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RESUMEN

El efecto de la temperatura en el desarrollo de la pupa y madurez sexual del adulto de la
mosca de la fruta de las Indias Occidentales, Anastrepha obliqgua fue evaluado en
condiciones de laboratorio y campo con el proposito de mejorar las condiciones de cria. Se
evaluaron cuatro temperaturas constantes sobre el desarrollo de la pupa: 18, 20, 25 y 30°C.
Los resultados indicaron que la duracion de la etapa pupal disminuy6 con el aumento de la
temperatura (29, 25, 13 y 12 dias, respectivamente) y que mantener la pupa a 18 y 20°C se
obtuvieron bajos porcentajes de pupacion y de moscas voladoras, asi como mayor pérdida
de peso en la pupa. Sin embargo, se favorecid significativamente el comportamiento sexual
(alto porcentaje de llamado sexual y apareamientos). Mientras que un mejor desarrollo se
obtuvo en pupas mantenidas a 30°C, los adultos presentaron baja eficiencia sexual (bajo
porcentaje de llamado sexual y apareamientos). En la temperatura y edad hubo interaccion
significativa en la cantidad de llamados sexuales y la produccion de volatiles. Los
resultados de los volatiles de machos de ocho dias de edad fueron los siguientes: la
cantidad producida del (Z,E)-o-farneseno no varido entre los machos de todas las
temperaturas. Menores cantidades del (E,E)-a-farnesene fueron observados en los machos
de la temperaturas de 30°C. Los machos provenientes de pupas expuestas a 30°C
presentaron la mayor produccion del compuesto no identificado y del (Z)-3-nonenol. La
fecundidad de las hembras fue mayor a bajas temperaturas. Mientras que en la fertilidad no
se encontraron diferencias significativas entre las temperaturas. Los resultados del estudio
indican que la temperatura de 25°C es la mas recomendable para el proceso de cria de 4.

obliqua donde se aplica la técnica del insecto estéril.

Palabras clave: Anastrepha obliqua, cria masiva, pupa, temperatura.



INTRODUCCION

Las moscas del género Anastrepha Schiner (Diptera: Tephritidae) estan
consideradas entre las plagas agricolas nativas de mayor importancia en la mayor parte de
las areas tropicales, subtropicales y templadas del continente Americano. Las moscas de
éste género se encuentran infestando frutos de citricos, mango, guayaba y zapote, lo que
representa una limitante para la exportacion de estas frutas (Liedo et al., 1992; Aluja,
1994). En México existen cuatro especies del género Anastrepha de mayor importancia
econdmica: la mosca Mexicana de la fruta, Anastrepha ludens (Loew, 1873), la mosca de
los zapotes, Anastrepha serpentina (Wiedemann, 1830), la mosca de la guayaba
Anastrepha striata (Schiner, 1868) y la mosca de las Indias Occidentales, Anastrepha
obliqua (Macquart, 1835) (Aluja et al., 1989; Aluja, 1994). A. obliqua, es considerada
como la segunda especie de importancia agricola en México, cuyo hospedero principal son
los frutos del género Spondias (Aluja y Birke, 1993). Sin embargo, los dafios economicos
mads importantes los provoca en mango (Mangifera indica L.), causando grandes pérdidas
econdmicas por el dafio directo y por las restricciones severas de cuarentena que algunos
paises importadores imponen a las exportaciones a la fruta Mexicana (Bustos ef al., 1993).
Debido a esto, el gobierno mexicano y los fruticultores han emprendido una campafia de
manejo integrado contra dicha plaga, utilizando como elemento clave, la Técnica del
Insecto Estéril (T.L.LE) (Aluja et al., 1996; Vera et al., 2007). Esta técnica consiste en la cria,
esterilizacion y liberacion de un gran ntimero de insectos (Caceres et al., 2007). El éxito de
¢ésta técnica depende de la calidad de los machos estériles liberados, la que se refleja en la
capacidad para aparearse con hembras silvestres (Karmit et al., 2005). Para llevar a cabo de
manera exitosa esta técnica, cada semana se producen 40 millones de insectos estériles de
A. obliqua en la planta Moscafrut (SAGARPA-IICA) en Metapa de Dominguez, Chiapas
(Artiaga-Lopez et al., 2004). En éste lugar se tienen establecidas las condiciones para el
proceso de produccion en la que se obtienen las etapas inmaduras del insecto como huevo,
larva y pupa. La pupacion se realiza en condiciones forzadas a 20°C durante las primeras 24
horas, después el proceso de maduracion de la pupa se realiza a 25°C durante 13 dias y
finalmente enviada al centro de empaque y liberacion, donde es colocada en estado de pupa
en cajas PARC (Plastic adult release container) o en torres para su emergencia y

maduracion sexual durante cinco dias a 26°C, para finalmente liberarlas como adulto frio



(Villasefior, 1985). Sin embargo, se desconoce si las condiciones de temperatura
proporcionadas durante su desarrollo en los sistemas de cria son las Optimas. Ademas,
tampoco se conoce si se alteran los tiempos de desarrollo y si éstos afectan o no la calidad
del adulto emergido; ya que a nivel de cria masiva existen factores abidticos que estan
relacionados estrechamente con el desarrollo de las fases biologicas de los insectos, tal
como la humedad relativa, la intensidad luminica y la temperatura (Bressan-Nascimiento,
2001). La temperatura es considerada como el factor que mas influye sobre el desarrollo de
los inmaduros y en la maduracién de los insectos (Davidson, 1944; Fletcher, 1989; Pedigo,
1996; Marco, 2001). Por éste motivo este estudio evaluo a nivel de laboratorio y de campo,
el efecto de la temperatura sobre el desarrollo de la pupa, produccion de volatiles y

desempefio sexual de machos, la fecundidad y fertilidad en las hembras.



