60's y 70's desde Costa Rica para el control biolégico de A. ludens en los
estados de Morelos, Tamaulipas, Jalisco, Nayarit, Colima, Oaxaca, Veracruz y
Chiapas (Aluja, 1993). Recientemente, se reportd a este parasitoide sobre pupas de
D. suzukii en cultivos de zarzamora (Rubus fruticosus L.) en la huerta “Los Pichos”,
ubicada en Queseria, municipio de Cuauhtémoc, en el estado de Colima (Moreno et
al., 2015). La asociacion del complejo P. vindemmiae-D. suzukii ya se reporté en
otros paises. Stacconi et al. (2013) reportaron que P. vindemmiae caus6 4% y 94%
de parasitismo sobre pupas de D. suzukii en cultivos de ardndano y vid en la provincia
de Trento, en el norte de lItalia, y Oregén en el noroeste del Pacifico de los Estados
Unidos de América, respectivamente. Sin embrago, bajo condiciones controladas de
22 °C, 55% HR y un fotoperiodo de 14:10 h (Luz: Oscuridad) estos mismos autores
reportaron hasta 68% de parasitismo sobre las pupas de esta plaga.

Pachycrepoideus vindemmiae se ha utilizado como agente de control biol6gico
contra diferentes especies de insectos plaga (Camacho, 2000). En Hawai, se
utilizépara el control de las moscas C. capitata y Anastrepha spp.; en Costa Rica se
cri6 de forma masiva para el control de C. capitata (Ovruski et al., 2000) y la mosca
del establo, Stomoxys calcitrans L. (Diptera: Muscidae) (Peterson y Watson, 1992) y

en México se utilizd para el control de la mosca de la guayaba, A. estriata
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(SAGARPA, 2004). En el presente estudio P. vindemmiae se reporta por primera vez
en el estado de Michoacdn sobre pupas de D. suzukii. Actualmente, se estan
realizando los estudios de biologia y capacidad de parasitismo de este parasitoide
con el fin de determinar su potencial como agente de control bioldgico de esta plaga

invasora en México.

9. CONCLUSIONES

Este estudio confirma el enorme potencial de desarrollo de D. suzukii, donde

podemos observar que una poblacion se puede duplicar en 3 dias.

La medicion de la longitud del arco del gancho mandibular de D. suzukii nos
proporciond la separacién de instares larvales, siendo este el primer reporte donde se
usa una estructura quitinizada en el cuerpo de las larvas de las mosca de las alas

manchadas.

Pachycrepoideus vindemmiae fue el Unico parasitoide de pupa de D. suzukii que se
encontrd, no obstante, antes de poder plantear su utilizacion como agente de control
biolégico se necesita realizar investigaciones sobre este insecto, considerando la
multiple complejidad de condiciones naturales para el desarrollo del parasitoide y su

interaccidn con otros dipteros y parasitoides.
Los resultados obtenidos en este estudio son basicos para continuar con nuevas

investigaciones para el desarrollo de mejores programas de monitoreo y manejo de

D. suzukii.
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