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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar si el control biolégico por
aumento genera competencia interespecifica con parasitoides nativos residentes en las
areas de liberacion y su impacto. Se plantearon dos objetivos particulares: 1) determinar
el efecto de atributos intrinsecos en las interacciones entre cuatro especies de
parasitoides nativos y Diachasmimorpha longicaudata, y 2) determinar el efecto de las
liberaciones aumentativas de D. longicaudata sobre el parasitismo natural. Para el
primer objetivo se presentan cuatro capitulos: 1) competencia intrinseca entre D.
longicaudata y tres especies de parasitoides nativos en laboratorio; 1) comparacion de
la morfologia de larvas de primer instar de cuatro especies de parasitoides nativos y D.
longicaudata; Ill) determinacién de la capacidad de Doryctobracon areolatus para
parasitar huevos y larvas recién eclosionadas de Anastrepha obliqua; y IV) competencia
intrinseca entre D. longicaudata como invasor y dos especies nativas como residentes
en frutos infestados expuestos en jaulas de campo. Los resultados demostraron que la
morfologia de la larva de Utetes anastrephae compensa la competencia con D.
longicaudata, y que la especie Doryctobracon areolatus tiene la capacidad de parasitar
embriones en el interior de huevos y larvas recién eclosionadas de A. obliqua, lo cual
puede representar una ventaja al competir con D. longicaudata. Se confirmé que las
especies nativas cuando son residentes defienden su recurso satisfactoriamente contra
D. longicaudata. Para el segundo objetivo particular se determin6 del efecto de las
liberaciones por aumento de D. longicaudata sobre Anastrepha spp. y sobre el
parasitismo natural (capitulo V), cuyo resultado permiti6 comprobar que las liberaciones
por aumento de D. longicaudata complementan el parasitismo natural y reducen de

manera significativa la infestacién de frutos por A. obliqua.

Palabras clave: D. longicaudata, D. areolatus, A. obliqua, competencia intrinseca,

competencia extrinseca



INTRODUCCION

Las moscas de la fruta (Diptera: Tephritidae) representan una de las plagas mas
importantes de la fruticultura en el mundo. Causan un impacto econdémico directo al
infestar la fruta y otro indirecto debido a las restricciones de cuarentena impuestas por
muchos paises para restringir su entrada (Aluja, 1994; Follett y Neven, 2006; Aluja y
Mangan, 2008). Las moscas de la fruta de la familia Tephritidae del género Anastrepha
(Schiner) son consideradas plagas importantes de los frutales que se cultivan desde el
sur de Estados Unidos hasta el norte de Argentina (Aluja, 1994; Aluja y Mangan, 2008).
De las casi 200 especies descritas hasta la fecha, las de mayor importancia econémica
son: Anastrepha fraterculus (Wiedemann), A. grandis Loew, A. ludens (Loew), A.
obliqgua (Macquart), A. serpentina Wiedemann, A. striata Schiner y A. suspensa (Loew)
(Aluja, 1994; Malavasi y Zucchi, 2000). En México se conocen 32 especies de este
género, de las cuales A. ludens, A. obliqua, A. serpentina y A. striata son las de
importancia agricola (Hernandez-Ortiz y Aluja, 1993). Todas estas especies son
oligéfagas (se alimentan de varios géneros y especies de plantas de una misma familia)
o polifagas (se alimentan de especies de pantas pertenecientes a diversas familias)
(Aluja, et al., 2000).

Las especies de parasitoides son uno de los factores biéticos de mortalidad que
contribuyen en la regulacién de la poblacion de tefritidos (Ovruski, et al., 2000). Los
parasitoides son insectos que en estado larvario son parasitos de otros artropodos, el
huésped (hospedero o anfitrion), mientras que en estado adulto son de vida libre
(Bernal, 2007). El uso de enemigos naturales (parasitoides, depredadores y patégenos)
para el control biolégico de plagas agricolas ha sido de gran interés en los ultimos afios,
debido principalmente al efecto adverso que generan los plaguicidas en el ambiente
(Lewis, et al., 1997; De Bach y Rosen, 1991; Knipling, 1992; Godfray, 1994; Jervis y
Kidd, 1996; Quicke, 1997; Hochberg y Ives, 2000).

En concordancia con las tendencias globales de reducir el uso de insecticidas y
agroquimicos en general, en el caso de moscas de la fruta se ha fomentado el uso del
Control Biolégico por Aumento (CBA) mediante la liberacion de parasitoides (Sivinski, et

al.1996; Montoya, et al., 2000a). EI CBA se ha definido como la estrategia donde un



namero muy grande de enemigos naturales son criados y liberados en periodos criticos
para la supresion de poblaciones plagas a corto plazo (Greathead y Waage, 1983).

El control biolégico de moscas de la fruta se ha basado histéricamente en las
liberaciones de especies de parasitoides exdticos como Diachasmimorpha longicaudata
(Ashmead), D. tryoni (Cameron), Aceratoneuromyia indica (Silvestri), Psyttalia incisi
(Silvestri), P. concolor (Szépligeti), Pachycrepoideus vindemiae (Rondani) y Fopius
arisanus (Sonan) (Wharton, 1989; Purcell, 1998; Montoya, et al., 2000a; Ovruski, et al.,
2000; Montoya y Cancino, 2004). Sin embargo, pocas de estas especies lograron
establecerse o regular la poblacion de su hospedero (Aluja, et al., 1990; Lépez, et al.,
1999; Sivinski, et al., 2000; Ovruski, et al., 2000; Eitam, et al., 2004). Una especie que
se establecié fue D. longicaudata, la cual es utilizada para el control biolégico de
moscas de la fruta (L6pez, et al., 1999; Montoya, et al., 2000a; 2005; 2007). En Hawai
se liberaron contra la mosca oriental (Bactrocera dorsalis) y del mediterraneo (Ceratitis
capitata) especies como F. arisanus, F. vandenboschi (Fullaway), D. tryoni, D.
longicaudata, Psyttalia fletcheri (Silvestri), Procecidochares incisi (Silvestri) vy
Tetrastichus giffardianus (Silvestri), de las cuales lograron establecerse D. longicaudata,
D. tryoni, y F. arisanus (Bess, et al., 1961; Haramoto y Bess, 1970; Wong y Ramadan,
1987).

En contraste, los parasitoides nativos han recibido poca atencién, excepto para los
estudios sistematicos y poblacionales de especies que atacan moscas de géneros de
importancia econémica como Anastrepha (Aluja, et al., 1990; 2003; Lopez, et al., 1999;
Ovruski, et al., 2000; 2004). Sin embargo, el interés de aumentar estratégicamente la
mortalidad causada por especies nativas a través de las liberaciones aumentativas de
parasitoides (e.g., Sivinski, et al., 1996; 1997; 2000; Purcell, 1998; Montoya, et al.,
2000a), ha dado un nuevo impulso a los estudios de liberacién de parasitoides en
relacion a las especies nativas (Serra, et al., 2011) y de competencia/coexistencia entre
parasitoides nativos y exoticos (Sivinski, et al., 1998; Sivinski, et al., 2001; Garcia-
Mendel, et al., 2007; Paranhos, et al., 2013; Miranda, et al., 2015). Estos estudios han
tenido la finalidad de investigar los posibles efectos de las interacciones competitivas
entre especies de parasitoides y como éstas pueden afectar o beneficiar al control

biologico de moscas de la fruta, ya que existen enormes variaciones en la simetria de



interacciones competitivas que van desde una amplia gama de casos donde ambos
competidores son afectados de manera similar hasta enormes asimetrias donde solo un
competidor es afectado (Sivinski, et al., 1997; Sivinski, et al., 1998; Sivinski, et al., 2000;
Wang, et al., 2003: Garcia-Mendel, et al., 2007; Aluja, et al.,, 2013; Paranhos, et al.,
2013; Miranda, et al., 2015).

Las Interacciones competitivas de mas de un recurso compartido pueden
involucrar individuos de la misma especie, asi llamada competencia intraespecifica, o
puede implicar interacciones entre individuos de diferente especie, es decir
competencia interespecifica (Price, et al., 2011). La competencia interespecifica puede
llevar a dos condiciones ecoldgicas, a un traslape de nicho que da lugar a una exclusion
competitiva o una divergencia de nicho, que promueve la coexistencia (Mills, 1999). El
control biolodgico ha generado algunos ejemplos de exclusion competitiva entre especies
de parasitoides (Bess, et al., 1961; Sivinski, et al., 1996; Sivinski, et al., 1998; Wang, et
al., 2003; Eitam, et al., 2004), mientras que las comunidades naturales de parasitoides
proporcionan evidencia de la coexistencia a través de mecanismos tales como la
particion de nicho (Sivinski, et al. 1997; Sivinski, et al., 2000; Garcia-Mendel, et al.,
2007) y competencia compensada a través de diferentes mecanismos (Sivinski, et al.,
2001; Kroder y Messing, 2010; Aluja, et al., 2013).

En México existe un amplio gremio de parasitoides nativos que atacan al género
Anastrepha. Destacando por su abundancia Doryctobracon areolatus (Szepligeti),
Doryctobracon crawfordi (Viereck), Utetes anastrephae (Viereck) y Opius hirtus
(Fischer) (Hymenoptera: Braconidae) (Lopez, et al., 1999). Estos se han encontrado
parasitando de manera natural larvas de moscas en frutales silvestres, de traspatio o
sin manejo agronémico en diversas regiones del pais (L6pez, et al., 1999; Aluja, et al.,
2003; Sivinski, et al., 2000). Sin embargo, el parasitismo natural ejercido por estos
parasitoides no es suficiente para suprimir o mantener las poblaciones de moscas de la
fruta a niveles que no causen dafo significativo (Aluja, et al., 1990; 2003; Léopez, et al.,
1999; Sivinski, et al., 2000). Para lograr un efectivo manejo de esta plaga, los niveles de
parasitismo natural tendrian que incrementarse mediante la liberacion masiva de

parasitoides. Un aspecto importante es que las caracteristicas agroecolégicas



particulares de cada region pueden influir de manera distinta en las interacciones entre
los parasitoides liberados por el CBA y las nativas.

Los programas de control biolégico por aumento para moscas de la fruta en
México, han utilizado principalmente al parasitoide exotico D. longicaudata (Montoya y
Cancino, 2004; Montoya, et al., 2000a; 2007), se conoce que esta especie es muy
competitiva y ejerce altos niveles de parasitismo (emergencia del parasitoide en
relacion a la emergencia del hospedero) y superparasitismo (varios huevos de una
especie de parasitoide en un mismo hospedero), tanto en laboratorio como en campo
(Aluja, et al., 1990; Sivinski, et al., 1997; 2000; Montoya, et al., 2000a; 2000b; 2011,
2013; Gonzalez et al., 2007; 2010). Este comportamiento puede tener un efecto
negativo sobre las especies nativas, debido a una posible competencia extrinseca, que
se da cuando las hembras de parasitoides introducidas confrontan a las nativas por el
acceso a hospederos o localizacion de estos (Griffiths y Godfray, 1988), o intrinseca,
que ocurre debido al parasitismo de hospederos ya parasitados (multiparasitismo),
donde larvas de especies introducidas pueden competir con otras larvas o destruir
huevos previos a la eclosion, debido a cambios fisioldgicos inducidos en el hospedero
(Fisher, 1961) o a través del ataque fisico utilizando las mandibulas o apéndices
caudales tipicos de ciertas larvas de primer instar (Salt, 1961).

Es poco lo que se sabe de las interacciones que se dan entre los parasitoides
utilizados en el control biolégico por aumento y los parasitoides nativos que ejercen un
control natural de moscas de la fruta, asi como de la competencia interespecifica entre
las especies de parasitoides involucradas.

En este trabajo se consider6 como especie exética a D. longicaudata por ser la
gue se utiliza actualmente en el CBA de moscas de la fruta en México y como especies
nativas a D. crawfordi, D. areolatus, U. anastrephae y O. hirtus por ser las mas
abundantes, compartir con D. longicaudata el estatus de parasitoide larva-prepupa y
presentan diferentes grados de traslape espacio temporal con la especie exotica
(Sivinski, et al., 1996; 1997; 2000; L6pez, et al., 1999; Garcia-Medel, et al., 2007).

El manejo de los parasitoides a través de liberaciones por aumento, puede ser
capaz de concentrar el parasitismo donde y cuando se requiera hacer un mayor control

(Wong, et al., 1991). Sin embargo, para su adecuado manejo es necesario contestar las



siguientes preguntas: 1) ¢Determinan las caracteristicas biologicas o de
comportamiento especificas el resultado de las interacciones entre parasitoides
liberados y residentes? y 2) ¢(Cdmo afectan las liberaciones de D. longicaudata al
parasitismo natural? En relacion a estas preguntas, este trabajo plantea las siguientes
hipotesis: 1) los atributos intrinsecos (biologia, morfologia de larva, discriminacion,
superparasitismo y multiparasitismo) son los que determinan la predominancia de
una(s) especie(s); y 2) si el parasitismo natural es bajo, el control bioldgico por aumento
no ocasionara competencia y los parasitoides liberados aprovecharan los huéspedes no
aprovechados por los parasitoides residentes.

El orden de presentacion de los capitulos en el presente documento esta en
relacion a las hipétesis. Para probar la hipotesis de que los atributos intrinsecos son los
gue determinan la predominancia de una(s) especie(s), se presentan cuatro capitulos.
El primero trata sobre la competencia intrinseca entre D. longicaudata y tres especies
de parasitoides nativos en condiciones de laboratorio, el cual responde a la pregunta
¢qué tipo de interaccion se da entre parasitoides nativos y D. longicaudata cuando
compiten bajo condiciones controladas? En este trabajo no se incluyé a la especie
nativa D. areolatus, ya que no se cont6 con una cria de laboratorio de esta especie para
el suministro de material biol6gico necesario para el experimento. Las observaciones
realizadas en el experimento del capitulo uno llevaron a la siguiente pregunta ¢ cuales
son las caracteristicas morfolégicas que pueden afectar la competencia interespecifica?
De tal manera, el segundo capitulo presenta una comparacion de la morfologia de
larvas de primer instar de cuatro especies de parasitoides nativos y D. longicaudata. El
tercer capitulo se realiz6 con la finalidad de documentar aspectos biolégicos y
ecolégicos de la especie nativa D. areolatus, los cuales fueron observados en campo y
considerados relevantes en la competencia interespecifica. De tal manera que el tercer
capitulo trata sobre la capacidad de D. areolatus de parasitar etapas tempranas de
desarrollo de A. obligua, y contribuye a responder a la pregunta ¢la accién temprana de
D. areolatus es una ventaja en la competencia con D. longicaudata? El cuarto capitulo
busca también contribuir a responder la pregunta generada en el tercer capitulo e
investigar sobre los posibles mecanismos que intervienen en la coexistencia o traslape

de nicho de las especies D. longicaudata, D. areolatus y U. anastrephae, los cuales



pueden competir por el mismo hospedero en frutos de ciruelas tropicales del género
Spondias. Por lo tanto, el cuarto capitulo es sobre la competencia intrinseca entre D.
longicaudata como invasor y D. areolatus y U. anastrephae como residentes, realizado
con frutos hospederos en jaulas en campo. Por ultimo, para probar la hipétesis sobre la
generacion de competencia por las liberaciones de parasitoides se realizé un trabajo de
campo durante dos afios que consistid en determinar el efecto de las liberaciones por
aumento de D. longicaudata sobre las poblaciones de Anastrepha spp. y sobre el

parasitismo natural, lo cual constituye el quinto capitulo.
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Resumen

Se estudié la competencia intrinseca entre Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) y las especies
nativas Doryctobracon crawfordi (Viereck), Utetes anastrephae (Viereck) y Opius hirtus (Fischer) (todos
Braconidae: Opiinae) a nivel de laboratorio, asi como los efectos que esta competencia puede tener
sobre las estrategias de parasitismo y la proporcién sexual de la progenie. D. longicaudata resulto ser la
especie mas competitiva, pues en todas las condiciones logré los porcentajes de parasitismo mas altos.
Sin embargo, cada uno de los parametros de D. longicaudata fue afectado negativamente por la
exposicion previa de las larvas a los parasitoides nativos y en el ataque simultaneo de todas las especies.
U. anastrephae fue la Unica especie que mantuvo su nivel de parasitacién cuando todas las especies
atacaron simultaneamente a los hospederos disponibles. La probabilidad de emergencia de una hembra
de D. longicaudata fue asociada positivamente con el incremento en el nimero de cicatrices presentes
sobre la cuticula de la pupa, pero no para las especies de parasitoides nativos. Se concluyé que D.
longicaudata es un competidor intrinseco superior a D. crawfordi, U. anastrephae y O. hirtus ya sea que
actué como residente o invasor. También fue la Unica especie que mantuvo una proporcién sexual
favorable a hembras en todas las condiciones bajo evaluacion. U. anastrephae fue la especie nativa que
resultd menos afectada por la presencia competitiva de D. longicaudata, lo cual sugiere que podria ser un

agente de control biolégico complementario contra moscas de la fruta del género Anastrepha.