ANTECEDENTES

Se ha reportado que existen diversas respuestas de los insectos dependiendo del
tratamiento térmico al que hayan sido expuestos, tal como las respuestas adaptativas que se
relacionan a tratamientos leves, cambios morfogenéticos que se observan en tratamientos
moderados y tratamientos mas severos que ocasionan la muerte (Milkman y Hille, 1996).
Por ejemplo, en Drosophila melanogaster (L.) se demostré que las altas temperaturas al
inicio del desarrollo de la pupa provocan cambios en el estado funcional de la proteinas y
afectan la formacion de las alas (Milkman, 1963). Existe una gran cantidad de
investigaciones en donde han evaluado el efecto de la temperatura sobre el desarrollo de los
estados inmaduros de los insectos. Por ejemplo, los trabajos con la abeja polinizadora de
orquideas, Osmia lignaria, en la cudl la temperatura influy6é en la mortalidad de estados
inmaduros y en el tiempo de emergencia (Kemp y Bosch, 2005). En Ceratitis capitata
(Wiedemann) y Phyllocnistis citrella Stainton (Lepidoptera: Gracillariidae) (Kalaitzaki et
al., 2007), se demostrd que la temperatura afecto la tasa de desarrollo de huevos (Delrio et
al., 1986) y la de pupacion, asi como la mortalidad en ambos estados inmaduros (Crovetti
et al., 1986). Respuestas similares fueron reportadas en Bactrocera invadens (Diptera:
Tephritidae) (Rwomushana et al., 2008), y Stethorus gilvifrons Mulsant (Coledptera:
Coccinellidae). En éstas especies la temperatura de incubacion afect6 la supervivencia, la
longevidad y el periodo de pre y post-oviposicion (Aksit et al., 2007). Otras especies de
coledpteros estudiados fueron Zygograma bicolorata Pallister (Omkar et al., 2008) y
Axinoscymnus cardilobus (Coledptera: Coccinellidae) en los que los resultados indicaron
que la duracion de las fases de desarrollo fueron influenciados de manera significativa por
la temperatura. Pandey y Tripathi (2008) estudiaron el efecto de la temperatura en el
desarrollo, fecundidad y proporcion sexual de Campoletis chlorideae Uchida
(Hymenoptera: Ichneumonidae). Sin embargo, estos estudios Unicamente se enfocaron a
evaluar el efecto de la temperatura en el desarrollo de los estados inmaduros. En contraste,
se han realizado pocas investigaciones durante el proceso de cria para conocer si la
temperatura tiene algiin efecto en los adultos (Woodrow et al., 2000). Estos investigadores
estudiaron en ninfas de Cryptotermes brevis (Isoptera: Kalotermitidae), el efecto de la
temperatura de incubacidn, en las cuales midieron la alteracion de los hidrocarburos

cuticulares. Los investigadores observaron alteraciones de los porcentajes de hidrocarburos



al aumentar la temperatura. Tautz ef al. (2003), también demostraron que la temperatura de
incubacion de las pupas de Apis mellifera carnica, afecta el comportamiento de los adultos
pues las abejas incubadas a 32°C realizaron una danza incompleta. También se observd un
efecto en los niveles de la hormona juvenil (HJ) en larvas de tercer instar de Coptotermes
formosanus (Isoptera: Rhinotermitidae), ésta se incrementa con el aumento de la
temperatura (Liu et al., 2005). En otros casos, como Trichogramma evanescens la
capacidad de parasitismo disminuye cuando las pupas se desarrollan a temperaturas de 33°
y 36°C (Ayvaz et al., 2008). En la palomilla de la papa Phthorimaea operculella, la
temperatura influy6 en la proporcion de dos componentes de la feromona, ya que el dieno:
acetato de (E,Z)-4,7-tridecadienilo aument6 con altas temperaturas, y el trieno: acetato de
(E,Z,Z)-4,7,10-tridecatrienilo aumentd con bajas temperaturas. Los investigadores
concluyeron que el periodo critico sensitivo de la temperatura fue durante la etapa pupal
(Ono, 1993; Ono, 1994).

En moscas de la fruta se ha demostrado que durante la etapa de pupa, la temperatura
afecta la emergencia y el peso de la misma (Vargas ef al., 2000). Asi también se menciona
que a mayor peso de pupa aumenta el desempeiio sexual del adulto (Meza et al., 2005).
Tanto el peso como el tamafio son atributos muy importantes para los machos de acuerdo
con Burk y Webb (1983); Sivinski et al., (1984), quienes demostraron que las hembras de
Anastrepha suspensa prefieren copular con machos de mayor tamafio, y se le atribuye a que
reflejan un fenotipo superior por poseer una mayor superficie alar, lo que podria contribuir
a la mayor emision de feromona y en la produccion de sonidos atractivos para la hembra
(Partridge et al., 1987; Meza, 2002). A pesar de que existe informacioén acerca del
comportamiento sexual de los machos de varias especies de moscas de la fruta y de la
liberacion de volatiles durante el periodo de llamado sexual (Heath ef al., 2000), hay pocas
investigaciones acerca del efecto que puede tener la temperatura en la produccion de

volatiles y en la madurez sexual de los adultos.



OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar el efecto de la temperatura en el desarrollo de la pupa y su impacto en la madurez
sexual de Anastrepha obliqua.
Objetivos particulares
1. Evaluar el efecto de diferentes temperaturas en el peso, tiempo de desarrollo y
viabilidad de la pupa, determinada por el porcentaje de emergencia y habilidad de
vuelo de 4. obliqua.
2. Caracterizar la calidad de los machos de 4. obliqua provenientes de pupas
desarrolladas a diferentes temperaturas, por medio del llamado sexual y la

produccion de volatiles.

3. Realizar pruebas de fecundidad y fertilidad con adultos de A. obligua desarrollados

a diferentes temperaturas.

4. Realizar pruebas de competencia sexual en jaulas de campo con machos

desarrollados a diferentes temperaturas y silvestres de A. obliqua.



MATERIALES Y METODOS

Material biologico.

La cepa de laboratorio fue proporcionado por la planta Moscafrut de Metapa de
Dominguez, Chiapas, México, en estado de larva con 8 dias de edad (proximas a pupar).
Esta cepa ha sido criada en condiciones artificiales durante ocho afos de acuerdo con las
metodologias descritas por Artiaga-Lopez et al. (2004). La cepa silvestre fue colectada en
estado de larvas a partir de frutos infestados de jobo de pava (Spondias mombin L.), en la
region del Soconusco, Chiapas, México. Parte de los experimentos se desarrollaron en los
Laboratorios de Ecologia Quimica de Insectos de ECOSUR vy las pruebas de campo se
realizaron en un huerto de mango localizado en el municipio de Tapachula (14°10°-
15°20°N, 92°10°- 93°10’W y 180 msnm), Chiapas, México.

Cuando las larvas de cria alcanzaron su desarrollo total fueron separadas de la dieta
por medio de un tamiz (Malla 14). Las larvas recuperadas fueron distribuidas en cinco
lotes con 10 repeticiones para la aplicacion de cinco tratamientos diferentes. Los
tratamientos consistieron de las siguientes temperaturas: 15, 20, 25, 30 y 35° C. En las
pruebas preliminares, se determind que a 15 y 35°C no existia emergencia de adultos,
observandose la formacion de puparios vacios y/o podridos. Posteriormente se evaluaron
otras temperaturas, utilizando 17 y 33°C, con los mismos resultados indicados
previamente. Finalmente se evaluo las temperaturas de 18 y 32°C, descartando esta ultima
por presentar bajo porcentaje de emergencia (<10%). En resumen las temperaturas
evaluadas fueron: 18, 20, 25 y 30°C.

Los adultos emergidos fueron separados por sexos en jaulas de vidrio de 30 x 30 x 30
cm cubierta con malla tull (2 mm) y se alimentaron con una mezcla de proteina hidrolizada
(ICN Biomedical, Aurora, OH) y sacarosa (1:3). Los insectos fueron mantenidos bajo un
fotoperiodo de 12 horas luz (de 7:00 a 19:00 horas e intensidad luminica de 550 + 50 lux):
12 horas oscuridad, temperatura de 25 + 1°C y humedad relativa de 65 + 5%. El agua fue

suministrada por medio de contenedores con algodon.



Efecto de la temperatura en el peso de pupa

Para medir el efecto de la temperatura sobre el peso de la pupa, se usaron cinco
recipientes de pléstico de 22 x 12 x 3.5 cm que contenian 100 g de vermiculita humedecida
con agua y benzoato de sodio (evita el desarrollo de hongos) para promover el proceso de
pupaciéon. En cada recipiente se colocaron 1,000 larvas, las cuales fueron pesadas en una
balanza analitica, cada recipiente con las larvas fueron expuestos a la temperatura que le
correspondio (18, 20, 25 y 30°C). La humedad relativa fluctud entre 65-85% durante todo
el desarrollo pupal. A las 24 h se calculo el porcentaje de pupacion y por cada tratamiento
se realizaron 11 repeticiones de nueve lotes diferentes. Dos dias antes de la emergencia de
adultos se registrd el peso de la pupa, seleccionando una muestra de 1000 pupas por
tratamiento. Se determin6 la perdida de peso calculando la diferencia entre el peso inicial
(larva) y final (pupa). El criterio para evaluar dichos pardmetros, fue en base con la
metodologia descrita en el Manual de Control de Calidad, establecido por la Agencia
Internacional de Energia Atomica (IAEA, 2003). Por cada tratamiento se realizaron 27

repeticiones de nueve lotes diferentes.

Efecto de 1a temperatura en la viabilidad de la pupa

La madurez de la pupa, estuvo representada por el nimero de dias que tardo el
proceso pupal en cada temperatura. La viabilidad de la pupa fue determinada en base a los
porcentajes de emergencia y habilidad de vuelo del adulto emergido. Para evaluar este
parametro se tomo6 una muestra de 100 pupas por tratamiento, las cuales se colocaron en
tubos negros de PVC (6cm diametro x 4.5cm largo) cuya la pared interior fue impregnada
con talco inodoro para evitar que las moscas emergidas se escaparan caminando. Los tubos
fueron etiquetados con la fecha y tratamiento, y se colocaron en el interior de una jaula de
campo, en donde permanecieron durante seis dias. Las moscas que emergieron y fueron
aptas para el vuelo, salieron de los tubos en respuesta al estimulo de la luz de acuerdo a los
parametros de FAO/IAEA/USDA (2003). Después de seis dias, se cuantifico el nimero de
pupas no emergidas, emergidas parcialmente, moscas deformes y moscas voladoras de
acuerdo al Manual de Control de Calidad establecido por la Agencia Internacional de
Energia Atomica (IAEA, 2003), para obtener los porcentajes de emergencia y moscas

voladoras, segun las siguientes formulas:



% Emergencia = 100 - (pupas no emergidas + pupas emergidas parcialmente).
% Voladoras = % emergencia - (moscas deformes + moscas no voladoras). Por cada

tratamiento se realizaron 27 repeticiones con nueve diferentes lotes.