Palabras claves: superparasitismo, multiparasitismo, U. anastrephae, D. crawfordi, O. hirtus,

competencia, proporcion sexual, larvas de parasitoides, ventajas adaptativas
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1. Introduccién

El control biolégico por aumento (CBA) se ha practicado en México a través de las
liberaciones del parasitoide Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) para el control
biolégico de moscas de la fruta del género Anastrepha y de algunos brotes de Ceratitis
capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) (Lopez et al. 1999; Montoya et al. 2005;
Montoya et al. 2007). Lo anterior, permitio el establecimiento exitoso de esta especie en
algunos lugares del pais, donde coexiste con especies nativas como Doryctobracon
crawfordi (Viereck), Utetes anastrephae (Viereck) y Opius hirtus (Fischer) (todos
Braconidae: Opiinae) (Aluja et al. 1990; Lopez et al. 1999; Sivinski et al. 2000).

Aunque una de las caracteristicas del CBA es la seguridad que ofrece en materia
de proteccién al ambiente (De Bach 1974, Hokkanen y Pimentel 1989), en la comunidad
internacional existe la preocupacion del impacto que el control biolégico pueda tener
sobre la biodiversidad natural (Thomas y Willis 1998). En este sentido, es posible que
las interacciones competitivas interespecificas que se presenten puedan afectar mas a
las especies nativas que a las exoéticas, ya que es probable que el poco tiempo de
interaccion entre las especies no produzca oportunidades de selecciébn que generen
divergencia de nicho o produzcan respuestas facultativas a la competencia de la
especie exotica (Sivinski et al. 1997; Pedersen y Mills 2004). Un ejemplo de lo anterior
lo puede constituir la especie nativa Doryctobracon areolatus (Szépligeti) (Braconidae:
Opiinae), cuyo rango de dispersion en el estado de Florida USA fue reducido
aparentemente por la presencia de D. longicaudata (Sivinski et al. 1998).

Las interacciones competitivas pueden darse a nivel extrinseco, cuando las
hembras de parasitoides introducidas confrontan a las nativas por el acceso a
hospederos o localizacién de estos (Griffiths y Godfray, 1988), o intrinseco, donde
larvas de especies introducidas pueden competir con otras larvas o destruir huevos
previos a la eclosion, debido a cambios fisioldgicos inducidos en el hospedero (Fisher,
1961) o a través del ataque fisico utilizando las mandibulas o apéndices caudales
tipicos de ciertas larvas de primer instar (Salt, 1961).

Diachasmimorpha longicaudata es un endoparasitoide koinobionte (se desarrolla
en estados de desarrollo del hospedero que crecen activamente, aun después de ser

parasitados) solitario de larva-pupa de mosca de la fruta que se utiliza comiunmente en
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diversas partes del mundo como un agente de control biolégico (Sivinski et al. 1996;
Montoya et al. 2000a). Es originario de la region Indo-Filipina donde ataca a larvas de
Bactrocera spp. (Diptera: Tephritidae) (Wharton y Marsh 1978), ha sido introducido en
gran parte de la region Neotropical (Ovruski et al. 2000), donde coexiste con
parasitoides nativos que atacan Anastrepha spp. en hospederos frutales nativos y
exoticos (Lopez et al. 1999; Ovruski et al. 2000). En México D. longicaudata se ha
reportado parasitando a varias especies del género Anastrepha (Aluja et al. 1990;
Lépez et al. 1999). Es un competidor intrinseco capaz de eliminar a Fopius arisanus
(Sonan) y F. persulcatus (Silvestri) cuando la competencia fisica toma lugar entre larvas
de primer instar (Palacio et al. 1991, Wang et al. 2008), también ataca fisicamente a
larvas de su congénere D. tryoni (Cameron) (Ramadan et al. 1994) y suprime el
desarrollo del parasitoide nativo D. areolatus (Paranhos et al. 2013).

Doryctobracon crawfordi es un endoparasitoide koinobionte solitario de larva-pupa
gue parasita larvas de A. ludens en frutos grandes como citricos y mango (Lopez et al.
1999; Ovruski et al. 2000). En México su cria en laboratorio se realiza con larvas de
tercer instar de A. ludens (Aluja et al. 2009). Esta especie tiene uno de los ovipositores
mas grandes en comparacion con otros parasitoides nativos de Anastrepha (Sivinski et
al. 2001) y aparentemente no tiene una segregaciéon de nicho con D. longicaudata
cuando ambos parasitan larvas de Anastrepha ludens (Loew) en los citricos (Sivinski et
al. 1997). En pruebas de multiparasitismo y superparasitismo en laboratorio, D.
crawfordi resulté ser un competidor inferior a D. longicaudata (Miranda et al. 2015) y su
superparasitismo no es una estrategia adaptativa cuando ataca larvas de A. ludens
(Ayala et al. 2014), en comparacion a D. longicaudata (Gonzélez et al. 2007; Montoya et
al. 2011; 2013). El forrajeo de D. crawfordi se ve afectado por la presencia de
heteroespecificos cuando compite en ambientes de baja densidad del hospedero en
pruebas de jaulas de campo (Garcia-Medel et al. 2007).

Utetes anastrephae es un endoparasitoide koinobionte solitario de larva-pupa de
moscas Anastrepha que se encuentra desde la Florida hasta Argentina (Ovruski et al.
2000). El ovipositor es corto en comparacion con otros opiines mexicanos, y forrajea
relativamente en pocas especies de frutos, por lo general pequefios (Sivinski et al.

1997; 2000). En México se ha reportado parasitando solamente a Anastrepha obliqua
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(Macquart) en frutos del género Spondias y comparte su nicho con el nativo D.
areolatus y el exdtico D. longicaudata (Lopez et al. 1999; Ovruski et al. 2000). Su cria
en laboratorio se ha establecido utilizando larvas de tercer instar de A. ludens (Aluja et
al. 2009). En competencia intrinseca es tipicamente victorioso sobre D. areolatus (Aluja
et al. 2013) pero su competencia con D. longicaudata es mas similar (Paranhos et al.
2013).

Opius hirtus es un parasitoide koinobionte solitario de larva-pupa con un reducido
rango de hospederos. Tiene un ovipositor relativamente corto en comparacion a otros
parasitoides de Anastrepha, entre sus hospederos hay dos especies raras, Anastrepha
cordata (Aldrich) y Anastrepha alveata (Stone), que se encuentran a nivel local y en
pequefias cantidades en Veracruz (Lopez et al. 1999; Sivinski et al. 2000; Aluja et al.
2003). Su cria en laboratorio ha sido solamente en larvas de A. ludens (Aluja et al.
2009). En pruebas de jaulas de campo, esta especie presenté un buen rendimiento de
forrajeo en competencia con D. longicaudata, D. crawfordi y U. anastrephae, en
ambientes de alta densidad de hospederos y frutos en suelo y dosel (Garcia-Medel et
al. 2007).

El presente estudio tuvo como objetivos evaluar la competencia intrinseca entre D.
longicaudata y las especies nativas D. crawfordi, U. anastrephae y O. hirtus, a nivel de
laboratorio, asi como determinar los efectos que esta competencia puede tener sobre

las estrategias de parasitismo y la proporcidén sexual de la progenie.

2. Materiales y métodos
2.1. Area de trabajo y material biologico

El trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Control Bioldégico del Programa
MOSCAFRUT SENASICA-SAGARPA, en Metapa de Dominguez, Chiapas, México,
bajo condiciones de 24 + 2°C, 60-80% HR y fotoperiodo 12:12 (L:D). Se utilizaron larvas
de A. ludens y A. obliqua de 8 dias de edad y hembras gravidas de los parasitoides D.
longicaudata, U. anastrephae, D. crawfordi y O. hirtus (5-9 dias de edad) con

experiencia previa de oviposicion, proporcionados por la planta MOSCAFRUT vy la cria
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de parasitoides nativos del laboratorio de Control Biolégico del Programa
MOSCAFRUT.

2.2. Competencia intrinseca

Se evalud la competencia intrinseca entre D. longicaudata y cada una de las especies
de parasitoides nativos utilizando jaulas plexiglass (30x30 cm) como arena
experimental. En estas jaulas se colocaron 30 ¢ parasitoides por especie en
exposicion independiente, secuencial y simultanea junto con la unidad de parasitacion
(cajas de Petri de 9 cm de didmetro recortadas de la orilla) rellenas de dieta fresca
sobre la que se colocaron 300 larvas de tercer instar del hospedero, cubiertas con tela
organza. Los tratamientos fueron los siguientes: 1) exposicion independiente de las
larvas a cada una de las especies de parasitoides durante 3h, 2) exposicion secuencial
de las larvas primero al parasitoide exético (3h) y dos horas después, por separado, a
cada una de las especies nativas, 3) exposicion secuencial de larvas, por separado,
primero a cada especie de parasitoides nativos (3h) y después de dos horas al
parasitoide exotico, 4) larvas expuestas de manera simultanea al exotico y cada uno de
los parasitoides nativos de manera independiente, y 5) larvas expuestas de manera
simultanea a 15 ¢ de cada especie de parasitoides bajo evaluacion.

Con base en un sentido ecolégico se decidid utilizar larvas de A. obliqua para la
evaluacion con U. anastrephae, mientras que para D. crawfordi y O. hirtus se utilizaron
larvas de A. ludens. Para la exposicion a todas las especies juntas se utilizaron larvas
de A. ludens.

Al finalizar la exposicion, las unidades de parasitaciéon fueron removidas y su
contenido (larvas mas dieta), vertido en contenedores de plastico de ocho centimetros
de diametro por cuatro centimetros de altura cubiertos con una tapa perforada forrada
con tela de organza. Las larvas se mantuvieron en dieta artificial por un dia mas para
gue completaran su desarrollo. Posteriormente se separaron de la dieta con agua del
grifo y se regresaron a su contenedor con vermiculita hUmeda para facilitar la pupacion.

Tres dias después de la exposicion, se tomé al azar una muestra del 10% (30
pupas) de cada tratamiento, las cuales se disecaron utilizando un microscopio

estereoscopio (Carl Zeiss, Discovery.V8), con la finalidad de buscar evidencia de
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parasitismo, multiparasitismo, superparasitismo y competencia intrinseca. Las larvas de
cada especie se identificaron de acuerdo a las siguientes caracteristicas morfolégicas:
D. longicaudata presenta un cuerpo pequeiio, caudado, vermiforme y fuertemente
segmentado, con capsula cefalica y mandibulas grandes en relaciéon a D. crawfordi y O.
hirtus (Figura 1); D. crawfordi es pequefio y ligeramente robusto, segmentado y
translucido, con capsula cefalica y mandibulas pequefias en relacion a D. longicaudata
(Figura la); O. hirtus es grande, robusto y ligeramente segmentado, con capsula
cefalica y mandibulas mas pequefas en relacion a D. longicaudata (Figura 1b); U.
anastrephae es robusto y grande, con capsula cefalica y mandibulas tan grandes como
D. longicaudata (Figura 2), de acuerdo con Murillo et al. 2016.

El resto de las pupas de la muestra se mantuvieron en vermiculita himeda en los
contenedores hasta la emergencia de los parasitoides y las moscas. Para todos los

tratamientos se efectuaron 12 repeticiones.

2.3. Relacién entre el superparasitismo y la proporcion sexual

Se utilizaron pupas obtenidas de larvas expuestas tres dias antes a 30 ¢ parasitoides
por especie, utilizando jaulas plexiglass (30x30 cm) y como unidades de oviposicion
cajas de Petri de 9 cm de diametro recortadas de la orilla (sin borde), rellenas de dieta
recién elaborada donde se colocaron 300 larvas de tercer instar de A. obliqua para la
especie U. anastrephae y A. ludens para el resto de las especies de parasitoides.

Se seleccionaron 100 pupas con cicatrices de oviposicion como indicador de
superparasitismo (de acuerdo a Montoya et al. 2003, 2011) por cada especie de
parasitoide, y se determind por conteo directo el nimero de cicatrices por pupa,
utilizando un microscopio estereoscopio (Carl Zeiss, Discovery.V8). Cada pupa se
colocé en una celda individual (1 cm de didmetro y profundidad, con 1 g de vermiculita
hameda) de una camara de plastico de 100 celdas, con cubierta trasparente (6x6 cm),
hasta que emergieron los parasitoides adultos. Para efecto de analisis solo se utilizaron
datos de cicatrices de pupas donde emergieron parasitoides. Se utilizaron 3

repeticiones por especie.
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Figura 1. Larvas con diferentes tamafios de capsulas cefalicas. a) D. longicaudata y D. crawfordi; b) D.
longicaudata y O. hirtus. Fotografiadas con una cdmara Sony Cyber-shot Carl Zeiss®, utilizando un
microscopio estereoscopio (Carl Zeiss, Discovery.V8).

Figura 2. Larvas con similar tamafio de capsulas cefalicas. a) D. longicaudata; b) U. anastrephae.
Fotografiadas con una camara Sony Cyber-shot Carl Zeiss®, utilizando un microscopio estereoscopio
(Carl Zeiss, Discovery.V8).
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2.4. Andlisis de datos

Competencia intrinseca. Las variables de respuesta consistieron en a) porcentaje de
pupas parasitadas, b) porcentaje de pupas superparasitadas, c) porcentaje de pupas
multiparasitadas, d) porcentaje de parasitismo, estimado con la formula: (nUmero de
parasitoides que emergieron / nimero de parasitoides y moscas que emergieron) x 100
y e) proporcién sexual. Los datos de porcentajes fueron transformados al arcoseno de
la raiz cuadrada. Se compararon las exposiciones por especie de parasitoide utilizando
un andlisis de varianza y las medias fueron comparadas por el procedimiento de Tukey
(a= 0.05), utilizando el programa estadistico SAS 9.2 (SAS Institute, 2008).

Relacion entre el superparasitismo y la proporcidbn sexual. Para el analisis
estadistico se utiliz6 una regresion logistica binomial con el sexo como variable
dependiente y el nUmero de cicatrices como predictor (véase Wilson y Hardy, 2002).

Los analisis se realizaron con el programa estadistico JMP version 5.0.1. 1989-2003.

3. Resultados
3.1. Competencia intrinseca

Todas las especies de parasitoides multiparasitaron las larvas que habian sido
previamente expuestas a heteroespecificos, con resultados variables entre las especies
y tratamientos. D. longicaudata resulto ser la especie mas competitiva, pues en todas
las condiciones (i.e., cuando fue el residente, invasor, o ante el ataque simultaneo de
todas las especies), logré los porcentajes de mayor parasitismo. Sin embargo, es
importante destacar que cada uno de los parametros de D. longicaudata fue afectado
negativamente por la exposicion previa de las larvas a los parasitoides nativos y en el
ataque simultaneo de todas las especies.

El porcentaje de pupas parasitadas por especies nativas fue afectado de manera
significativa (D. crawfordi P= 0.0007, U. anastrephae P= 0.0127, O. hirtus P= 0.0039)
por la exposiciéon previa de las larvas a D. longicaudata. Utetes anastrephae fue la Unica
especie que mantuvo su cuota de parasitacidon cuando todas las especies atacaron
simultdneamente a los hospederos disponibles; todas las demas disminuyeron su

porcentaje de pupas parasitadas (Cuadro 1).
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Todas las especies presentaron superparasitismo (Figura 3) aunque las especies
nativas superparasitaron sus hospederos en porcentajes notoriamente menores que D.
longicaudata. Las Unicas especies cuyas larvas de primer instar fueron observadas en
un comportamiento de competencia intraespecifica directa a través de agresion fisica
fueron U. anastrephae y en menor medida D. longicaudata (Figura 4), lo cual fue
documentado mediante la diseccién de pupas. En exposicion previa de las larvas a D.
longicaudata, las especies que resultaron con menor superparasitismo fueron D.
crawfordi (Fss5 = 5.77, P = 0.0006) y U. anastrephae (Fss5 = 3.43, P = 0.0142);
resultados similares para D. crawfordi se obtuvieron en exposicién simultanea de todas
y para U. anastrephae en exposicion simultdnea con D. longicaudata (Cuadro 1).

Todas las especies presentaron multiparasitismo; D. longicaudata y U.
anastrephae fueron las Unicas especies cuyas larvas de primer instar presentaron una
competencia interespecifica directa a través de una agresion fisica, lo cual pudo
observarse en las disecciones de pupas (Figura 5). Los valores mas bajos de
porcentaje de pupas multiparasitadas se registraron para las especies D. crawfordi
(F3.44=31.28, P =0.0001) y O. hirtus (F344=11.76, P = 0.0001) en exposiciones previas
y secuenciales con D. longicaudata respectivamente; ninguno de los tipos de exposicion
afect6 el porcentaje de pupas multiparasitadas por U. anastrephae (Tabla 1).

El parasitismo de las especies nativas se redujo de manera significativa por D.
longicaudata; en todas las exposiciones para D. crawfordi (F455 = 136.2, P = 0.0001) y
en exposicion previa y simultanea para U. anastrephae (F4s5 = 30.6, P = 0.0001) y O.
hirtus (F455=42.08, P = 0.0001), respectivamente. En el tratamiento cinco, la exposicion
de los hospederos a todas las especies de parasitoides juntas afectd el nivel de
parasitismo de todas las especies, excepto a U. anastrephae (Cuadro 2). D.
longicaudata fue la Unica especie que en todas las circunstancias mantuvo una
proporcion sexual favorable a hembras aunque el nimero de machos aumento
significativamente en las exposiciones previas de los hospederos a las especies nativas
(D. crawfordi F4 55 =4.25, P= 0.0045, U. anastrephae F455 = 11.46, P= 0.0001, O. hirtus
Fa55=5.50, P=0.0008) (Cuadro 2).
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3.2. Relacion entre el superparasitismo y la proporcién sexual

La probabilidad de emergencia de una hembra de D. longicaudata fue asociada

positivamente con el incremento en el nimero de cicatrices presentes sobre la cuticula
de la pupa (x¥*= 32.57, P= 0.0001), lo cual no ocurri6 en parasitoides nativos, cuyas

probabilidades de emergencia de una hembra fue negativamente asociada con el
incremento en el nimero de cicatrices presentes sobre la cuticula de la pupa (U.

anastrephae x*= 7.67, P= 0.0056, D. crawfordi x*= 3.57, P= 0.0588, O. hirtus x*= 4.12, P=
0.0427) (Figura 6).