Efecto de la temperatura en la madurez sexual de los machos

A los machos emergidos de cada tratamiento (18, 20, 25 y 30°C), se les determin6
la madurez sexual por medio de los llamados sexuales a 4, 6, 8, 10 y 12 dias de edad. Los
parametros a considerar durante el proceso de llamado del macho fueron, aleteo vigoroso,
prostiger evertido y glandulas pleurales infladas (Nation, 1989). La prueba consistio en
colocar 30 machos en una jaula de vidrio de 30 x 30 x 30 cm, cubierta por uno de sus
extremos con malla tull (2 mm), en donde se registr6 cada media hora el nimero de
machos llamando. La observacién fue de 7:00 a 11.00, considerado horario de mayor
actividad sexual (Aluja y Birke, 1993). Esta prueba fue realizada simultaneamente con la
prueba de extracciéon de voldtiles. Para cada edad se realizaron diez repeticiones por

tratamiento con nueve diferentes lotes.

Efecto de la temperatura en los volatiles de los machos

Para cuantificar la produccion de volatiles se manejaron grupos de 10 machos adultos
de 4, 6, 8, 10 y 12 dias de edad, provenientes de pupas desarrolladas a diferentes
temperaturas. La cantidad de volatiles liberados fue medida durante la hora de mayor
emision de volatiles (8:00 - 10:00 h) (Heat et al., 2000). Los volatiles emitidos por machos
de A. obliqua fueron colectados de acuerdo al procedimiento descrito en la técnica de
aereacion dindmica (Heath y Manukian, 1992). El sistema de aereacion dindmica consiste
en recipientes de vidrio de 36 cm de largo x 7.5 cm de didmetro, en uno de los extremos
tiene una base colectora con entradas multiples, mientras que en el otro extremo un filtro
de carbdn activado y una salida donde se inserta el filtro que contiene el adsorbente solido
Super Q (Alltech Associattes Inc. Deerfield, IL®). Con una bomba de vacio fueron
arrastrados los volatiles por medio de un flujdmetro cuya velocidad del flujo del aire fue a
litro/min. (Heath y Epsky, 1993). Una vez concluida la captura, de volatiles fueron
eluidos con 200 ul de cloruro de metileno (Baker, grado HPLC). Cada muestra fue

depositada en un vial, cerrado herméticamente, y almacenada a -20°C hasta su eventual



utilizacion en el andlisis quimico. La colecta de los volatiles en el laboratorio fue realizada
a una temperatura de 25 + 2°C, humedad relativa de 50-60%, e iluminaciéon de 70 lux
proporcionada por lamparas fluorescentes colocadas a 3 m de los tubos de colecta. En total

se realizaron 17 repeticiones de cada edad por tratamiento.

Analisis quimico

La cuantificacion y andlisis de los voldtiles se llevd a cabo utilizando un
cromatografo de gases Varian Star CP-3800 acoplado a un espectroémetro de masas Varian
Saturn 2200 (CG-EM Varian, Palo Alto, CA). Se utilizé6 una columna FACTORFOUR
capillary column VF-5MS 30MX0.25MM Marca Varian. Usando helio como gas
acarreador, con una temperatura inicial de 50°C y mantenida durante dos minutos.
Posteriormente se incremento6 a 15 °C/min., hasta alcanzar una temperatura final de 280° C.
Antes de inyectar la muestra de volatiles, a cada muestra se le agregaron 20 ul de tridecano
como estandar interno a una concentraciéon de 100 ng/pl. El volumen de muestra que se
inyectd al cromatografo fue de 2pul. Los volatiles emitidos durante el llamado sexual, que
se seleccionaron para su cuantificacion fueron: (Z)-3-nonenol, (Z,E)-a-farneseno, (E,E)-a-
farneseno y un compuesto desconocido, parcialmente identificado (KI _ 1580 en columna
SPB-1) (Lépez-Guillén, 2008). Los compuestos fueron identificados tomando como base
el tiempo de retencion, los indices de Kovat y el espectro de masas de los estandares. El
farneseno (mezcla de isémeros que incluye el (E,E)-a-farneseno y (Z,E)-a-farneseno) y el
(Z)-3-nonenol fueron obtenidos comercialmente de Sigma-Aldrich (Toluca, México). La
cuantificacion de los wvolatiles liberados por los machos se reporta en
nanogramos/macho/hora y fue calculada a partir del area de los picos del cromatograma,

del tridecano que se inyectdé como estandar interno.
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Efecto de la temperatura en la competencia sexual de machos

Las pruebas de competitividad sexual son usadas para evaluar el desempeiio de las
moscas de laboratorio frente a la poblacion silvestre (FAO/IAEA/USDA, 2003). En esta
prueba se utilizaron jaulas de campo (3 m de diametro x 2.2 m de alto) acondicionadas en
su interior con arboles de mango (Mangifera indica L.) de 1.60 cm de alto, para simular de
manera parcial las condiciones naturales. Se liberaron en una jaula 20 machos sexualmente
maduros (8 dias de edad) (Calkins y Webb, 1983), procedentes de las pupas desarrolladas
en cada tratamiento con diferentes temperaturas, ademas se liberaron 20 machos silvestres
y 50 hembras silvestres (150 insectos en total en la jaula). Los machos de cada tratamiento,
se les adhiri6 en el dorso un trozo pequeiio de papel con un nimero impreso con pegamento
blanco para poderlos indentificar (Meza et al., 2005). El experimento se realizo de 7:00 a
11:00 am, periodo que se ha reportado de mayor actividad sexual (Aluja y Birke, 1993). Se
cuantificé el numero de copulas de los machos de cada tratamiento. En total se evaluaron

seis jaulas.

Efecto de l1a temperatura en la fecundidad y fertilidad

Para estimar la fecundidad y fertilidad de los adultos procedentes de pupas
desarrolladas en cada tratamiento (18, 20, 25 y 30°C), se colocaron 10 parejas (relacion
1:1) sexualmente maduras (8 dias de edad) en jaulas de plexiglass (20 x 20 x 20 cm). Las
condiciones del ensayo fueron a una temperatura de 25°C, humedad relativa 65 * 5% e
intensidad luminica de 550 = 50 lux. Para que las hembras ovipositaran en la parte superior
de cada jaula, se coloc un panel de oviposicion de forma cilindrica de plastico de 4 cm de
altura x 5.5 cm de didmetro, cubierta en un extremo con tela “tergal” de color blanco como
sustrato de oviposicion y revestida con silicon en la parte interna, ademas se agregd agua
destilada tefiida con colorante verde (Mc Cormick de México S.A. de C.V.) como sustrato
de humectacion y preferencia de color. Los huevos fueron colectados diariamente por un
periodo de 10 dias, se colocaron en camaras hiimedas consistentes de cajas de Petri de
pléastico 100 x 15 mm, provistas con una esponja impregnada con agua. Estas se incubaron
a 25°C por un periodo de cinco dias descrito en el Manual de Control de Calidad,
establecido por la Agencia Internacional de Energia Atomica (IAEA, 2003). La cantidad de

huevecillos ovipositados fue factor de medida de la fecundidad y el porcentaje de eclosion
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se utilizd6 como indicador de la fertilidad. El experimento tuvo 10 repeticiones por cada

tratamiento.

Analisis de datos

Para determinar diferencias de los individuos sometidos en su etapa pupal a
diferentes temperaturas, los datos fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANDEVA)
(Ott y Longnecker, 2001). Previo al andlisis los datos de pupacion, viabilidad de la pupa y
fertilidad fueron normalizados por medio de la transformacion a grados del arco-seno en
radianes de la raiz cuadrada de la proporcion X = Sen /X, donde ¥ correspondio al valor
original como proporcidn (porcentaje/100) (Zar, 1999). En los volatiles y llamados sexuales
se realizé un trifactorial (4 x 4 x 4) aplicando una transformacion de rangos. Las medias
fueron analizadas por medio de la prueba Tukey con un 5% de significancia. Los datos
fueron analizados con el Software StatView para Windows (SAS Institute Inc. Copyright©
1992-1998), version 5).
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RESULTADOS
Efecto de l1a temperatura en el desarrollo y peso de la pupa

El andlisis de los resultados del efecto de la temperatura sobre el peso de la pupa
mostraron una diferencia significativa (F = 12.09; g.l. = 3, 40; P < 0.05). Las pupas que
registraron el menor porcentaje de pupacion fueron las que se desarrollaron a 18°C y fueron
estadisticamente diferentes que las pupas desarrolladas a 20, 25 y 30°C (Fig. 1A).

La pérdida de peso fue significativamente diferente en las distintas temperaturas (F
= 58.12; gl. = 3, 98; P < 0.05). Las pupas que perdieron menor peso fueron las pupas
desarrolladas a 25 y 30°C, seguidas por las pupas que desarrollaron a 20°C, las cuales
fueron estadisticamente diferentes entre si, mientras que las pupas desarrolladas a 18°C

fueron las que perdieron mas peso (Fig. 1B).

A
90 A
80 - a 2 a
70 - E
c 60 -
©
§50—
S 40
o
$ 30 -
20
10
0
18 20 25 30
Temperatura ( °C)
B
27 a
8 - T
o 71 b
=N -
2 s : :
2 4
g 3
D
g 2 -
1_
0
18 20 25 30

Temperatura ( °C)

Fig.1. Porcentaje de pupacion (A) y peso perdido (B) (£ e.e.) en las pupas de A. obliqua,
expuestas a diferentes temperaturas. Las barras con letras diferentes indican diferencias
significativas (P < 0.05).
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Efecto de l1a temperatura en la viabilidad de la pupa

La temperatura influyd en la duracion del desarrollo de la pupa, ya que la
emergencia de adultos a 18°C fue a los 29 dias, a 20°C fue a 25 dias, los de 25°C a 13 dias
y los de 30°C a 12 dias. Los porcentajes de emergencia fueron significativamente diferente
en las distintas temperaturas (F = 218.56; g.l. = 3, 97; P < 0.05). Los porcentajes de
emergencia mas altos, se registraron en las pupas que se desarrollaron a 25 y 30°C,
mientras que los mas bajos fueron a 20 y 18°C (Fig. 2A). Los porcentajes de moscas
voladoras fueron significativamente diferentes en las distintas temperaturas (F = 196.93;
g.l. =3, 97; P <0.05). El mayor porcentaje de moscas voladoras se observé en los adultos
procedentes de las pupas que permanecieron a una temperatura de 25°C, seguidas por las
moscas voladoras desarrolladas a 30°C. Los menores porcentajes de moscas voladoras se

registraron en los adultos procedentes de las temperaturas de 18 y 20°C (Fig. 2B).
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Fig. 2. Porcentaje de emergencia (A) y porcentaje de moscas voladoras (B) (£ e.e.) de
pupas de A. obliqua expuestas a diferentes temperaturas. Las barras con letras diferentes
indican diferencia significativa (P < 0.05).
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Efecto de la temperatura en la madurez sexual