Figura 3. Superparasitismo. a) Ocho larvas de D. longicaudata, b) tres larvas de U. anastrephae, c) dos
larvas de D. crawfordi y c) dos larvas de O. hirtus. Cada grupo de larvas fue encontrado en el interior de
una pupa de Anastrepha. Fotografiadas con una cdmara Sony Cyber-shot Carl Zeiss®, utilizando un
microscopio estereoscopio (Carl Zeiss, Discovery.V8).
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Cuadro 1. Porcentaje (+ EE) de pupas parasitadas, superparasitadas y multiparasitadas por D. longicaudata, D. crawfordi, U. anastrephae y O.
hirtus en cada uno de los tratamientos (N=30 pupas / tratamientos), las cuales fueron disecadas con un microscopio estereoscopio.

Tratamientos Parasitadas Superparasitadas Multiparasitadas Parasitadas Superparasitadas  Multiparasitadas
D. longicaudata VS D. crawfordi

P=0.0001 P=0.0001 P=0.0001 P=0.0001 P= 0.0007 P=0.0015
D. longicaudata (Testigo) 90.8+19a 522 +6.1a W = e s e e
D. longicaudata — D. crawfordi 90.3+x23a 486+45a 153+15¢c 18.1+£19b 1.2+05b 153+15¢c
D. longicaudata + D. crawfordi 875+29a 55.8+4.4a 519+25a 60.3+x21a 47+09a 519+25a
D. crawfordi — D. longicaudata 63.9+35b 147+3.0b 36.1+360Db 55.0+34a 3.3+1.0ab 36.1+36b
Todas las especies juntas* 68.9+£4.0hb 289+29hb 41.1+4.2ab 28.3+48hb 1.1£06b 26.1+4.4bc
D. crawfordi (Testigo) ~  cemmememmemeeee e e 66.4+3.4a 49+10a W @ -

. longicaudata VS U. anastrephae

P=0.0001 P=0.0001 P=0.0008 P=0.0032 P=0.0127 P=0.0973
D. longicaudata (Testigo) 90.0x16a 60.5+£3.7a = e s ek
D. longicaudata — U. anastrephae 85.3+ 1.6 a 50.0x29a 200+25¢c 258+26b 19+06b 200+25a
D. longicaudata + U. anastrephae 875+14a 586 +27a 29.7+36Db 35.0+3.6ab 19+0.7b 29.7+3.6a
U. anastrephae — D. longicaudata 63.3+3.8 b 16.9+21c 219+32c 436+t26a 47+1.0ab 219+32a
Todas las especies juntas* 68.3+4.1b 28.8+29b 411+42a 41.1+34a 78+ 21a 322+42a
U. anastrephae (Testigo) ~  —mememmmemmmem mmmmmemeeeee e 411+45a 47+x14ab -

. longicaudata Vs O. hirtus

P=0.0001 P=0.0001 P=0.0001 P=0.0001 P=0.0039 P=0.0071
D. longicaudata (Testigo) 944+1.7a 76.1+26a W = e e s
D. longicaudata — O. hirtus 88.6+21a 50.4+4.1hb 39+09c 7.2+12¢c 05+03a 39+09hb
D. longicaudata + O. hirtus 87.7+18a 61.1+24hb 13.6+£1.8b 222+16a 22+09a 136+18a
O. hirtus — D. longicaudata 51.4+33c 18.1+25¢c 28+11c 23.3+x1.7a 41+12a 28+1.1b
Todas las especies juntas* 689+41b 289+29c 41.1+42a 15.3+23b 19+09a 128+ 23a
O. hirtus (Testigo) ~ ceeememmmeeee e e 25.3+21a 38+x09a W @ -

*D. longicaudata, D. crawfordi, U. anastrephae y O. hirtus; — = exposicion secuencial; + = exposicion simultanea. Medias dentro de las columnas y
tratamientos seguidos por letras diferentes son estadisticamente diferentes mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y Tukey (P < 0.05). E.E.= Error

Estandar.
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Cuadro 2. Porcentaje (+ EE) de parasitismo y proporcién de machos de D. longicaudata, D. crawfordi, U. anastrephae y O. hirtus en cada uno de
los tratamientos (N= 270 pupas / tratamiento), el parasitismo se calcul6 como el nimero de parasitoides que emergieron divididos por el nUmero
de parasitoides y moscas que emergieron por cien.

Proporcion

Proporcion

Tratamientos Parasitismo Tratamientos Parasitismo
machos machos
D. longicaudata Vs D. crawfordi
P =0.0001 P=0.0003 P =0.0001 P= 0.0006
D. longicaudata (Testigo) 98.2+12a 0.29+0.01b D. crawfordi (Testigo) 719+43a 0.46 £ 0.02 ab
D. longicaudata — D. crawfordi 975+ 0.4 a 0.30+£0.01 b D.crawfordi — D. longicaudata 209+28hb 0.45+0.02 ab
D. longicaudata + D. crawfordi 96.0+09a 0.31+0.02ab D. crawfordi + D. longicaudata 3.7+0.8¢c 0.26 £ 0.05b
D. crawfordi — D. longicaudata 727+28D 0.38+0.01 a D. longicaudata — D. crawfordi 15+03¢c 0.28+0.1 b
Todas las especies juntas* 70.7+23b 0.35+0.03ab Todas las especies juntas* 45+10¢ 0.54+0.1 a

D. longicaudata VS U. anastrephae
P =0.0001 P=0.0001 P =0.0001 P=0.7166
D. longicaudata (Testigo) 97.7+0.7 a 0.25+0.02b U. anastrephae (Testigo) 17.7+14a 0.45+0.04 a
D. longicaudata — U. anastrephae 89.3+0.9Db 0.23+0.01b U. anastrephae — D. longicaudata 18.2+1.3a 0.39+0.02 a
D. longicaudata + U. anastrephae 93.6+0.6a 0.19+0.02b U. anastrephae + D. longicaudata 57+04Db 0.42+0.04 a
U. anastrephae — D. longicaudata 73.3+1.4c 0.35+£0.03 a D. longicaudata — U.anastrephae 79+08Db 0.40+0.03 a
Todas las especies juntas* 70.7+24c 0.35+0.03 a Todas las especies juntas* 143+15a 0.43+0.04 a
D. longicaudata VS O. hirtus
P =0.0001 P=0.0008 P =0.0001 P=0.0159
D. longicaudata (Testigo) 979+09a 0.26£0.01b  O. hirtus (Testigo) 14.0+19a 0.51+0.03a
D. longicaudata — O. hirtus 97.3+04a 0.30+0.01b O. hirtus — D. longicaudata 10.3+24a 0.50+0.02a
D. longicaudata + O. hirtus 945+0.7 a 0.29+0.02b O. hirtus + D. longicaudata 3.7+06b 0.57+0.04 a
O. hirtus — D. longicaudata 66.6+44Db 0.40 £+ 0.04 a D. longicaudata — O. hirtus 0.8+0.2b 0.36+0.1 ab
Todas las especies juntas* 70.7+24Db 0.35+0.1ab Todas las especies juntas* 1.4+03b 0.17+0.1 b

*D. longicaudata, D. crawfordi, U. anastrephae y O. hirtus;

— = exposicion secuencial; + = exposicién simultanea. Medias dentro de las columnas y

tratamientos seguidos por letras diferentes son estadisticamente diferentes mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y Tukey (P < 0.05). E.E.= Error

Estandar.
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Figura 4. Competencia intrinseca intraespecifica. a) Dos larvas de D. longicaudata unida por sus
mandibulas extraidas del interior de una pupa de A. ludens; b) Dos larvas de U. anastrephae unida por
sus mandibulas extraidas del interior de una pupa de A. obliqua. Fotografiadas con una cdmara Sony
Cyber-shot Carl Zeiss®, utilizando un microscopio estereoscopio (Carl Zeiss, Discovery.V8).
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Figura 5. Competencia intrinseca interespecifica. a) Larva de D. longicaudata unida por sus mandibulas
al cuerpo de una larva de O. hirtus extraidas del interior de una pupa de A. ludens; b) Larva de U.
anastrephae unida por sus mandibulas al cuerpo de una larva de D. longicaudata extraidas del interior de
una pupa de A. obliqua. Fotografiadas con una camara Sony Cyber-shot Carl Zeiss®, utilizando un
microscopio estereoscopio (Carl Zeiss, Discovery.V8).
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Figura 6. Relacion entre la proporcion sexual y superparasitismo (nimero de cicatrices) en datos binarios

(1=hembras, 0O=machos) en a) D. longicaudata (n=145), b) D. crawfordi (n=95), c¢) U. anastrephae (n=82)
y d) O. hirtus (n=90). La linea representa la regresioén logistica con intervalos de confianza del 95%, e
ilustra la probabilidad estimada P, de ser una hembra (P
longicaudata n= 0.3330695 + 0.0721047 x numero de cicatrices; D. crawfordi n=0.5076419 - 0.0363334 x
numero de cicatrices; U. anastrephae n= 0.7722324 - 0.0624584 x numero de cicatrices; O. hirtus n=

0.551933 - 0.0402551 x numero de cicatrices.
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4. Discusién

Nuestros resultados demuestran que el parasitismo de cada especie evaluada fue
afectado negativamente bajo condiciones de competencia intrinseca interespecifica,
independientemente si el rol jugado fue de residente o de invasor. Diachasmimorpha
longicaudata fue la especie mas exitosa pues invariablemente logré porcentajes de
parasitismo méas elevados que el resto de las especies nativas, lo cual es consistente
con lo reportado por Paranhos et al. (2013), en un estudio de confrontaciones de D.
longicaudata con las especies D. areolatus y U. anastrephae.

En ausencia de competidores D. crawfordi fue la especie nativa con el mayor
parasitismo (71.9%), razén por la cual se le ha considerado un candidato para
produccion masiva y liberaciones aumentativas contra A. ludens (Montoya y Cancino
2004; Miranda et al. 2015). Sin embargo, D. crawfordi fue la especie mas afectada por
la presencia de D. longicaudata, en su porcentaje de parasitismo en todas las
condiciones evaluadas, este hecho indicé una menor competitividad a pesar de ser
residente o invasor en el hospedero, asi como su bajo rendimiento en pupas
parasitadas y multiparasitadas cuando D. longicaudata es residente. Lo anterior sugiere
el efecto que pueden tener las liberaciones de D. longicaudata en ambientes donde
naturalmente exista D. crawfordi, ya que ambas especies pueden competir por larvas
en los frutos de un mismo hospedero (Sivinski et al. 1997), lo cual puede llevar a un
desplazamiento competitivo de D. crawfordi por D. longicaudata. No obstante, existen
argumentos sobre una posible distribucion de recursos para estas dos especies,
sefialando que D. longicaudata esta mas adaptado a los ambientes de baja altitud y
secos con una gran diversidad de hospederos frutales y especies de moscas, mientras
que D. crawfordi forrajea mejor en ambientes de zonas altas, frescas y hUumedas que
pueden contener arboles silvestres de citricos (Sivinski et al. 2000).

Utetes anastrephae fue la especie nativa menos afectada en su desempefio en
comparacion a las otras especies nativas, lo cual también fue consistente con lo
reportado por Paranhos et al. (2013) cuando se compar6é el rendimiento de U.
anastrephae y D. areolatus en competencia con D. longicaudata. Sin embargo, hay que
destacar el hecho de que en ataque secuencial con D. longicaudata, el rendimiento de

U. anastrephae fue igual a cuando atacé en solitario (=tratamiento testigo), lo que nos
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indica que esta especie tiene una alta capacidad de defensa cuando D. longicaudata
actia como invasor, lo que sugiere que no seria facilmente desplazado bajo
condiciones naturales (i.e. atacando A. obliqua en Spondias spp.). Resultados similares
se pueden observar en el ataque simultaneo de todas las especies, indicAndonos una
superioridad intrinseca de U. anastrephae en relacion al resto de las especies nativas,
probablemente debido al tamafio de su larva de primer instar, cuya capsula cefélica y
mandibulas son méas grandes a las de otras especies nativas, pero similares a la de D.
longicaudata (Figura 2), aunado al comportamiento agresivo de esta larva que pudo ser
observado en las disecciones de pupas (Figuras 4b y 5b). Esta superioridad intrinseca
competitiva de U. anastrephae y su mayor resistencia al ataque de D. longicaudata
podria ayudar a explicar como a pesar de ser una especie poco comun en México, se
ha podido mantener de manera constante en regiones donde abundan D. areolatus y D.
longicaudata.

Opius hirtus fue la especie con el menor desempefio y la mas afectada cuando D.
longicaudata es residente y en competencia simultanea con ésta y todas las especies
juntas. Estos resultados demuestran que O. hirtus es un competidor intrinseco inferior,
situacion que puede derivarse de su especializacion atacando especies raras de
hospederos como A. cordata y A. alveata, que a su vez infesta a hospederos frutales
poco comunes (Hernandez-Ortiz et al. 1994; Lépez et al. 1999; Sivinski et al. 2000;
Aluja et al. 2003). Este hecho puede generar una competencia intrinseca
heteroespecifica menor que favorece la sobrevivencia de su larva de primer instar que
posee una capsula cefélica y mandibulas muy pequefia en comparacion a las otras
especies evaluadas (Figuras 1b). No obstante esta especie ha sido considerada como
un buen competidor extrinseco en el forrajeo cuando los hospederos se encuentran en
bajas densidades (Garcia-Medel et al. 2007).

Diachasmimorpha longicaudata fue también la especie con mayor porcentaje de
pupas superparasitadas en todos los tratamientos evaluados, lo cual podria ser
correlacionado positivamente con la ventaja competitiva que mostré sobre el resto de
las especies evaluadas. En diferentes trabajos (Gonzalez et al. 2007; Montoya et al.
2011; 2013) se ha sugerido que la presencia del superparasitismo en D. longicaudata

podria representar una ventaja adaptativa, ya que éste se ha relacionado positivamente
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con una proporcion sexual favorable a hembras, sugiriendo que la emergencia de
hembras bajo condiciones superparasiticas se puede deber a una capacidad
competitiva intrinseca superior de éstas (Montoya et al. 2011). En este trabajo también
se observo esta condicion (Figura 6), lo cual resultd completamente contrastante con
los resultados obtenidos con las tres especies nativas de parasitoides, ya que éstas
presentaron, ademéas de una baja proporcion de pupas superparasitadas, una relacién
inversa entre el nimero de cicatrices con la emergencia de hembras.

Los hechos referidos en el parrafo anterior nos sugieren que la especie exotica y
las especies nativas evaluadas aqui han desarrollado estrategias adaptativas diferentes
en torno a la seleccion de hospederos, en donde las especies nativas parecen mostrar
una mayor capacidad de discriminacion intraespecifica, ya que las hembras evitan
poner huevos que produciran hijas en huéspedes considerados de baja calidad, lo cual
se puede relacionar directamente con el tamafio del hospedero y/o con su parasitacion
previa por conespecificos (Charnov 1982; King 1993; Godfray 1994). Las altas
proporciones de pupas multiparasitadas nos indican que la discriminacion
heteroespecifica es mas elusiva para las especies aqui evaluadas, lo cual se puede
atribuir a la dificultad que se tiene de reconocer las sefiales quimicas dejadas por los
heteroespecificos, ya que la mayoria de los parasitoides tienden a reconocer sus
propias marcas o las dejadas por los conespecificos (Nufio y Papaj 2001; Van Alphen y
Visser 1990). Una excepcion a lo anterior lo parece constituir la relacion entre O. hirtus
y D. longicaudata donde ambas especies registraron los porcentajes mas bajos de
multiparasitismo.

De acuerdo con nuestros resultados podemos concluir que D. longicaudata es un
competidor intrinseco superior a D. crawfordi, U. anastrephae y O. hirtus ya sea que
actie como residente o invasor. También fue la Unica especie que mantuvo una
proporcion sexual favorable a hembras en todas las condiciones bajo evaluacion, lo
cual lo ratifica como un enemigo natural altamente elegible en programas de control
biolégico por aumento. U. anastrephae fue la especie nativa que resultd6 menos
afectada por la presencia competitiva de D. longicaudata, lo cual sugiere que podria ser
utilizado como un agente de control biolégico complementario contra moscas de la fruta

del género Anastrepha.
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Abstract

The morphology of the first instars of the Opiinae braconids Diachasmimorpha longicaudata,
Doryctobracon areolatus, Doryctobracon crawfordi, Utetes anastrephae and Opius hirtus (the first is
exotic, and the others are natives to Mexico), parasitoids of Anastrepha fruit flies, are described and
compared. The possible implications on interspecific competition among these species are discussed. The
most significant adaptations found were: (1) the mouth apparatus, where the large mandibles and fang-
shaped maxillary lobes present in D. longicaudata and U. anastrephae larvae were absent in O. hirtus, D.
areolatus and D. crawfordi larvae, and (2) the degree of mobility for exploration and escape, such as the
lateral and caudal appendages that were only present in D. longicaudata (ventrolateral appendages in the
base of the cephalic capsule), U. anastrephae (caudal lobe with two appendages) and D. areolatus
(caudal lobe with a round apex with a globular shape). The first instar larvae of the species D.
longicaudata show morphological adaptations that apparently confer competitive advantages against the
larvae of D. areolatus, D. crawfordi and O. hirtus. However, the first instar larvae of U. anastrephae show

larger mandibles, an adaptation that could enable this species to resist competition from D. longicaudata.

Keywords: morphology, Diachasmimorpha longicaudata, Doryctobracon areolatus, Doryctobracon

crawfordi, Utetes anastrephae, Opius hirtus, interspecific competition
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1. Introduction

The guild of native parasitoids attacking fruit flies of the genus Anastrepha (Schiner) in
the Neotropical region is mainly composed of a group of solitary endoparasitoid
koinobionts, mostly of the family Braconidae, that oviposit in the host larvae and emerge
from pupae. The species Doryctobracon areolatus (Szépligeti 1911), Doryctobracon
crawfordi (Viereck 1911), Utetes anastrephae (Viereck 1913) and Opius hirtus (Fischer
1963) are notable due to their abundance (Lopez et al., 1999; Ovruski et al., 2000).
Exotic species constitute 18% of the parasitoid guild, including the species
Diachasmimorpha longicaudata Ashmead (Wharton, 1987), which stands out due to its
frequency of occurrence since its introduction via biological control programs (Aluja et
al., 1990; Sivinski et al., 2000; Ovruski et al., 2000).

The competitive interactions among species of Opiinae targeting fruit flies of the
genus Anastrepha (Diptera: Tephritidae) tend to have a greater effect on native species
than on exotic species (Sivinski et al., 1997; Pedersen and Mills, 2004) through indirect
or direct interactions (Boivin and Brodeur, 2006). Indirect competition can be through
oviposition-deterring pheromones (Boivin and Brodeur, 2006). Direct competition can be
extrinsic, such as when parasitoid females confront other females for access to hosts
(Griffiths and Godfray, 1988), and intrinsic, when parasitoid larvae compete for nutrients
or space within the host (Silvers and Nappi, 1986).

During intrinsic competition, parasitoid larvae can induce physiological changes
within the host to destroy eggs of competitors (Fisher, 1961) or can use their mandibles
or caudal appendages, which are typical in certain mobile first instar larvae, to physically
attack other larvae (Salt, 1961). The locomotive, protection, attack, ingestion and
respiratory functions of parasitoid larvae are expressed through morphological
characteristics (Hagen, 1964). For example, a well-developed caudal appendage allows
the larvae to swim through the host’s hemolymph, which may be an adaptation allowing
them to raise the probability of finding conspecific or heterospecific larvae that may be
then attacked and destroyed (Harvey et al., 2013). Large mandibles or caudal
appendages typical of several mobile larvae species provide an advantage in the
competition between parasitoid larvae (Salt, 1961). The size of the larvae of a

parasitoid, the relative time since oviposition and the condition of the host are
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determining factors in the survival of a species under intrinsic competition (Fisher, 1961;
Mills, 2003; Wang and Messing, 2003).

Morphological studies on the preimaginal stages of fruit fly parasitoids have been
few (Tormos et al., 2009; Carabajal-Paladino et al., 2010; Tormos et al., 2013) despite
the significance of morphological characteristics in competitive interactions among
parasitoid species (Aluja et al., 2013) and the advantages that could be gained by
identifying insects before emergence into adulthood, which could make it easier to
quantify the impact of natural enemies on these species in biological control programs
(LI&cer et al., 2005; Onagbola and Fadamiro, 2008).

The aim of the present study was to describe and compare the morphology of first
instar larvae of five braconid Opiinae parasitoid species (four native and one exotic to
the Neotropics) that target fruit flies of the genus Anastrepha and discuss the

implications of this morphology on interspecific competition.

2. Materials and methods

2.1. Study areas and biological material

This study was carried out at three locations; field sampling and rearing in the Medellin
de Bravo municipality in the central region of Veracruz, Mexico; host larval dissections at
the biological control laboratory of the MOSCAFRUT facility in Metapa, Chiapas; image
processing and analysis at the Scanning Electron Microscopy Laboratory of ECOSUR in
Tapachula, Chiapas.

A total of 50 first instar larvae from each parasitoid species, D. longicaudata, D.
crawfordi, U. anastrephae, O. hirtus and D. areolatus were used. The first four species
were collected from pupae of Anastrepha ludens (Loew) at 3 days of age. The A. ludens
pupae were kindly provided by the parasitoid rearing laboratory of the MOSCAFRUT
facility. Larvae of D. areolatus were obtained from third instar Anastrepha obliqua
(Macquart) larvae, which were obtained from Hog Plums (Spondias mombin L.)

collected in the field in Dos Postes, Medellin de Bravo, Veracruz.
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2.2. Stereomicroscopy

Utilizing a Carl Zeiss Smz -168® stereo microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany), 30
A. obliqua larvae and 30 A. ludens pupae were dissected in order to obtain late first
instar larvae of the abovementioned parasitoid species.

Permanent preparations of parasitoid larvae were performed and mounted on
slides using Hoyer's medium to facilitate the measurement of head capsules and
mandibles. Larvae, head capsules and mandibles were photographed at 5x using a
Motic 2.0® digital camera and measured afterward using the Motic Images Plus 2.0
Software.

2.3. Scanning Electron Microscopy

Twenty larvae of A. obliqua and 20 pupae of A. ludens were dissected to allow collection
of late first instar larvae of the studied parasitoid species. During extraction, Anastrepha
larvae were kept submerged in a sterile saline solution, which was also used to wash
the parasitoid larvae four to five times to eliminate any remaining residue of the host’s
haemolymph. The parasitoid larvae were fixed for 1 h in hot (50-60°C) fixing solution
(1% formaldehyde, 3% glutaraldehyde, 0.2 M sucrose, 0.1 M simulated body fluid (SBF)
pH 7.3). They were later transferred to a 2% glutaraldehyde, 5% DMSO, 0.1 M SBF pH
7.3 solution and incubated for 24 h (Hayat, 1981). Afterward, they were dehydrated
through ethanol changes (50, 70, 90 and 100%) every 2 h. The samples were CO2
critical point dried in an SPI SUPPLIES model SPI-DRY CPD® dryer. The mounting was
performed on aluminum cylinders using conductive carbon adhesive tape, with the
samples being covered with a gold-palladium layer approximately 20 nm in thickness,
using a DENTON VACUUM, model DESK IlI®. The samples were analyzed under a
scanning electron microscope (SEM) under high vacuum and 8 kV acceleration
conditions (TOPCON, model SM-510®). Larvae were thoroughly scanned and
photographed.
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2.4. Data analysis

The visible stereoscopic characteristics were used in the general description of larval
body and dimensions. The SEM observations were used to describe specific details and
dimensions and to confirm the data obtained from stereomicroscopy. Measurements are
given as mean values + SE. Body length did not include the head capsule, body width
was measured considering the points of maximum distance, head capsule length did not
include the mandibles, and cephalic width was measured considering the points with the
maximum distance. An analysis of variance and a Tukey’s range test (P = 0.05) were
performed to compare the dimensions of the larvae using the Statistical Analysis System
(SAS Institute, 2008).

3. Results
3.1. Larval descriptions
D. longicaudata (Ashmead).

Appearance. Cyclopiform type larva (Quicke, 1997), with resilient and muscled cuticle.
Well-defined head, translucent body, caudate and vermiform, with marked segmentation
as described in Carabaja-Paladino et al. (2010), and 12 body segments (Figure 1a).
Body. 736.9 + 0.01 pm in length and 169.0 + 0.003 pm in width. Last abdominal
segment with a well-differentiated caudal lobe (cl) in the shape of a small and robust tail
(= 75.0 ym in length) (Figure 1a). Integument with microspinules (ms) measuring 0.96 +
0.04 um in length (Figure 1b). Head capsule. Large in relation to body and strongly
sclerotized, wider rather than longer at base (Figure 1c), as described in Carabajal-
Paladino et al. (2010). Measures 283.1 = 0.004 um in length and 312.6 = 0.005 um in
width. Rudimentary antennae with two long chaetae present in posterior part and from
ventral base of head capsule two appendages (ap) in the shape of small arms emerge
(= 109.3 uym long x = 29.6 um wide) (Figure 1c). Mandibles. Large and very sclerotized
(ma), as detailed in Carabajal-Paladino et al. (2010), 130.1 £ 0.002 um in length and
36.1 £ 0.001 um wide at base. A pair of double papillae (dp) present in upper section
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around mouth, with a pair of wide chaetae on each papilla, serrated jaw (sj) with fang-

shaped maxillary lobes (= 32.0 ym in length) and two pairs of long chaetae (Figure 1c).
D. crawfordi (Viereck).

Appearance. Larva inflexible and largely inactive, of hymenopteriform type (Quicke,
1997), not particularly robust appearance and fragile cuticle. Body transparent, small
and lightly segmented, well-defined head and 12 body segments (Figure 1d). Body.
881.9 = 0.01 um in length and 318.7 £ 0.005 um in width. Last abdominal segment
lacking caudal appendage (Figure 1d) and integument with microspinules (ms)
measuring 1.3 £ 0.05 um in length (Figure 1e). Head capsule. Retractable, sclerotized
and of rectangular shape (Figure 1f). Measures 125.4 + 0.002 um in length and 203.8 +
0.004 pm in width, with a dorsal integument band widest at the edges. Mandibles. Of
medium size and sclerotized (ma), 91.4 £ 0.002 pum in length and 33.1 = 0.001 pm in
wide at base. Maxilla smooth, with small cusp (sc) and salivary gland opening (sgo) in
central part, a pair of double papillae (dp) in the upper part around mouth and labial

chaetae (Ic) in inferior part (Figure 1f).
D. areolatus (Szépligeti).

Appearance. Vesiculate and polypodiform type larvae (Quicke, 1997), muscled but with
fragile cuticle. Body transparent, long, cylindrical, caudate and vermiform, with weak
segmentation. Well-defined head and 12 body segments (Figure 2a). Body. 1709.3 +
0.04 pm in length and 297.8 + 0.01 pm in width. Last abdominal segment with well-
differentiated, tail-shaped caudal lobe (cl) (= 184.3 ym in length) having a rounded apex
of globular shape (Figure 2a). Ventrolateral papilla (vp) present in the third body
segment (= 8.3 ym in length), which is striated and of triangular shape (Figure 2b).
Microspinules in integument absent. Head capsule. Retractable, lightly sclerotized and
small. Shape rectangular measuring 88.6 + 0.01 um in length and 159.1 + 0.001 pm in
width (Figure 2c). With dorsal integument band. Mandibles. Small, sclerotized and well-
defined (ma), 58.5 £ 0.001 pm in length and 21.1 + 0.001 pm in width at base, with
smooth maxilla and a pair of double papillae (dp) in upper part around mouth (Figure
2¢).
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U. anastrephae (Viereck).

Appearance. Hymenopteriform type larvae (Quicke, 1997), robust and with thick cuticle.
Body transparent, weakly segmented, with well-defined head and 12 body segments
(Figure 2d). Body. 1223.9 £ 0.01 pm in length and 413.4 + 0.01 pm in width. Last
abdominal segment with well-differentiated, tail-shaped, caudal lobe (cl) (49.1 um long),
from which emerge two small appendages (sa) (36.2 um long) (Figure 2d). Integument
with microspinules (ms) measuring 1.2 £ 0.02 um (Figure 2e). Head capsule. Non-
retractable, very sclerotized and large. Rectangular shaped and 242.7 £ 0.01 pm in
length and 290.7 £ 0.01 um in width (Figure 2f). Without dorsal integument band.
Mandibles. Large and strongly sclerotized (ma), 195.7 £ 0.005 pum in length and 52.7 +
0.002 um in wide at base). With a pair of double papillae (dp) in upper part around
mouth, large chaetae present on each papilla and one on base, jaw with fang-shaped

maxillary lobes (ml) (37.5 um in length) (Figure 2f).
O. hirtus (Fischer).

Appearance. Hymenopteriform type larvae (Quicke, 1997), with an apparently fragile
cuticle. Body transparent and broad, with weak segmentation, well-defined head and 12
body segments (Figure 3a). Body. 1198.2 + 0.01 um in length and 435.5 £ 0.005 um in
width. Lacking a caudal appendage (Figure 3a). Integument with microspinules (ms)
measuring 1.5 + 0.06 um long (Figure 3d). Head capsule. Retractable, small and
unsclerotized, 90.8 + 0.01 um in length and 159.1 um in width (Figure 3c). Lacking
dorsal integument band. Hypostome, pleurostome and epistome are notably sclerotized,
forming internal structure in shape of a mask. Mandibles. Small and very sclerotized
(ma), 39.9 + 0.001 pum in length and 14.6 £ 0.001 pm in width at base. With four
depressions in labrum having long chaeta (Ic) in each depression and four maxillary

chaetae (mc) (4.0 um in length) (Figure 3c).
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Figure 1. Diaschamimorpha longicaudata (a-c). a) First instar larva with caudal lobe, b) integument with
microspinules, ¢) head capsule and mandibles; Doryctobracon crawfordi (d-f). d) First instar larva lacking
caudal appendage, e) integument with microspinules, f) head capsule and mandibles. Caudal lobe (cl),
microspinules (ms), appendages (ap), mandibles (ma), double papillae (dp), serrated jaw (sj), small cusp
(sc), salivary gland opening (sgo), labial chaetae (Ic).
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Figure 2. Doryctobracon areolatus (a-c). a) First instar larva with body large, cylindrical and caudate, b)
ventrolateral papilla present in the body, c) head capsule and mandibles; Utetes anastrephae (d-f). d) First
instar larva with caudal lobe, e) integument with microspinules, f) head capsule and mandibles. Caudal
lobe (cl), ventrolateral papilla (vp), mandibles (ma), double papillae (dp), small appendages (sa),
microspinules (ms), maxillary lobes (ml).
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3.2. Comparison of larval morphology

The body and head capsule of D. longicaudata first instar larvae (Figure la and c) are
completely different when compared to other species. The D. areolatus body shape
(long and of cylindrical shape) (Figure 2a) is different from the robust body shape of
other native parasitoids (Figuresld, 2d and 3a), as described in Aluja et al. (2013) in
comparison with U. anastrephae larvae. However, the head capsule of D. areolatus is
similar in shape to that of D. crawfordi (Figures 1f and 2c). The appearance of U.
anastrephae and D. crawfordi larvae is very similar, but with different dimensions
(Figures 1d and 2d). The body shape of O. hirtus is similar to that of U. anastrephae and
D. crawfordi (Figures 1d, 2d and 3a), but the head capsule of O. hirtus is completely
different from all other species (Figures 1c, 1f, 2c, 2f and 3c).

Parasitoid species that are smaller as adults, such as U. anastrephae and O.
hirtus, turned out to have the largest larvae in both length and width compared with D.
crawfordi and D. longicaudata (Table 1). D. areolatus larvae were the longest, but
thinnest, among the studied species (Table 1). Larvae of D. longicaudata were
significantly smaller and thinner in comparison with the other parasitoid species (Table
1).

Table 1. Average (+ S.E.) length and width (um) of the body of fruit fly (Anastrepha spp.) first instar
parasitoid larvae (Braconidae: Opiinae). Measured through a stereomicroscope (5x).

Species Length Width

P = 0.0001 P = 0.0001
Doryctobracon areolatus 1708.69 £ 0.04 a 297.81+0.01 b
Utetes anastrephae 1223.88+£0.01 b 413.44+0.01 a
Opius hirtus 1198.22+0.01 b 435.55 + 0.005 a
Doryctobracon crawfordi 883.86 + 0.01 c 318.72+0.005 b
Diachasmimorpha longicaudata 736.97 £0.01d 169.0 £0.003 ¢

Mean values in the columns and parasitoid species followed by different letters are significantly
different as analyzed by ANOVA and Tukey’s test (P < 0.05). S.E., standard error, n = 30.

The head capsule of D. longicaudata larvae was the largest, followed by that of U.
anastrephae, which were significantly larger than those of D. crawfordi, O. hirtus and D.
areolatus (Table 2). The head capsule of O. hirtus and D. areolatus were statistically

equal in length but different in width (Table 2).
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Table 2. Average (+ S.E.) length and width (um) of the head capsule of fruit fly (Anastrepha spp.) first
instar parasitoid larvae (Braconidae: Opiinae). Measured through a stereomicroscope (5x).

Species Length Width

P =0.0001 P = 0.0001
Diachasmimorpha longicaudata 283.11 +0.004 a 312.61+0.005 a
Utetes anastrephae 242.79+0.01 b 287.78+0.01 b
Doryctobracon crawfordi 125.45 +0.002 ¢ 203.84 £ 0.004 c
Opius hirtus 90.78+0.01 d 116.89 £ 0.003 e
Doryctobracon areolatus 88.64+0.01 d 159.14 +0.001 d

Mean values in the columns and parasitoid species followed by different letters are
ﬁiging(i)(‘jantly different as analyzed by ANOVA and Tukey'’s test (P < 0.05). S.E., standard error,

The mandibles of U. anastrephae larvae were the largest (Table 3), as reported by
Aluja et al. (2013), when compared to those of D. areolatus. The D. longicaudata larvae
possessed the second largest set of mandibles (Table 3). The mandibles of D. crawfordi
were statistically equal to D. longicaudata but were significantly shorter in length (Table
3). O. hirtus and D. areolatus have significantly smaller mandibles than other species

(Table 3).