La madurez sexual de los machos caracterizada por el comportamiento de llamado
sexual no fue observada a cuatro dias de edad, presentandose hasta la edad de seis dias en
los machos procedentes de los diferentes tratamientos. Los llamados sexuales variaron
significativamente con las temperaturas (F = 5.33; g.l. = 3, 144; P <0.05) y con las edades
(F =48.51; gl. = 3, 144; P <0.05). La interaccion temperatura-edad fue significativa (F =
3.68; g.1. =9, 144; P <0.05) (Fig. 4). A la edad de seis dias los machos que presentaron un
mayor numero de llamados fueron los provenientes de 18 y 20°C, que difirieron
estadisticamente de los machos desarrollados a 25 y 30°C. A la edad de ocho dias los
machos procedentes de la temperaturas entre 18, 20 y 25°C fueron lo que registraron mayor
actividad de llamado, por su parte los machos procedentes de 30°C fueron los que
registraron la menor actividad de llamado. A la edad de diez dias los machos con mayor
numero de llamados fueron los procedentes de las pupas que se desarrollaron a 20 y 30°C,
¢ésta ultima fue estadisticamente igual a los machos desarrollados a 25°C y éste ultimo a los
de 18°C. Siendo estadisticamente diferentes los de 20 y 18°C. A la edad de doce dias los
machos con mayor nimero de llamados fueron los procedentes de las pupas que se
desarrollaron a 20°C que fueron estadisticamente diferentes a los machos que se
desarrollaron a 18, 25 y 30°C. Se observo un aumento en la actividad sexual en todos los

tratamientos de temperatura a partir del octavo dia (Fig. 3).
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Fig. 3. Porcentaje de llamado sexual (+ e.e.) de machos de 4. obliqua procedentes de pupas
desarrolladas a diferentes temperaturas. Las barras con letras diferentes en cada edad
indican diferencia significativa (P<0.05).
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Fig. 4. Grafica de interaccion de los llamados sexuales de machos de A. obliqua
procedentes de pupas desarrolladas a diferentes temperaturas.

Efecto de la temperatura en la produccion de volatiles

La cantidad de los compuestos vari¢ significativamente con las temperaturas (F =
76.91; g1.=3, 908; P < 0.05) y con las edades (F = 24.74; g.1.=3, 908; P < 0.05). La
interaccion de las temperaturas x edades x compuestos fue significativa (F = 4.61; g.1.=27,
908; P < 0.05) (Fig. 5). A la edad de seis dias la menor cantidad producida de (Z)-3-
nonenol fue en los machos desarrollados a 18 y 30°C. La mayor cantidad del compuesto
(Z,E)-a farneseno fue producida por los machos desarrollados a 20, 25 y 30°C y los que
menor cantidad liberaron fueron los machos desarrollados a 18°C. Los machos que menor
cantidad liberaron del compuesto (E,E)- a-farneseno fueron los machos de las pupas que
estuvieron a 18°C. Los machos que mayor cantidad liberaron del compuesto no identificado
fueron los procedentes de pupas que permanecieron a 25°C, y los machos que menor
cantidad fueron los provenientes de pupas desarrolladas a 18°C (Fig. 6). A la edad de ocho
dias, la mayor cantidad producida del compuesto (Z)-3-nonenol fue emitida por machos
desarrollados a 30°C en comparacion a las demas temperaturas. En el (Z,E)-a-farneseno los

machos de todas las temperaturas produjeron la misma cantidad. Los machos que menor
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cantidad del compuesto (E,E)- a-farneseno fueron los procedentes de pupas que
permanecieron a 30°C. Los machos que mayor cantidad liberaron del compuesto no
identificado fueron los desarrollados a 30°C, y los que menor cantidad liberaron fueron las
pupas que estuvieron a 18°C (Fig. 6). A la edad de diez dias, la cantidad producida del
compuesto (Z)-3-nonenol fue estadisticamente igual en todas las temperaturas. Los machos
que menor cantidad liberaron del compuesto (Z,E)-o-farneseno fueron los procedentes de
pupas que permanecieron a 30°C. La menor cantidad producida del compuesto (E,E)-a-
farneseno fueron los machos procedentes de pupas que permanecieron a 30°C. Los machos
que menor cantidad liberaron del compuesto desconocido fueron los procedentes de pupas
que permanecieron a 18°C (Fig. 6). A la edad de doce dias los machos que mayor cantidad
del compuesto (Z)-3-nonenol liberaron fueron los procedentes de pupas que permanecieron
a 25°C. En el (Z,E)-a-farneseno los machos de todas las temperaturas produjeron la misma
cantidad. Los machos que menor cantidad liberaron del compuesto (E,E)-a-farneseno
fueron los procedentes de pupas que permanecieron a 18°C. Los machos que menor
cantidad liberaron del compuesto no identificado fueron los procedentes de pupas que

permanecieron a 18°C (Fig. 6).
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Fig.5. Grafica de interaccion de volatiles producidos por los machos de A. obliqua
procedentes de pupas desarrolladas a diferentes temperaturas.
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Fig. 6. Cantidad promedio (ng/macho/h) (£ e.e.) de los cuatro compuestos liberados en
machos de 4. obliqua procedentes de pupas desarrolladas a diferentes temperaturas. Letras
diferentes en cada compuesto indican diferencia significativa (P < 0.05).
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Efecto de la temperatura en la competencia sexual