Table 3. Average (= S.E.) length and width (um) of the mandible of fruit fly (Anastrepha spp.) first instar
parasitoid larvae (Braconidae: Opiinae). Measured through a stereomicroscope (5x).

Species Length Width

P = 0.0001 P = 0.0001
Utetes anastrephae 195.7 £ 0.005 a 52.78 £ 0.002 a
Diachasmimorpha longicaudata 130.1 +£0.002 b 36.12+0.001 b
Doryctobracon crawfordi 97.5+0.002 c 33.17+0.001 b
Doryctobracon areolatus 58.5+0.001d 21.14+0.001 c
Opius hirtus 39.9+0.001 e 1459+ 0.001 d

Mean values in the columns and parasitoid species followed by different letters are
significantly different as analyzed by ANOVA and Tukey's test (P < 0.05). S.E., standard
error, n = 30.

4. Discussion

The most significant adaptations found in the first instar larvae of the parasitoid species
analyzed in this study were those related to the mouth apparatus and those related to
sensory and mobile capacity. Those adaptations related to the mouth apparatus, such
as the mandibles, are needed for egg hatching and obtain the necessary food to
progress into the next larval stage. They may also be used in physical combat against
competitors in conditions of superparasitism or multiparasitism (Godfray, 1994; Quicke,
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1997; Wang and Messing, 2003; Wang et al., 2008). The large mandibles and fangs on
the maxillary lobes of D. longicaudata and U. anastrephae larvae, are absent in O.
hirtus, D. areolatus and D. crawfordi larvae. Those adaptations related to the sensory
and mobile capacity and that are used for exploration and escape include the maxillary
and labial palps, integument differentiations covering the body (chaetae, spines,
spinules and microspinules) and caudal or lateral appendages. No large differences in
maxillary palps and the presence of microspinules exist between species, although there
were differences in caudal or lateral appendages, which were present only in D.
longicaudata (ventrolateral appendages in the base of the head capsule), U.
anastrephae (caudal lobe with two appendages) and D. areolatus (caudal lobe with a
globular-shaped round apex).

D. longicaudata has a wide range of host species (Lopez et al., 1999; Ovruski et
al., 2000), which increases the risk of facing intrinsic interspecific competition.
Morphological characteristics of the first instar larvae allows them to compete
successfully with first instar larvae of Fopius persulcatus (Silvestri) and Fopius arisanus
(Sonan), which are physically eliminated (Palacio et al.,, 1991; Wang et al., 2008).
According to Paranhos et al. (2013), under conditions of intrinsic competition, D.
longicaudata always wins when competing against native species.

D. crawfordi is predominant in A. ludens in citrus and has practically no native
competitors (Lopez et al., 1999). This makes its first instar larvae less vulnerable to
intrinsic interspecific competition. However, it also makes it an inferior competitor against
other species such as the exotic D. longicaudata. This has been confirmed in sequential
competition experiments with D. longicaudata, both as a host’s first resident and as a
new invader (Miranda et al., 2015).

D. areolatus is predominant in A. oblique that infest Spondias spp. fruits, where it is
also common to find the native species U. anastrephae and the exotic D. longicaudata
(Lépez et al., 1999; Ovruski et al., 2000). The morphological characteristics of D.
areolatus larvae make this species susceptible to be attacked by D. longicaudata and U.
anastrephae, species with large mandibles. The larvae of D. longicaudata and U.
anastrephae are capable of killing first instar D. areolatus larvae (Paranhos et al., 2013;

Aluja et al., 2013). In this sense, D. areolatus is an inferior intrinsic competitor, and the
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release of D. longicaudata into the wild potentially could displace D. areolatus (Paranhos
et al., 2013). However, it has been recently documented that D. areolatus attacks very
early stages of its host (embryos within the eggs and newly hatched larvae), which may
suggest an adaptive advantage in anticipation of other competitors (Murillo et al., 2015).
The intrinsic inferiority of D. areolatus may be compensated by its early action, which
could explain its dominance in the field (Ovruski et al., 2000; Lopez et al., 1999) and,
thus, lessen the probability of it being displaced.

U. anastrephae attacks A. obliqua larvae in Spondias spp. fruits and competes or
shares its niche with D. areolatus and D. longicaudata (Lopez et al., 1999; Ovruski et al.,
2000). The larger mandibles of U. anastrephae and its higher mobility makes it an
intrinsic competitor that is superior to D. areolatus (Aluja et al., 2013), with greater
resilience in the presence of D. longicaudata competition (Paranhos et al., 2013).

O. hirtus is frequently found in rare host species such as Anastrepha cordata and
Anastrepha alveata larvae, which are found in less common fruits (Hernandez-Ortiz et
al., 1994; Lopez et al., 1999; Sivinski et al., 2000). The occurrence of the host species
on less common fruits suggests that the parasitizing species is less subject to intrinsic
heterospecific competition (Godfray, 1994), which could explain the morphological
characteristics of its first instar larvae that make it an inferior intrinsic competitor that is

susceptible to physical attacks by heterospecific larvae.

5. Conclusions

The larval morphological characteristics described here allow a better understanding of
the reasons why some parasitoid species are able to succeed under intrinsic
competition against other species inside the same host. The large mandibles of D.
longicaudata and U. anastrephae give these species greater advantages for physical
combat against competitors in multiparasitism conditions. The long, caudate and
vermiform body of D. areolatus gives this species increased competitive advantage over
D. crawfordi and O. hirtus in relation to mobility which is used for exploration and
escape. The thin and large body of O. hirtus makes this species less able to compete

with other species.
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Abstract

Natural parasitism of Doryctobracon areolatus (Szépligeti) (Hymenoptera: Braconidae) on various
development stages of Anastrepha obliqua (Macquart) (Diptera: Tephritidae) attacking Spondias mombin
L. fruits was studied under field conditions. We collected 120 fruits of S. mombin from which we got 495 A.
obliqua larvae of different instars. A total of 88% of these larvae were parasitized. Within the parasitized
cohort, the first-instar of D. areolatus was frequently detected in all 3 larval stages (L1 = 94.3%, L2 =
98.1%, and L3 = 100%), and the rest (i.e., L1 = 5.7%, L2 = 1.8%) corresponded to the presence of eggs.
In fruits with controlled infestation and cage-induced parasitism under field conditions, D. areolatus
oviposited in mature eggs and recently hatched larvae of A. obliqua with comparable frequencies. Seven
preimaginal stages of D. areolatus were observed during their development, which was completed in 27
days. It is concluded that D. areolatus has the capacity to oviposit in embryo eggs and neonate larvae of
A. obligua and that its first-instar larvae (with three distinct sizes) are capable of synchronizing their
development with the development of the host larvae. This finding represents the first report of a native
parasitoid attacking eggs or neonate larvae of a tephritid in the Neotropics. The implications of this finding
are discussed within the context of the competitive interactions of this species with other parasitoid
species under sympatric conditions, as well as the relevance for developing laboratory rearing methods

for biological control purposes.
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Introduction

The native parasitoid guild that attacks fruit flies of the genus Anastrepha Schiner in the
Neotropics is mainly composed of a group of solitary koinobiont endoparasitoids
(primarily Braconidae and Figitidae) that oviposit in the host larvae and emerge from the
pupae. The genus Doryctobracon constitutes 27% of the parasitoid species and shares
a closely related evolutionary history with Anastrepha (Lopez et al. 1999, Ovruski et al.
2000).

Another smaller group of Anastrepha parasitoids are pupal idiobionts that attack
their hosts when they are in the soil and is represented by five species within the genera
Coptera and Trichopria (Diapriidae) and three polyphagous species, Pachycrepoideus
vindemiae (Rondani), Spalangia cameroni Perkins, and S. endius Walker (Pteromalidae)
(Ovruski et al. 2000). The parasitoid guild of Anastrepha spp. in the Neotropics
represents an important source of species with potential to be used in biological control
programs against native tephritids (Aluja et al. 2003). However, native Anastrepha
parasitoids attacking eggs or early larval developmental stages have not been reported.
The only report of a parasitoid attacking Anastrepha eggs in the Americas correspond to
Wharton et al. (1981), who found a small level of parasitism of the introduced Fopius
arisanus (Sonan), apparently on A. striata (Schiner) eggs.

According to Aluja et al. (2009) species of the genera Doryctobracon, such as D.
crawfordi (Viereck) and D. areolatus (Szepligeti), exhibit great potential as biological
control agents and should be examined from the point of view of mass rearing projects.
D. areolatus has been reported as a solitary koinobiont endoparasitoid that attacks third
instar larvae of Anastrepha spp., both in native and exotic commercial fruits, with a wide
distribution from Florida to Argentina (Hernandez-Ortiz et al. 1994, Lopez et al. 1999,
Ovruski et al. 2000, Sivinski, et al. 2000, Aluja et al. 2003, 2009). This species frequently
shows field dominance among concurrent parasitoid species attacking Anastrepha spp.
(Lopez et al. 1999, Sivinski et al. 1997, 2000; Aluja et al. 2003, Ovruski et al. 2004). The
presence of diapause (Aluja et al. 1998, Ovruski et al. 2004) and an extrinsic capacity to
find patches with low host density (Sivinski et al. 1998) allows an ample distribution in

regions with low plant diversity (Eitam et al. 2004).
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In the central region of Veracruz, Mexico, D. areolatus is the most abundant
parasitoid species attacking Anastrepha obliqua (Macquart) in Spondias spp. (Cabrera
et al. 2006), where it has frequently been observed at the beginning of the fruiting
season. This suggests that this species could parasitize earlier developmental stages in
relation to sympatric parasitoid species. Normally, parasitoids attacking eggs and first
instar larvae of their hosts become more competitive than those attacking later stages
(Wang and Messing 2002, Wang et al. 2003, Wang et al. 2008, Argov et al. 2011),
showing important potential to be used as biocontrol agents. Therefore, our aims in this
study were: 1) to determine if D. areolatus parasitize immature stages of A. obliqua and

2) to characterize its developmental stages during each phase of host development.

Materials and methods

Study area

The study was conducted in the coastal region of central Veracruz, which is
characterized by high densities of A. obliqua hosts, such as mango (Mangifera indica
L.), native Spondias species and guavas (Psidium guajava L.). Fruit samples were
collected from trees located in backyard orchards and marginal zones, which provide
resources for the presence of flies and parasitoids all year round. This zone is located
between 19°00' and 18°55' North latitudes and 96°10' and 96°13' West longitudes, with
a mean altitude of 18.5 m.a.s.l. The climate is semi-humid, with a mean annual rainfall of
1,358 mm and a very marked rainy season from June to September. The highest mean
monthly temperature (29.1°C) occurs in the month of June and the lowest mean monthly
temperature (21.4°C) occurs in the month of January (SMN 2010).

Determination of the natural parasitism of A. obliqua larvae by D. areolatus under

field conditions

From September to October 2013, hog plum (Spondias mombin L.) fruits were collected

from four sites, three in the locality of “El Copital” and one in “El Mangal”, municipality of
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Medellin de Bravo, from four to five trees per site. Fruits were collected directly from the
trees (36 fruits, 30%) and from the ground surrounding the trees (84 fruits, 70%). Each
sample consisted of 10 fruits per site. Samples were in three sampling dates separated
by seven days to cover the fruiting season of Spondias spp. A total of 120 fruits were
dissected.

Anastrepha obliqua larvae were extracted from each of the fruits the same day
they were collected. Larval instars were categorized based on the width of the cephalic
capsule and the body length (mean = SE) (Carroll and Wharton 1989). Larvae were
dissected immediately after collection, and the frequencies of the immature stages of D.
areolatus, or any other parasitoid species, were recorded following descriptions by Aluja
et al. (2013) and Murillo et al. (2016).

Photographs were captured with a Motic Plus 2.0R camera connected to a Carl
Zeiss Smz -168R stereomicroscope. The D. areolatus immatures inside the A. obliqua
larvae were measured using Motic Imagen Plus 2.0 R software. The percentage of
parasitized larvae was calculated, and frequencies of immature D. areolatus stages per
larval instar of A. obliqua were determined.

Induction of D. areolatus parasitism on A. obliqua eggs and recently hatched

larvae

Wild A. obligua flies were collected as larvae from infested S. mombin fruits in the field.
Upon completion of their development, the larvae were placed in containers with sterile
sand for pupation. They were maintained under these conditions until adult emergence.
Adults were maintained with water and food (sugar plus hydrolyzed yeast in a 3:1 ratio)
until they were sexually mature.

Hog plum (S. mombin) fruits were previously protected from natural infestation by
bagging clusters of young fruits using 30 x 20 cm brown paper bags. A total of 30 bags
(=10 fruits/bag) were used to protect =300 fruits. The fruits were subsequently collected,
taking their maturity into account to allow for experimental infestation.

Infestation on the previously protected fruits was induced by exposing the fruits to
A. obliqua gravid females (8—-10 days old) in Plexiglass cages (20x20x20 cm) placed on
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a table in the field. Two clusters with five to eight fruits were placed in each cage
together with 10 female flies and remained in the field at a mean temperature of 28.2°C
(range: 23.2 36.1) and a mean RH of 81.6% (range: 55.1-95.3). Flies were maintained
for six hours in each cage and dead flies were replaced.

Anastrepha obliqua eggs were exposed to the parasitoid in the same type of
cages 24, 48, and 72 hours after fly oviposition in the fruit (=egg age), in order to cover
the different egg stages before larval hatching. Twenty 7-day-old D. areolatus females
were placed in each cage for three hours, time enough to locate and oviposit in the
exposed eggs. Immediately after exposure, 35 A. obliqua eggs and 15 newly hatched
larvae were extracted from the fruits. The eggs were characterized as either yolk-egg or
embryo-egg (after Chapman 2013, pp: 358-407). All of the A. obliqua individuals in the
egg and larval stages were dissected to characterize and record the immature stages of

D. areolatus.

Characterization of D. areolatus development and morphological changes

Development of D. areolatus eggs and larvae was individually photographed and
measured. To follow the development of D. areolatus in A. obliqua pupae, mature A.
obliqua larvae were obtained from presumably infested fruit collected in the field. These
larvae were placed in 100-ml plastic containers with sterile sand as a substrate to
facilitate pupation. Three cohorts of 50 A. obligua pupae were examined, and 3 to 5
pupae per day were dissected from 0 to 12 days of growth. D. areolatus individuals and
their developmental stages were recorded for each A. obliqua pupa.

The frequencies of the different immature developmental stages and the
characteristics of D. areolatus were calculated for each immature stage of A. obliqua. All
of the observations of the organisms were conducted using the above-mentioned

microscope.
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Data analysis

Chi-square test was used to compare the number of D. areolatus individuals observed at
each developmental stage with the expected number, using SPSS Statistic 17.0. (SPSS
Inc., 2008). Measurements of the cephalic capsules of A. obliqua larvae are given as the
mean * (SE). The proportions of the immature stages of D. areolatus for each A. obliqua
egg and larval stages are presented as observed numbers, and D. areolatus

development is presented as numbers of individuals and percentages.

Results

Natural parasitism in the field

From the 120 fruits that were sampled, 495 A. obliqua larvae were extracted; 85, 115
and 295 of these were L;, L, and Lz larvae, respectively, and 69 (82%), 104 (90%) and
264 (89%) of these larval stages were parasitized, respectively (mean parasitism = 88 +
5.2%).

D. areolatus was the dominant parasitoid species (93.1%), and only Utetes
anastrephae (Viereck) (5.4%) was found as the second most dominant parasitoid
(Figure 1la). The remaining 1.5% (third-instar larvae) was parasitized by both species
and no apparent advantage was observed for either species, except for the occasional
larger size of D. areolatus larvae (Figure 1b). D. areolatus and U. anastrephae larvae
found together were first-instar larvae, which were easily distinguishable from each
other, primarily because of the larger sizes of the cephalic capsule and the jaws of U.
anastrephae (see Fig. 1).

The mean = (SE) of the widths of the cephalic capsules and the body lengths,
respectively, of A. obliqua larval instars were 0.09 £ 0.001 mm and 0.90 + 0.05 mm for
the L;, 0.37 £ 0.03 mm and 4.67 £ 0.3 mm for the L,, and 0.63 £ 0.004 mm and 9.16 +
0.3 mm for the Ls.
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Figure 1. Parasitoids found in naturally parasitized A. obliqua larvae. a First instar larva of U. anastrephae
found in a third instar larva of A. obliqua and b Larvae of U. anastrephae and D. areolatus found together

in a third instar larva of A. obliqua. Bar =1 mm.

Table 1. Numbers of observed individual stages of development of D. areolatus recorded in the different

larval stages of A. obliqua extracted from field-collected hog plums (S. mombin).

A. obliqua
D. areolatus
L1 L2 L3
Egg 3 2
L, Early 66 5
L, Intermediate 0 97 2
L, Late 0 0 262

L1 Early = First instar larva small (= 0.8 mm long); L1 Intermediate = First instar larva medium (= 1.4

mm long); L1 Late = First instar larva large (= 1.7 mm long).