Al evaluar la competencia sexual de los machos de los distintos tratamientos, se
observo que el promedio de apareamientos por jaula fue significativamente diferente tanto
en machos silvestres como de cria masiva (F = 13.695; g.1. =4, 25; P <0.05). Los machos
silvestres fueron los que tuvieron el mayor numero de apareamientos seguidos por los
machos de cria desarrollados a 18 y 20°C. Después de éstos fueron los machos de cria
desarrollados a 25°C mientras que los machos desarrollados a 30°C presentaron el menor

numero de apareamientos con respecto a los todos tratamientos (Fig. 7).
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Fig. 7. Cantidad de copulas (+ e.e.) de machos de 4. obliqua silvestres y de cria masiva
expuestos en su etapa pupal a diferentes temperaturas. Las barras con letras diferentes
indican diferencias significativas (P < 0.05).
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Efecto de la temperatura en la fecundidad y fertilidad

En la fecundidad se presentaron diferencias significativas entre las temperaturas de
18 y 30°C (F = 1.58; g.l. = 3, 36; P <0.05). La mayor cantidad de huevos fue producida
por hembras procedentes de pupas desarrolladas a 18°C, siendo ésta igual a la de 20 y 25°C
y la menor se registrd en hembras cuyo desarrollo fue a 30°C, siendo ésta igual a la de 20 y
25°C. En la fertilidad no se presentaron diferencias significativas entre temperaturas (F=

0.78; g.1. = 3, 36; P> 0.05) (Fig. 8).
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Fig. 8. Fecundidad (A) (huevo/hembra/dia + e.e.) y fertilidad (B) de 4. obliqua expuestos
en su etapa pupal a diferentes temperaturas. Las barras con letras diferentes indican
diferencias significativas (P < 0.05).
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DISCUSION

El desarrollo de los insectos es dependiente de la temperatura, tal como el caso de
las moscas de la fruta, en las cuales se ha demostrado que los factores biodticos y abidticos
afectan su comportamiento (Moreno ef al., 1991; Nation, 1989, Epsky y Heath, 1993). Por
lo tanto, su desarrollo puede acelerarse o retrasarse de acuerdo con la temperatura del
ambiente en que se encuentren (Andrewartha y Birch 1954; Omkar et al., 2008). Asi, la
temperatura influye de manera significativa sobre la emergencia de adultos (Kemp y Bosch,
2005). En los resultados de esta investigacion el desarrollo de la pupa fue influido por la
temperatura, ya que la duracion de la etapa pupal disminuyd con el aumento de la
temperatura (Yoneda, 1981). Estos resultados son similares a los reportados en Ceratitis
capitata. En esta especie se comprobd que la temperatura esta directamente relacionada con
el desarrollo de la pupa (Crovetti et al., 1986). Recientemente, se ha sugerido que
monitorear la temperatura durante el desarrollo de la pupa de moscas de la fruta, en
conjunto con la técnica de determinacion del color de los ojos proporcionaria una
aproximacion de la edad fisiologica, (Donoso et al., 2003; Resilva et al., 2007). Sin
embargo, se debe de considerar que en los sistemas de cria con frecuencia existen
oscilaciones en la temperatura y otros factores ambientales como humedad, fotoperiodo, etc
que influyen en el desarrollo de las moscas afectando su calidad.

Los resultados de éste trabajo indican que las pupas que se desarrollaron a 18 y
20°C, registraron una mayor pérdida de peso y bajos porcentajes de pupacion, posiblemente
como respuesta a una mayor deshidratacion por el mayor tiempo de desarrollo. Bressan-
Nascimento (2001), menciona que las pupas de 4. obliqua se deshidratan con periodos
largos de desarrollo pupal, y es considerado como un factor de mortalidad en dicha fase.
Sin embargo, los adultos que emergieron de éstas pupas (18 y 20°C) tuvieron una mayor
actividad sexual (mayor numero de llamados y de apareamientos). Estos resultados
contrastan con los reportados por Meza et al., (2005), quienes encontraron que se presenta
un alto desempefio sexual en los adultos que provienen de pupas que han perdido poco
peso.

En el caso de las moscas voladoras se ha reportado que la irradiacion de pupas
induce a reducir el numero de éstas (Toledo et al., 2004), asi como la temperatura de

empacado para maduracion sexual (Resilva et al., 2007). Los resultados de este estudio en
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moscas voladoras de A. obliqua siguieron la misma tendencia que la emergencia de los
adultos, presentando los menores porcentajes en adultos procedentes de pupas que se
desarrollaron a 18 y 20°C.

La actividad sexual en A. obliqua ha sido evaluada con relacion a varios parametros
como la edad, hora del dia, efecto de la irradiacion, presencia de hospedero, entre otros
(Aluja y Birke, 1993; Lopez-Guillén et al., 2008) y en otras especies se ha estudiado
también los factores de altura y posicion en las hojas del arbol, secciones diferentes del
arbol y tiempo de duracion de la copula (Segura et al., 2007). Sin embargo, no existe
informacion de coémo la temperatura aplicada durante el desarrollo de la pupa afecta el
comportamiento de llamado sexual de los adultos. En los resultados de este experimento,
los llamados sexuales y la produccién de volatiles fueron influenciados por la edad asi
como por la temperatura usada en el desarrollo de la pupa. No encontramos diferencias en
el inicio del llamado sexual, ya que todos los machos iniciaron su actividad al sexto dia de
edad. Este comportamiento fue similar al reportado por Meza-Hernandez et al. (2002) y
Loépez-Guillén et al. (2008) en adultos criados a 25°C. En este estudio se encontrd que
cuando el desarrollo de la pupa fue a bajas temperaturas (18 y 20°C), los machos
presentaron una mayor actividad de llamado sexual, lo cual sugiere esta relacionado con el
desarrollo relajado de sus o6rganos sexuales, ya que se ha demostrado que la temperatura
influye en la maduracion gonddica (Fletcher, 1989; Taufer et al., 2000).

En la prueba de competitividad sexual, se usaron machos de ocho dias de edad,
debido a que éstos presentan el mayor pico de actividad sexual (Meza-Hernandez et al,
2002), y se observé que produjeron la misma cantidad del compuesto (Z,E)-a-farnaseno en
todas las temperaturas. La cantidad producida del compuesto (E,E)-a-farnaseno fue mayor
a las temperaturas de 20 y 25°C que a 18 y 30°C. Mientras que los machos provenientes de
pupas expuestas a 30°C presentaron mayor produccion del compuesto no identificado y del
(Z)-3-nonenol, en comparacion con las demds temperaturas. Recientemente se demostro
que el compuesto sintético del (Z)-3-nonenol resultd comportamentalmente atractivo y
antenalmente activo para las hembras de A. obliqua, este resultado sugiere que dicho
compuesto tiene la funcion de una feromona (Lopez-Guillen, 2008). También se encontro
que este alcohol resultd atractivo a hembras de A. suspensa (Loew) y en A. ludens éste

mismo compuesto provocd una respuesta antenal (Nation, 1983; Nation, 1989). Una
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posible explicacion sobre la alta cantidad de éste compuesto producido por los machos
procedentes de pupas que se desarrollaron a 30°C, hayan afectado la respuesta de las
hembras silvestres, ya que puede presentarse respuestas comportamentales diferentes con la
variacion de la concentracion de los compuestos volatiles (McNeil, 1991). En machos
procedentes de pupas cuyo desarrollo fue a 25°C, la cantidad de volatiles emitida decrecid
después de 10 dias de edad, recuperandose una menor cantidad en aquellos machos con 14
dias de edad (Lopez-Guillen, 2008). Este hecho hace suponer que el desarrollo acelerado
que tienen los insectos a 30°C, influye en su madurez sexual, provocando variaciones en la
produccion de dicho volatil, y probablemente la capacidad de los 6rganos sexuales se vio
limitada por el estrés térmico, dado que la temperatura influye en la maduracion gonadica
(Fletcher, 1989; Taufer et al., 2000).

En el estudio de la fecundidad, se observd que las hembras procedentes de pupas
sometidas a 18°C, registraron una mayor produccion de huevos, mientras que ésta
disminuyo en las hembras procedentes de pupas de la temperatura de 30°C. En cuanto a la
fertilidad de los huevos, no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos. Las variaciones en los resultados de los distintos parametros evaluados en los
insectos procedentes de pupas que fueron desarrolladas entre 18 y 30°C, posiblemente estan
relacionadas con el tiempo que permanecieron en desarrollo. De esta forma se observaron
17 dias de diferencia en el desarrollo entre dichas temperaturas. En resumen ambas
temperaturas no son adecuadas para el desarrollo de la pupa durante la cria de 4. obliqua.
En estudios con 4. ludens, se han demostrado que mantener una linea de insectos a
condiciones ambientales de 25°C influye de manera positiva sobre el peso de la pupa
(Orozco-Davila, 2006) y la competitividad sexual del adulto (Meza et al., 2005).

En nuestras evaluaciones la temperatura de 25°C, fue la que presentdé mayor
estabilidad en los parametros evaluados, el tiempo de desarrollo de pupa fue de 13 dias,
registrando la menor pérdida de peso de la pupa, mayor pupacion, mayor emergencia de
adultos, de moscas voladoras y fecundidad. Lo cudl es deseable para los procesos de cria

donde la calidad en todas sus fases fisiologicas de los insectos es fundamental.
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CONCLUSIONES

La duracién de la etapa pupal decreci6 con el aumento de la temperatura (18°C=29,
20°C=25, 25°C=13 y a 30°C=12 dias). La pérdida de peso en la pupa aument6d con la
disminucién de la temperatura, es decir, a las temperaturas mas bajas (18 y 20°C) hubo
mayor pérdida de peso y en las temperaturas mas altas (25 y 30°C) hubo menor pérdida de
peso. Cuando la pupa se desarrolld a 18 y 20°C, su desarrollo es afectado (bajo %
pupacion, emergencia y moscas voladoras), sin embargo, se beneficio significativamente su
comportamiento sexual (altos % llamados, volatiles y competencia sexual). Cuando la pupa
se desarrollé a 30°C, se obtuvo mejor desarrollo de pupa (alto % pupacion, emergencia y
moscas voladoras) y baja eficiencia sexual de los adultos (bajos % llamados, volatiles y
competencia sexual). En la fecundidad: a menor temperatura mayor es la produccion de
huevos de las hembras, es decir, a 18°C se presentd mayor produccion de huevos y a 30°C
la produccion de huevos disminuyo. En la fertilidad no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos de temperatura. En los volatiles a la edad de 8 dias los
machos desarrollados a 30°C produjeron la mayor cantidad del Z-3 nonenol. En la prueba
de competencia sexual, los mas altos promedios de apareamientos después de los machos
silvestres, se presentaron en los machos desarrollados a las bajas temperaturas (18 y 20°C),

mientras que los machos de 30°C fueron el menor nimero de copulas.
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Los resultados del estudio indican que la temperatura de 25°C es la mas
recomendable para el proceso de cria de 4. obliqua en los programas que aplican la TIE

como elemento clave del manejo integrado contra moscas de la fruta.
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