The numbers of the developmental stages of D. areolatus recorded in the various
stages of naturally parasitized A. obliqua are given in Table 1. Embryo-eggs and a high
frequency of early first-instar larvae were detected in A. obliqua first-instar larvae. In
second-instar larvae, the presence of D. areolatus eggs was minimal, with a higher
frequency of intermediate first-instar larvae. In the third-instar larvae, nearly all of the D.
areolatus were late first-instar larvae. The relationship between the immature stages of

D. areolatus and the larval states of A. obliqua was significant (X24: 800.9, P< 0.0001).
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Presence of D. areolatus eggs in recently hatched A. obliqua larvae

In the controlled infestation experiment, A. obliqua yolk-eggs were not parasitized, which
indicates that D. areolatus did not parasitize eggs without a formed embryo (Table 2).
However, parasitism was detected in A. obligua embryo-eggs. A recently laid D.
areolatus egg (with yolk in its interior) on an A. obliqua embryo can be observed in
Figure 2 and is folded in the embryo’s interior, given that both structures are of a similar
length. Seven recently hatched A. obliqua larvae that were parasitized by D. areolatus
eggs were dissected; five were still in the yolk stage and two in the embryo stage

(Figure 3a).

Table 2. Numbers of D. areolatus developmental stages found in A. obliqua eggs and first instar larvae

when S. mombin fruits were infested in a controlled manner.

A. obliqua
D. areolatus Eggs First instar larvae
Yolk Embryo Newly emerged Mature
Egg (yolk) 0 3 5 0
Egg (embryo) 0 0 2 2
L, Early 0 0 0 13

L1 Early = First instar larva small (= 0.8 mm long).

Superparasitism by D. areolatus was recorded in two out of seven recently
hatched A. obliqua larvae, and six parasitoid eggs were recorded from one larva (Figure
3b).

Fifteen mature first-instar A. obliqua larvae were dissected. Of these, 13 were
parasitized with early first-instar larvae and 2 with embryo-eggs of D. areolatus. Yolk
eggs of D. areolatus were not found (Table 2). The relationship between the immature
stages of D. areolatus and the immature stages of A. obliqua was significant (y%= 22.4,
P< 0.0001).
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Figure 2. D. areolatus parasitizing an A. obliqua embryo. a A. obliqgua egg embryo b A. obliqua embryonic

egg removed c D. areolatus egg extracted from A. obliqua embryo, and d D. areolatus egg. Bar =1 mm.

S

Figure 3. Parasitized A. obliqgua newly hatched larvae a with a D. areolatus egg inside and b with six eggs

of D. areolatus inside. Bar = 1 mm.
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Characterization of D. areolatus development

The D. areolatus egg measures = 1 mm long and has an elongated shape and a whitish
color with a dark yolk. After 24 hours, the embryo is formed with a claviform appearance

and measures = 0.5 mm in length (Table 3 and Figure 4).

Figure 4. Development of immature stages of D. areolatus. a egg yolk b egg embryo ¢ early first instar
larva d intermediate first instar larva e late first instar larva f second instar larva g third instar larva h jaw

of third instar larva i prepupa j male pupa, and k female pupa with her ovipositor. Bar =1 mm.
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Table 3. Numbers (and percentages) of individuals of each developmental stage of D. areolatus during the various developmental stages of A.

obliqua in S. mombin.

A. obliqua n
D. areolatus Egg Larva Pupa Bicgical)
Yolk | Embryo Ly L, L 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 13
Egg 0 3 2 5
0) (60) (40)
Embryo 5 5
(100)
L, 66 | 5
Early 93) | @ n
L, 97 2 99
Intermediate (98) | (2
L, 262 5
Late (84) | (16) 267
L, 1 |10] 6 | 5 7
(5) | (45) | (27) | (23) - -

L

’ 57) | 43) 14
Prepupa 10 8 3 21

(48) | (38) | (14)
Pupa 17 8 7 4 36
47) | (22) | (19) | (11

Pharate 5 |17 27
adult (23) | (77)
Total
562

L, Early = First instar larva small (= 0.8 mm long), L, Intermediate = = First instar larva medium (= 1.4 mm long) and L, Late= First

instar larva large (= 1.7 mm long).
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The embryo of D. areolatus becomes an early first-instar larva within 24 to 36
hours of oviposition and measures = 0.8 mm in length. After three to four days, an early
first instar larva grows into an intermediate first-instar larva, with a length of = 1.4 mm.
After another three to four days, the larva grows into a late first-instar larva measuring =
1.7 mm in length. This larva almost immediately changes to a second-instar once the
host pupa has formed, increasing in size and changing its shape (Table 3 and Figure 4).

In recently formed A. obliqua pupae, a higher frequency of late first-instar larvae
of D. areolatus in the process of transformation to the second instar stage were
observed. In 1-day old pupae, the D. areolatus larva had changed completely to the
second instar stage, measuring = 3.5 mm long, losing the cephalic capsule and
occupying more than a third of the host pupa. In 3-to-4-day old pupae, the larva
develops into the third instar stage, measuring = 6.0 mm long, changing body shape,
and occupying all of the host pupa. In 6 day-old A. obliqua pupae, D. areolatus pre-
pupae that exhibit eye development have formed. In 8-day old host pupae, the
parasitoid pupae are already observed with well-defined structures and genitalia. In 12-
day old and older A. obliqua pupae, the parasitoids are found as their complete adult

structure (Table 3 and Figure 4).

Discussion

The presence of eggs and larvae of D. areolatus in the interior of eggs and recently
hatched A. obliqua larvae represent a novel finding within the native parasitoid guild that
attack fruit flies in the Neotropics, because there have been no previous reports of any
native parasitoid covering this ecological niche (Lopez et al. 1999, Ovruski et al. 2000).

Among the particular observations regarding this finding under forced conditions,
it was notable that D. areolatus oviposit inside embryo-eggs of A. obliqua, depositing a
flexible egg that can fold inside the interior of the host embryo, and that the first-instar
larvae present a prolonged development with three distinct sizes that synchronize with
the development of the host larva and pupa. The low number of embryo-eggs found with
egg parasitoids could be explained by the short developmental time of eggs (less than
24 hours).
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In Mexico, D. areolatus has been reported to be closely associated with A.
obliqua in fruit hosts of the genus Spondias (Lopez et al. 1999, Ovruski et al. 2000,
Sivinski et al. 2000), which most likely is favored by the presence of semiochemicals
that could allow it to attack early stages of A. obligua (eggs and recently hatched
larvae). This scenario seems similar to that of F. arisanus, which detects marking
pheromones and kairomones that emanate from the eggs of its host or from the
interaction of the fruit and the host egg (Rousse et al. 2005, 2007, Perez et al. 2013).

The finding of the parasitism of D. areolatus on eggs and recently hatched larvae
of A. obliqua sheds light on two relevant aspects of its role as a natural enemy and
biological control agent of fruit flies: 1) its competition and coexistence with other opiine
parasitoids, highlighting the exotic species Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead)
and the native species U. anastrephae (Garcia-Medel et al. 2007, Sivinski et al. 1998,
Paranhos et al. 2013, Aluja et al. 2013), and 2) the promising development of its mass
rearing under laboratory conditions (Eitam et al. 2003, Aluja et al. 2009).

It has been argued that D. areolatus is an inferior competitor compared to D.
longicaudata (Sivinski et al. 1998, Eitam et al. 2004) and to U. anastrephae (Aluja et al.
2013). It has also been suggested that D. longicaudata, given its larger ovipositor, could
cause a local extinction by displacing D. areolatus when deprived of free space left by its
competitors, as it has been suggested to explain the reduction of the dispersion range in
Florida, USA, in the presence of D. longicaudata (Sivinski et al. 1998). For U.
anastrephae, it has been suggested that the historic sympatry of D. areolatus and U.
anastrephae depends on the ability of D. areolatus to avoid competition with the
intrinsically superior competitor by exploiting hosts in larger fruits that are out of the
reach of the smaller ovipositor of U. anastrephae (Sivinski et al. 1997, Aluja et al. 2013).
However, our new findings suggest that both hypotheses can be reformulated in relation
to the biology and oviposition behavior of D. areolatus.

An early action of D. areolatus against immature A. obliqua could represent an
ecological advantage that prevents its displacement or local extinction by other
competitors such as U. anastrephae and D. longicaudata, since these latter species
invariably will attack mature larval stages that could already be parasitized by D.

areolatus. According to Wang et al. (2003, 2008), in F. arisanus this earlier attack
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increases the probability to suppress the invasive larva through starvation or suffocation
mechanisms. Field observations seem to support this assertion. Even though D.
longicaudata has become established in numerous sites in Mexico where it has been
released, its presence in Spondias species is inferior to that of D. areolatus (Lopez et
al.1999, Sivinski et al. 2000, Montoya et al. unpublished data). Our data showed that
this species also competes successfully against U. anastrephae by parasitizing eggs
and recently hatched larvae, which enables D. areolatus to become the dominant
parasitoid species in these hosts. Laboratory studies have reported that D. areolatus is
an inferior competitor relative to D. longicaudata and U. anastrephae (Paranhos et al.
2013, Aluja et al. 2013) because larvae of D. longicaudata and U. anastrephae Kill
larvae of D. areolatus during competition through sequential exposures. However, these
studies were conducted using mature host larvae (3rd instar), which, according to our
results, presents a disadvantage to D. areolatus.

One difficulty in rearing D. areolatus has apparently been the oviposition stimuli in
oviposition units (artificial devices with third-instar host larvae mixed with food) (Eitam et
al. 2003), which has not been a problem in the case of D. longicaudata because this
species detects its host by larval vibrations when feeding or moving (Lawrence 1981).
However, in light of our new findings, new perspectives on laboratory rearing of this
species are realized. The use of late-stage eggs or neonate larvae, similar to Fopius
arisanus rearing (Harris et al. 1991, Zenil et al. 2004, Rousse et al. 2005, Montoya et al.
2009), should be tested.

Unsuccessful attempts have been made to rear D. areolatus using fruits with third
instar host larvae (Eitam et al. 2003). This could be because D. areolatus females need
different stimuli, such as chemical signals emitted by host (eggs or young larvae)
interacting with fruit volatiles, as has been demonstrated for F. arisanus (Rousse et al.
2007, Perez et al. 2013).

The preimaginal development of D. areolatus in A. obliqua required approximately
27 days, and 7 preimaginal stages were classified: egg, three larval stages, prepupa,
pupa, and pharate adult. The morphological observations of the preimaginal stages of D.
areolatus are in agreement with what has been reported for F. arisanus and D.

longicaudata (Rousse et al. 2005, Carabajal-Paladino et al. 2010). However, the
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development of D. areolatus is more akin to F. arisanus because both exhibit a
facultative synchronization between their larval development and that of its host, which
is reflected in the long period of time for the first-instar larva, which finally changes when
its host reaches the prepupal stage (Rousse et al. 2005). This type of development
allows the second or third instars of F. arisanus (and probably D. areolatus) to occupy
most of the available space inside the pupa, which facilitate the elimination of competing
larvae (Wang et al. 2003, 2008).

Our study shows that D. areolatus can parasitize A. obliqua eggs and recently
hatched larvae, giving an advantage over other parasitoids that attack the later-stage
larvae. This finding represents a novel report regarding the oviposition behavior of this
species, suggesting that it may occupy an ecological niche that was previously thought
empty in the Americas. These findings also open new perspectives for the biological
control of fruit flies. If mass rearing methods are developed, this will allow release of the
most dominant fruit fly parasitoid species in the Neotropics.
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Resumen

El estudio tuvo como objetivo evaluar la competencia intrinseca entre Diachasmimorpha longicaudata
como invasor y Doryctobracon areolatus y Utetes anastrephae como residentes, asi como la competencia
intrinseca entre U. anastrephae como invasor y D. areolatus como residente. El porcentaje de larvas
vivas de D. areolatus disminuy6 un 39.8 y 29.4% cuando compitié con los invasores D. longicaudata y U.
anastrephae, respectivamente, sin que estos se vieran afectados por la presencia de D. areolatus como
residente. El porcentaje de parasitismo de D. areolatus disminuy6 31.5 y 60.8% cuando compitié con los
invasores D. longicaudata y U. anastrephae, respectivamente. El parasitismo de D. longicaudata
disminuy6 44.6 y 41.6% en presencia de los residentes D. areolatus y U. anastrephae respectivamente, y
el parasitismo de U. anastrephae solo fue afectado cuando fue residente. Se concluye que D. areolatus
es un competidor intrinseco inferior y que es posible que D. longicaudata discrimine hospederos
previamente parasitados por D. areolatus, lo que compensa esta inferioridad intrinseca de D. areolatus y
ratifica que las liberaciones de D. longicaudata no afectaran a D. areolatus. U. anastrephae resisti6 la
presencia competitiva de D. longicaudata, lo cual sugiere que podria ser utilizado como agente de control

biolégico complementario contra A. obliqua en frutos del género Spondias.

Palabras claves: Diachasmimorpha longicaudata, Doryctobracon areolatus, Utetes anastrephae,

Spondias spp., competitividad
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1. Introduccién

La mosca de la fruta de las Indias Occidentales, Anastrepha obliqua (Macquart), ha sido
reportada desde el sur de EE.UU. (Florida y Texas) hasta el norte de Argentina,
incluyendo las islas Caribefias, donde causa serios dafios a varios frutales de
importancia econdémica, como el mango, guayaba y ciruela mexicana (Hernandez-Ortiz
y Aluja 1993). En México A. obliqua es una plaga importante para el cultivo del mango,
pero infesta con mayor severidad a las especies nativas de Anacardiaceae, como las
ciruelas mexicanas del género Spondias (Hernandez-Ortiz y Aluja 1993). La ciruela jobo
(Spondias mombin) y cundoria (S. dioica), son hospederos especialmente atractivos
para esta mosca, donde sus larvas son atacadas por los parasitoides Braconidos
Opiinae Doryctobracon areolatus (Szepligeti), Utetes anastrephae (Viereck) vy
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) (Lépez et al. 1999; Sivinski et al. 2000).
Doryctobracon areolatus y U. anastrephae son dos especies nativas, que
coexisten en la region Neotropical en paises como Meéxico, Brazil y Republica
Dominicana (LOpez et al. 1999; Garcia y Corseuil 2004; Serra et al. 2011). Se ha
planteado que esta coexistencia depende de la habilidad de D. areolatus para escapar
de U. anastrephae a través de la explotacion de hospederos en frutos mas grandes que
estan fuera del alcance del ovipositor pequefio de U. anastrephae (Sivinski et al. 1997;
Aluja et al. 2013). D. longicaudata es una especie exoética ampliamente utilizada en
diversas partes del mundo como un agente de control biolégico (Sivinski et al. 1996;
Montoya et al. 2000), y se ha postulado que debido a que posee un ovipositor de mayor
tamafio que U. anastrephae, podria ocasionar una extincion local por desplazamiento
de D. areolatus al privarlo de los espacios libres que deja su competidor U. anastrephae
(Sivinski et al. 1998; Eitam et al. 2004), como se ha sugerido para explicar la reduccién
del rango de dispersion de D. areolatus en el estado de Florida, USA (Sivinski et al.
1998). Sin embargo, informacion reciente sefiala que D. areolatus tiene una accion
sobre los estados inmaduros tempranos como huevos y larvas neonatas de A. obliqua,
y que el desarrollo de su larva L1 abarca todo el periodo de desarrollo de la larva
hospedera (Murillo et al. 2015), lo cual puede brindar una ventaja competitiva contra D.
longicaudata y U. anastrephae, ya que estas especies invariablemente atacaran

estadios larvales maduros que tendrian una alta probabilidad de haber sido parasitados
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por D. areolatus, como se reporta en especies de accion temprana como Fopius
arisanus (Sonan) (Hymenoptera: Braconidae) (Wang et al. 2003; Bokonon-Ganta et al.
2005; Kroder y Messing 2010).

En competencia intrinseca (competencia en el interior del hospedero), Aluja et al.
(2013) reportan que U. anastrephae es tipicamente victorioso sobre D. areolatus si las
dos oviposiciones ocurren dentro de las 24 horas sobre larvas maduras del hospedero
en condiciones de laboratorio, pero que la competencia entre U. anastrephae y D.
longicaudata es més similar (Paranhos et al. 2013). También se ha reportado que D.
longicaudata es un competidor intrinseco capaz de suprimir el desarrollo de D.
areolatus (Paranhos et al. 2013) y eliminar a los parasitoides de huevo Fopius arisanus
(Sonan) y F. persulcatus (Silvestri), cuando la competencia fisica toma lugar como
larvas de primer instar de los parasitoides (Palacio et al. 1991, Wang et al. 2008).

Es posible que las interacciones competitivas interespecificas que se presentan
entre los parasitoides puedan afectar mas a las especies nativas que al exoético que ha
sido introducido recientemente, principalmente cuando tienen similitudes morfologicas y
carecen de una historia evolutiva simpatrica (Miranda et al. 2015), ademas el poco
tiempo de introduccién no ayuda a que se formen oportunidades de seleccién que
generen divergencia de nicho o produzcan respuestas facultativas a la competencia
(Sivinski et al. 1997, 1998; Pedersen y Mills 2004).

Por lo tanto, comprender y predecir los posibles resultados competitivos entre
estas especies es importante en el disefio de programas de control biol6gico (Bokonon-
Ganta et al. 2005; Garcia-Medel et al. 2007; Wang et al. 2008; Paranhos et al. 2013;
Aluja et al. 2013).

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la competencia intrinseca entre D.
longicaudata como invasor y D. areolatus y U. anastrephae como residentes, asi como
la competencia intrinseca entre U. anastrephae como invasor y D. areolatus como

residente.
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2. Materiales y métodos
2.1. Area de estudio

El estudio se realizé en el municipio de Medellin de Bravo, en la region centro costera
de Veracruz, México, la cual se caracteriza por presentar una alta densidad de
hospederos de A. obligua como el cultivo del mango (Mangifera indica L.), plantas
nativas y de traspatio como ciruelas del género Spondias y guayaba (Psidium guajava
L.). Esta zona se encuentra entre los 19° 00' y 18° 55' latitud Norte y 96° 10' y 96° 13'
longitud Oeste, con una altitud promedio de 18.5 msnm. El clima es semihimedo, con
una precipitacion media anual de 1,358 mm con un periodo de lluvias muy marcado de
junio a septiembre. La mayor temperatura promedio (29.1°C) se produce en el mes de

mayo Yy el promedio mas bajo (21.4 °C), en el mes de enero (SMN 2010).
2.2 Material biolégico

Los frutos de jobo sobre los que se realizaron los diferentes ensayos se obtuvieron de
arboles ubicados en zonas marginales, cerca de huertos de mango cv. Manila, los
cuales proporcionan recursos de manera natural para la presencia de moscas Yy
parasitoides en esta zona.

Ya que D. areolatus actia en instares mas tempranos que D. longicaudata y U.
anastrephae (Murillo et al. 2015), las evaluaciones con esta especie se realizaron en
frutos con larvas de tercer instar de A. obliqua previamente parasitadas en campo por
D. areolatus. Para esto se colectaron 1440 frutos de jobo (Spondias mombin) maduros,
con signos de infestacion por A. obliqua y con un registro de parasitismo de D.
areolatus del 98%.

Para la evaluacion donde no participd D. areolatus, se ocuparon 1080 frutos de
jobo maduros que fueron previamente protegidos con bolsas (= 8 frutos por bolsa) en el
arbol para su posterior infestacion artificial con 15 hembras gravidas de A. obliqua por
bolsa, proporcionadas por el Programa Moscafrut, SAGARPA-SENASICA. Estas
hembras se mantuvieron en el interior de las bolsas por 48 h, con agua y alimento
(azacar mas levadura hidrolizada enzimaticamente en proporcion 3:1). La fruta fue

embolsada antes de ser infestada, utilizando 3 arboles por sitio en dos sitios y se
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colect6 12 dias después de la infestacion, previa inspeccion para corroborar la
presencia de larvas L3.

En las evaluaciones con los parasitoides invasores, por cada tratamiento y
repeticion se utilizaron 30 hembras gravidas de D. longicaudata y U. anastrephae,
proporcionadas por el Programa Moscafrut, SAGARPA-SENASICA.

2.3. Competencia intrinseca entre residentes e invasores

Se evalud6 por separado la competencia intrinseca entre D. areolatus como residente y
las especies D. longicaudata y U. anastrephae como invasoras, utilizando jaulas
plexiglass (30x30x30 cm) como arena experimental. En estas jaulas se colocaron como
unidad de parasitacion 30 frutos de jobo con un promedio de 6 larvas/frutos de A.
obliqua, en su mayoria de tercer instar, 30 parasitoides hembras de cada especie
invasora en exposicion independiente durante cuatro horas. Los tratamientos fueron los
siguientes: 1) Fruta infestada y previamente parasitada en campo por D. areolatus
(testigo), 2) Fruta infestada y previamente parasitada en campo por D. areolatus y
expuesta al invasor (D. longicaudata o U. anastrephae) y 3) Fruta infestada expuesta
solamente al invasor.

Para la competencia intrinseca entre U. anastrephae como residente y D.
longicaudata como invasor, se utilizaron el mismo nimero de parasitoides hembras vy
frutos, con los siguientes tratamientos: 1) Fruta infestada expuesta a U. anastrephae
(testigo), 2) Fruta infestada expuesta a U. anastrephae y posterior exposicion a D.
longicaudata y 3) Fruta infestada expuesta a D. longicaudata.

Al finalizar las exposiciones, la fruta fue removida de las jaulas y colocada en cajas
de unicel para su maduracion. A los cuatro dias de exposicion se sacaron cinco frutos
de cada caja de maduracion, se disectaron y se extrajeron las larvas de A. obliqua, las
cuales se disectaron utilizando un Microscopio Estereoscopico Carl Zeiss Smz -168 ®,
con la finalidad de buscar videncia de parasitismo, superparasitismo y competencia
intrinseca. Las larvas de cada especie de parasitoide se identificaron de acuerdo a las
caracteristicas morfolégicas descritas en Murillo et al. (Sometido a la revista Arthropod

Structure & Development).
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A los siete dias se removi6 el resto de los frutos de cada caja de maduracion, se
disectaron y se extrajeron las larvas y pupas, los cuales se colocaron en contenedores
de plastico de 10 cm de diametro por 25 cm de altura y cubiertos con una tapa
perforada forrada con tela de organza y arena estéril como sustrato de oviposicion, para
que terminaran su desarrollo. Después de la emergencia de adultos se contabilizo el
namero de adultos y proporcion sexual de cada especie de parasitoide y mosca. En

ambos tipos de pruebas se realizaron 12 repeticiones.

2.3. Andlisis de datos

Las variables de respuesta consistieron en los porcentajes (+ EE) de: a) larvas vivas de
parasitoides, b) larvas de A. obliqua parasitadas por larvas vivas del parasitoide, c)
larvas de A. obliqua superparasitadas por larvas vivas del parasitoide, d) porcentaje de
parasitismo y e) proporcidbn de machos. Los porcentajes fueron transformados al
arcoseno de la raiz cuadrada. El porcentaje de parasitismo se calculé considerando el
ndmero de parasitoides que emergieron dividido por la suma del numero de
parasitoides y moscas que emergieron x cien.

Se compararon los tratamiento por especie de parasitoide utilizando un andlisis de
varianza y las medias fueron separadas por la prueba de Tukey (a= 0.05). Todos los

analisis se realizaron con el programa estadistico SAS 9.2 (SAS Institute, 2008).

3. Resultados

El porcentaje de larvas vivas de D. areolatus disminuyé significativamente (P= 0.0001)
cuando D. longicaudata y U. anastrephae actuaron como invasores (39.8 y 29.4%),
respectivamente, sin que éstos se vieran afectados por la presencia de D. areolatus
como residente (Cuadro 1). En las disecciones todas las larvas de los parasitoides se
encontraron como larvas L1, en pocos casos se pudieron observar vivas a las larvas de
las dos especies competidoras (Figura 1a y 1b). De manera frecuente la larva de D.
areolatus se observO muerta con apariencia oscura y encogida (Figura 2a y 2b) y en

algunos casos con dafio fisico en el cuerpo en presencia del competidor (Figura 3a y
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3b). El porcentaje de larvas vivas de U. anastrephae como residente disminuyo

significativamente (P=0.0001) cuando D. longicaudata actué como invasor (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje (+ EE) de larvas vivas de D. areolatus, U. anastrephae y D. longicaudata en cada

uno de los tratamientos. Observadas en el interior de larvas de A. obliqua.

Larvas vivas de parasitoides

Tratamientos

RESIDENTE INVASOR
D. areolatus VS D. longicaudata
P=0.0001
D. areolatus (Testigo) 1000£0.1a -
D. areolatus — D. longicaudata 60.2+4.2b 96.0+0.03 a
D. longicaudata (Testigo)  —=mmmmmmemeeeee 100.0+0.01a
D. areolatus Vs U. anastrephae
P=0.0001
D. areolatus (Testigo) 100.0£0.1a e
D. areolatus — U. anastrephae 70.6 £5.9b 98.0+0.01a
U. anastrephae (Testigo)  —emememeeeeeees 100.0+0.01 a
U. anastrephae vs D. longicaudata
P=0.0001 P=0.0001
U. anastrephae (Testigo) 100L0£0.1a s
U. anastrephae — D. longicaudata 58.6+2.2hb 26.8+3.2a
D. longicaudata (Testigo) @ =memememmmeeeeee 100.0+0.1b

— = exposicion posterior. Medias dentro de las columnas y tratamientos seguidos por letras diferentes
son estadisticamente diferentes. E.E.= Error Estandar, n= 30.

Las larvas muertas de D. longicaudata se observaron pequefias o dafadas
fisicamente en presencia de una larva viva de U. anastrephae (Figura 4a), las larvas
muertas de U. anastrephae también se observaron de menor tamafio y en presencia de
dos 0 mas larvas vivas de D. longicaudata (Figura 4b).

El porcentaje de larvas de A. obliqua parasitadas por larvas vivas de D. areolatus y
D. longicaudata disminuyé significativamente (P= 0.0001) cuando éstos compitieron
entre si y cuando compitieron con U. anastrephae (Cuadro 2). U. anastrephae fue la
Unica especie que mantuvo su cuota de parasitacion de larvas de A. obliqua siendo

invasor o residente (Cuadro 2).
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Figura 1. Larvas L1 de D. areolatus vivas en competencia intrinseca, a) en presencia de una larva L1 viva
de D. longicaudata y b) en presencia de una larva L1 viva de U. anastrephae. Tomada con una cdmara

Motic Plus 2.0®, utilizando un Microscopio Estereoscépico Carl Zeiss Smz -168 ® en 2x.

Figura 2. Larvas D. areolatus muertas en competencia intrinseca, a) en presencia de una larva vivas de
D. longicaudata y b) en presencia de una larva de U. anastrephae. Tomada con una camara Motic Plus

2.0®, utilizando un Microscopio Estereoscopico Carl Zeiss Smz -168 ® en 4x,

72



Figura 3. Larvas de D. areolatus muertas y dafiadas fisicamente en competencia intrinseca, a) se indica
el dafio en presencia de una larva viva de D. longicaudata y b) se indica el dafio en presencia de una
larva muerta y otra viva de U. anastrephae. Tomadas con una cadmara Motic Plus 2.0®, utilizando un

Microscopio Estereoscoépico Carl Zeiss Smz -168 ® en 3 y 2x respectivamente.

Las especies que superparasitaron al hospedero fueron D. longicaudata (3-7
larvas parasitoide/larva mosca) y U. anastrephae (2-3 larvas parasitoide/larva de
mosca) (Figura 4a y 4b), siendo D. longicaudata el que provoc6 un mayor porcentaje de
larvas superparasitadas (Cuadro 2); sin embargo, este porcentaje disminuyo
significativamente en presencia del residente D. areolatus y en competencia con U.
anastrephae. El porcentaje de superparasitismo de U. anastrephae no fue afectado
cuando actu6é como invasor ante D. areolatus o residente ante D. longicaudata (Cuadro
2).

El porcentaje de parasitismo de D. areolatus disminuyd significativamente (P=
0.0001) un 31.5 y 60.8% cuando compiti6 con los invasores D. longicaudata y U.
anastrephae respectivamente (Cuadro 3). El parasitismo de D. longicaudata disminuyé
un 446 y 41.6 % en presencia de los residentes D. areolatus y U. anastrephae
respectivamente. El parasitismo de U. anastrephae solo fue afectado cuando fue
residente (Cuadro 3).

La proporcion de machos no fue afectada debido a la competencia; no obstante,
se notd que D. longicaudata tuvo la menor proporcion de machos en relacion a D.

areolatus y U. anastrephae (Cuadro 3).
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Cuadro 2. Porcentaje (+ EE) de larvas de A. obliqua parasitadas y superparasitadas por larvas vivas de D. areolatus, U. anastrephae y D.

longicaudata en cada tratamiento.

Tratamientos

. areolatus (Testigo)
. areolatus — D. longicaudata
. longicaudata (Testigo)

000

. areolatus (Testigo)
. areolatus — U. anastrephae
. anastrephae (Testigo)

CcoOG0o

U. anastrephae (Testigo)
U. anastrephae — D. longicaudata
D. longicaudata (Testigo)

RESIDENTE INVASOR
Parasitadas Superparasitadas Parasitadas Superparasitadas
D. areolatus VS D. longicaudata
P=0.0001 P=0.0001 P=0.0001
93.2+21la 0.0 s
489+4.1b 0.0 39.9+35a 19.1+32a
------------------------------- 86.8+4.1b 70.6+£3.4b
D. areolatus Vs U. anastrephae
P=0.0001 P=0.1273 P=0.0834
90.4+4.3a 0.0 e e
399+29b 0.0 574+73a 10.7+x35a
---------------------------- 64.9+3.2a 198+3.0a
U. anastrephae VS D. longicaudata
P=0.2342 P=0.2162 P=0.0001 P=0.0001
64.9+3.2a 198+3.0a 0 @ memmemeeeeeeem e
63.8+43a 20.3+35a 56.1+2.1a 283+21a
-------------------------------- 86.8+4.1b 70.6+3.4b

— = exposicion posterior. Medias dentro de las columnas y tratamientos seguidos por letras diferentes son estadisticamente diferentes de
acuerdo al analisis de varianza (ANOVA) y a la separacion de medias por la prueba de Tukey (P < 0.05). E.E.= Error Estandar, n= 30.
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Cuadro 3. Porcentaje (+ EE) de parasitismo y proporcion de machos de D. areolatus, U. anastrephae y D. longicaudata en cada tratamiento.

RESIDENTE INVASOR
Tratamientos Parasitismo Proporcion de Parasitismo Proporcion de
machos machos
D. areolatus VS D. longicaudata
P=0.0001 P=0.0001 P=0.0001
D. areolatus (Testigo) 874+43a 0.42+0.05a = smeememeemeem e
D. areolatus — D. longicaudata 559+3.7b 0.46 £ 0.07 a 33.7+24a 0.39 £ 0.06 a
D. longicaudata (Testigo) @ —=mmmmmmemmeem e 78.3+6.1b 0.34+0.05a
D. areolatus VS U. anastrephae
P=0.0001 P=0.0001 P=0.2342 P=0.2162
D. areolatus (Testigo) 874+43a 0.42+0.1a = emeememeeen e
D. areolatus — U. anastrephae 266+6.2b 045%+0.1a 585+ 7.1a 0.63x0.1a
U. anastrephae (Testigo) =--mmmemmmeeee s 642+4.1a 0.54+0.3a
U. anastrephae Vs D. longicaudata
P=0.1273 P=0.0834 P=0.0001
U. anastrephae (Testigo) 642+4.1a 054+0.03a = smmemeeemeeem e
U. anastrephae — D. longicaudata 328+4.3b 0.32+0.02 a 36.7+3.1a 0.32 £ 0.07a
D. longicaudata (Testigo) @ smemmemmememeee e 78.3+6.1b 0.34 + 0.05a

— = exposicion posterior. Medias dentro de las columnas y tratamientos seguidos por letras diferentes son estadisticamente diferentes de
acuerdo al andlisis de varianza (ANOVA) y a la separacion de medias por la prueba de Tukey (P < 0.05). E.E.= Error Estandar, n= 150.
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Figura 4. Larva de D. longicaudata y U. anastrephae muertas en competencia intrinseca, a) se indica una
larva de D. longicaudata muerta en presencia de una larva viva y otra muerta de U. anastrephae y b) se
indica una larva de U. anastrephae muerta en presencia de tres larvas de D. longicaudata vivas.
Tomadas con una camara Motic Plus 2.0®, utilizando un Microscopio Estereoscopico Carl Zeiss Smz -
168 ® en 2x.

4. Discusion

Nuestros resultados demuestran que la competencia intrinseca establecida entre D.
areolatus, U. anastrephae y D. longicaudata gener6 que el parasitismo de cada especie
fuera afectado de forma negativa, resultando U. anastrephae como el menos afectado
en su cuota de parasitacion como residente e invasor.

En la competencia intrinseca, las larvas de D. areolatus fueron mas adversamente
afectadas por la presencia de D. longicaudata o U. anastrephae que viceversa, a pesar
de la ventaja de ser residente como larva de mayor tamafio ante la presencia de huevos
o larvas pequefias en tamafio de los invasores, los cuales aparentemente podrian
haber sido afectados de manera fisiolégica o fisica por el residente, como se ha
documentado para otros parasitoides de accién temprana (Wang et al. 2003; Bokonon-
Ganta et al. 2007, Wang et al. 2008) como F. ceratitivorus cuando compite con D.
longicaudata. Sin embargo, parece que éste no es el caso de D. areolatus, el cual

aparentemente no presenta una defensa de supresion fisioldgica o fisica en contra de
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los invasores. Las mandibulas de la larva de primer instar D. areolatus no parece
presentar una ventaja fisica contra huevos y larvas recién eclosionadas de U.
anastrephae y D. longicaudata (Aluja et al. 2013; Paranhos et al. 2013), pues no se
observaron individuos dafiados fisicamente de estas Ultimas especies. Los resultados
de Murillo et al. (Sometido a la revista Arthropod Structure & Development) sugiere que
las mandibulas grandes de las larvas de primer instar de U. anastrephae y D.
longicaudata y mayor rapidez en su movilidad, contribuyan en la ventaja competitiva de
estas especies sobre D. areolatus.

El comportamiento de U. anastrephae como invasor frente a D. areolatus como
residente fue consistente con lo reportado por Aluja et al. (2013), corroborando que las
grandes mandibulas de la larva de primer instar de U. anastrephae son utilizadas como
mecanismo para la eliminaciéon de los competidores, como se muestra en la Figura 3b.
La coexistencia de D. areolatus y U. anastrephae también podria estar relacionada en
la capacidad de discriminacién de U. anastrephae, de atacar larvas ya parasitadas por
heteroespecificos (Sivinski et al. 2001), ya que éste posee una cantidad relativamente
baja de huevos disponibles, los cuales intentard colocar preferencialmente en
hospederos no parasitados (Aluja et al. 2013).

Nuestros resultados con D. longicaudata sobre las larvas de D. areolatus no es
consistente a lo reportado por Paranhos et al. (2013), ya que no se observo ventaja de
D. longicaudata pues su parasitismo se redujo significativamente en hospederos
previamente parasitados por D. areolatus. Es probable que los porcentajes de
parasitismo (y superparasitismo) de D. longicaudata en presencia del residente D.
areolatus puedan estar influenciados por un comportamiento de discriminacion que de
competencia intrinseca, dado que D. longicaudata resultd victorioso en competencia
intrinseca y su parasitismo fue mayor en hospederos libres de residente. También es
posible que las condiciones experimentales de nuestro trabajo (residente natural, larva
de A. obligua y hospedero frutal nativo) hayan contribuido a que D. longicaudata
parasitara menos cantidad de larvas con el residente, ya que se ha encontrado de
manera mas abundante en frutos grandes y comerciales, frecuentemente exéticos, tales
como mango y Citrus spp. (Lopez et al. 1999), los cuales estan libres o0 con menos

presencia del residente nativo (Lopez et al. 1999). Lo anterior sugiere que D.
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longicaudata tiene menor probabilidad para ocasionar una extincion local por
desplazamiento de D. areolatus, ya que la competencia entre ambas especies se
disminuiria por una aparente separacion de nichos (Hackett-Jones et al. 2009).

En la competencia intrinseca entre D. longicaudata y U. anastrephae ambas
resultaron igualmente afectadas en su parasitismo, como se ha reportado en
condiciones de laboratorio (Paranhos et al. 2013; Murillo et al. en preparacion). La
resistencia de U. anastrephae a la competencia intrinseca con D. longicaudata y un
posible mejor desempeiio cuando el hospedero se localiza en las Spondias, pueden ser
las causas de que en campo U. anastrephae pueda mantener mayores proporciones a
los de D. longicaudata en los frutales del género Spondias (Lopez et al. 1999). De tal
manera que parece que hay pocas razones para preocuparse por los efectos de D.
longicaudata sobre el nativo U. anastrephae, ejemplo de esto puede ser el caso de
Florida, USA, donde a pesar de las liberaciones de D. longicaudata, U. anastrephae se
encuentra bien distribuida, incluso abarcando el mismo rango que el invasor (Eitam et
al., 2004).

De acuerdo con nuestros resultados podemos concluir que D. areolatus es un
competidor intrinseco inferior en competencia con U. anastrephae o D. longicaudata a
pesar de tener una accion temprana y ser residente en el hospedero utilizado; pero
existen mecanismos competitivos propios de D. longicaudata, probablemente
relacionadas con la discriminacion de hospederos previamente parasitados por D.
areolatus, que compensan esta inferioridad intrinseca de D. areolatus, haciendo que la
competencia sea similar, lo cual ratifica que las liberaciones de D. longicaudata en
programas de control bioldégico por aumento no afectardn a D. areolatus. U.
anastrephae resistio la presencia competitiva de D. longicaudata, lo cual sugiere que
podria ser utilizado como un agente de control biolégico complementario contra moscas

de la fruta A. obliqua en hospederos frutales como Spondias.
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RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de las liberaciones por aumento del parasitoide exatico
Diachasmimorpha longicaudata sobre las poblaciones Anastrepha spp. y sobre el parasitismo natural en
12 tipos de frutales hospederos, en dos sitios experimentales (“A” y “B”). Durante el ciclo 2013-14, los
parasitoides fueron liberados en un sitio mientras que el otro sitio se utiliz6 como control. Durante el ciclo
2014-15, los tratamientos en cada uno de los sitios se invirtieron para hacer las comparaciones sobre una
base espacial y temporal. El efecto de las liberaciones de parasitoides en el nimero de larvas por fruto
entre sitios fue significativo en el primer ciclo en guayabas y en el total. En el segundo ciclo solo hubo
diferencias significativas en naranjas. Entre ciclos en el mismo sitio el efecto de las liberaciones fue
mayor en el sitio “A” en guayabas, mangos, naranjas y el total. En el sitio “B” solo hubo diferencias
significativas en naranjas. Al comparar el parasitismo entre sitios en el mismo ciclo, se registré6 un
incremento significativo de 32.3% en guayabas, 39.5% en mango, 16.7% en naranja y 22.9% en el total
en el primer ciclo; en el segundo ciclo solo se registré un incremento significativo de 13.5% en mango. Al
comparar el parasitismo entre ciclos en el mismo sitio, el sitio “A” registré un incremento significativo de
13.5% en mango y 9.1% en naranja; en el sitio “B” un incremento significativo de 17.1% en guayaba,

39.5% en mango y 14.9% en el total.

Palabras claves: Control bioldgico, A. obliqua, D. areolatus, Spondias, mango, competencia
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1. INTRODUCCION

Las liberaciones masivas de parasitoides constituyen una estrategia denominada
control biolégico por aumento (CBA), que representa una alternativa para la supresion
de moscas de la fruta (Knipling, 1992, Sivinski et al. 1996, Montoya y Cancino, 2004,
Montoya et al. 2007).

El CBA se ha practicado en México a través de las liberaciones del parasitoide
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) para el control biolégico de moscas de la
fruta Anastrepha y de algunos brotes de Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera:
Tephritidae) (Lopez et al. 1999; Montoya et al. 2005; Montoya et al. 2007).

Diachasmimorpha longicaudata es una especie originaria de la region Indo-
Filipinas donde ataca a especies del género Bactrocera (Diptera: Tephritidae) (Wharton
y Marsh, 1978). Fue introducida en diversas partes de la region Neotropical (Ovruski et
al. 2000), donde coexiste con parasitoides nativos como Doryctobracon areolatus
(Szepligeti) y Utetes anastrephae (Viereck) (Braconidae: Opiinae) que atacan
Anastrepha spp. en frutales nativos y exéticos (Lopez et al. 1999, Sivinski et al. 2000,
Ovruski et al. 2000). Se le ha considerado como candidato con potencial para el CBA,
ya que los métodos para su cria en masa y liberacion se han desarrollado en diferentes
partes del mundo (Sivinski, 1996a, Montoya y Cancino, 2004, Montoya et al. 2007). Sus
liberaciones por aumento han reducido de manera sustancial poblaciones de C. capitata
en Costa Rica, A. suspensa (Loew) en Florida y A. obliqua (Macquart) y A. ludens
(Loew) en México (Camacho, 1994, Burns et al. 1996, Sivinski et al. 1996b, Montoya et
al. 2000a).

Después de ser introducida en diferentes paises, D. longicaudata ha sido
reportado parasitando Anastrepha spp., C. capitata y Bactrocera dorsalis (Hendel)
(Wharton et al. 1981, Wong et al. 1984, Jiron y Mexzon, 1989, Aluja et al. 1990, Eskafi,
1990, Baranowsky et al. 1993, Lépez et al. 1999). En la mayoria de los casos, esta
especie representd el mayor porcentaje de parasitismo en comparacion con otras
especies de parasitoides, especialmente en frutas cultivadas en zonas agricolas (Lopez
et al., 1999, Sivinski et al. 2000).
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Diachasmimorpha longicaudata es una especie competitiva y ejerce altos niveles
de parasitismo y superparasitismo, tanto en laboratorio como en campo (Aluja et al.
1990, Sivinski et al. 1997, 2000, Montoya et al. 2000a, 2000b, 2011, 2012b, Gonzéalez et
al. 2007, 2010). Este comportamiento puede tener un efecto negativo sobre las
especies nativas, mediante la exclusion ejercida por la explotacién de recursos (Sivinski
et al. 1996b, Sivinski et al. 1997).

En este sentido, es poco lo que se sabe de las interacciones que se dan entre los
parasitoides utilizados en el control biologico por aumento y los parasitoides nativos que
ejercen un control natural, asi como de la competencia interespecifica entre las
especies de parasitoides involucradas. De tal forma que el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de las liberaciones por aumento de D. longicaudata sobre Anastrepha
spp. y su parasitismo natural en diferentes hospederos frutales en la region central del

estado de Veracruz, México.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Area de estudio

El estudio se realiz6 en la regién centro costa de Veracruz, municipio de Medellin de
Bravo, a 25 km del puerto de Veracruz, la cual se caracteriza por presentar densidades
importantes de hospederos de Anastrepha spp. como mango (Mangifera indica L.) cv.
Manila principalmente y naranja agria (Citrus aurantium L.), y plantas nativas de ciruelas
del género Spondias y guayaba (Psidium guajava L.), que les proporcionan un recurso
para sobrevivir todo el afio. Estos hospederos se encuentran principalmente como
arboles de traspatio y huertos cercanos al rio Cotaxtla. Algunos huertos de mango se
encuentran rodeados de arboles de jobo (Spondias mombin L.) y guayaba (P. guajava)
donde son comunes las altas poblaciones de moscas de la fruta. El area de estudio se
ubicé entre los 19° 00' y 18° 55' de latitud norte y 96° 10"y 96° 13' longitud oeste, con
una altitud promedio de 18.5 msnm. El clima es semihiumedo, con una precipitacion
media anual de 1,358 mm con un periodo de lluvias muy marcado de junio a
septiembre. La temperatura media mas alta 29.1°C, se presenta en el mes de junio y la

media mas baja, 21.4 °C, en el mes de enero (SMN, 2010). Basandonos en Montoya et
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al. (2000), en esta area se delimitaron dos sitios denominados “A” y “B” de = 10 ha, las
cuales se subdividieron en dos parcelas de = 5 ha cada una, las cuales fueron
consideradas como repeticiones y fue de donde se tomaron los datos y muestras para

analisis (Figura 1).
2.2. Parasitoides

Los parasitoides D. longicaudata fueron criados en masa en la planta "Moscafrut" en
Metapa de Dominguez, Chiapas, de acuerdo con los procedimientos descritos por
Cancino et al. (2010) y fueron enviados cada semana al area de estudio. Pupas de
moscas de la fruta parasitadas fueron envasadas en contenedores cilindricos conocidos
cologuialmente como “Arturito” a una densidad de aproximadamente 3,500 pupas por
contenedor. Estos contenedores fueron fabricados con cubetas de plastico de 20 litros,
30 cm de didmetro y 30 cm de alto, de color blanco con tapas, con dos ventanas de 35
x 11 cm para mantener la ventilacion dentro del contenedor, estas ventanas se
cubrieron con malla mosquitera de color gris de 1.5 mm de luz, tapa con un corte
circular de 15 cm, el cual fue cubierto con malla del mismo calibre. En el interior del
contenedor se colocaron seis tiras de plastico de 24 cm x 8 cm alternadas para
aumentan la superficie de apoyo para los parasitoides emergentes y una mezcla de
miel de abeja y papel higiénico (17 miel: 1 papel) como alimento para las avispas, la
cual se unt6 en las tiras de plastico (Montoya et al. 2012a).

Los contenedores con el material biolégico se colocaron en una habitacion a = 25
+ 2 °Cy 65 + 5% HR por 5 dias, hasta que machos y hembras emergieron (SAGARPA-
SENASICA, 2012). Diez contenedores se prepararon cada semana, con una
emergencia promedio del 60%, aproximadamente 2,100 parasitoides por contenedor, y

una proporcion hembra: macho de 3:1. (= 1,500 parasitoides hembras/ha).

2.3. Liberacion de parasitoides

Los parasitoides fueron liberados por via terrestre cerca de los arboles de frutales
hospederos durante dos ciclos abarcando las diferentes temporadas de fructificacién de
los hospederos. Las liberaciones de parasitoides fueron en base a Montoya et al.

(2000), durante el ciclo 2013-14, los parasitoides fueron liberados en un sitio (B)
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mientras que el otro sitio (A) se utilizd6 como control. En ambos sitios, el control y el sitio
tratado, se contd con la presencia de mango (Manila), huertos de traspatio y cercos
vivos en los cuales habia una mezcla de mango de diversos cultivares y otras especies
de arboles frutales (por ejemplo, citricos, guayaba y ciruela tropical). Durante el ciclo
2014-25, los tratamientos en cada uno de los sitios se invirtieron, los parasitoides fueron
liberados en un sitio (A) mientras que el otro sitio (B) se utiliz6 como control, para hacer

las comparaciones sobre una base espacial y temporal (Figura 1).

Sitio “B”
Con liberacion (ciclo 2013-14)
Sin liberacion (ciclo 2014-15)

Sitio “A”
Sin libracidn (ciclo 2013-14)
Con liberacion (ciclo 2014-15)
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© 20115 OCg e

QISIINEGI
mag 2015'DigitaiGiobe
18°57'43:71" N £96°13!44.59" O. elevacion 15 m  alt. ojo 15.37 km

Fechas de imagenes: 1/18/2015
Figura 1. Area de estudio delimitada en dos sitios denominadas “A” y “B”, las cuales se subdividieron en
dos parcelas de = 5 ha cada uno que sirvieron en un ciclo como tratados y en otro ciclo como testigo.
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2.4. Monitoreo de niveles de poblaciones de moscas y parasitoides

Se establecieron cinco puntos de muestreo, cada uno con una trampas Multilure®, en
cada unidad de 5 ha dentro del huerto de mango de cada sitio. Las trampas fueron
revisadas semanalmente durante los dos afios. Para determinar el grado de infestacion
de la fruta y porcentaje de parasitismo, se colectaron frutos con signos de estar
infestados en cada sitio. El nimero de larvas por fruto, el nimero de frutos, y porcentaje
de parasitismo se determinaron para cada sitio. EI nUmero de frutos por muestra varié
de 10 a 50 dependiendo de la disponibilidad y tamafio de éstos. Todas las muestras y

los datos de trampeo se registraron cada semana.
2.5. El analisis estadistico

Se utiliz6 una prueba t de Student para comparar el nimero de larvas / fruto, nUmero de
moscas / trampa / dia (MTD) y porcentaje de parasitismo en los hospederos frutales.
Estas comparaciones se hicieron para el mismo ciclo entre sitios y el mismo sitio entre
los ciclos, basandonos en el trabajo de Montoya et al. (2000). El porcentaje de
parasitismo se calculé como el nimero de parasitoides que emergieron dividido entre la
suma del numero de parasitoides y moscas que emergieron multiplicado por cien
(L6pez et al., 1999; Sivinski et al., 2000). Se comparé el parasitismo total por especie
de parasitoide en cada hospedero, asi como la suma del parasitismo ocasionado por
las especies encontradas por hospedero y total, en cada sitio y ciclo. Los datos
expresados en porcentaje se transformaron a raiz cuadrada del arco seno antes del
andlisis. Los analisis se realizaron utilizando programa estadistico SAS 9.2 (SAS
Institute, 2008).

3. RESULTADOS
3.1. Especies frutales, moscas y parasitoides

Se muestrearon un total de 12 tipos de hospederos frutales, constituidos por cuatro
especies de ciruelas del género Spondias (roja, cundoria, jobo y criolla), dos de naranja

(Citrus aurantium y C. sinensis), tres tipos de Psidium guajava (criolla, pera y rosa) y
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tres cultivares de Mangifera indica (criollo, Tommy y oro). De estos frutales emergieron
cuatro especies de moscas Yy tres especies de parasitoides.

En Spondias se encontr6 exclusivamente la especie A. obliqua, y fue mas
abundante en las ciruelas cundoria (195 moscas en 364 frutos) y jobo (228 moscas en
578 frutos), donde también se registraron las tres especies de parasitoides, siendo D.
areolatus el de mayor abundancia con 251 avispas, principalmente en larvas extraidas
de jobo (175 avispas) y cundoria (76 avispas). U. anastrephae fue la especie menos
abundante con solo 4 avispas y Unicamente se registré en larvas de cundoria (3
avispas) y jobo (1 avispa). D. longicaudata se registro en larvas de cundoria y jobo (7
avispas en cada una).

En guayaba se registré la especie A. striata (422 moscas en 239 frutos),
predominando en las variedades criolla (227 moscas en 169 frutos) y pera (195 moscas
en 41 frutos), el resto de las moscas, A. obligua (61 moscas) y A. fraterculus (19
moscas), solo se registraron en la variedad criolla. Los parasitoides D. areolatus (38 'y 4
avispas) y D. longicaudata (57 y 29 avispas) predominaron en las variedades criolla y
pera, respectivamente.

En mango predominé la especie A. obliqua con 138 moscas, registradas en la
variedad criolla (114 moscas en 114 frutos) y Tommy (24 moscas en 27 frutos), el resto
de las moscas fueron A. ludens con 13 mocas registradas en la variedad criolla. D.
longicaudata fue la Unica especie de parasitoide que se registrd, siendo mas abundante
en la variedad criolla (46 avispas).

En naranja agria se tuvo el 100% de moscas y parasitoides, registrandose 146
adultos de A. ludens y 18 D. longicaudata.

3.2. Infestacion

El nimero promedio de larvas por fruto (I/f) en el ciclo de liberacion fue de 2.9 y 3.9 I/f
mientras que en el ciclo control 6.2 y 2.8 I/f en el sitio “A” y “B”, respectivamente
(Cuadro 1). Por hospedero en el sitio “A”, las guayabas registraron en total 5.8 I/f en el
ciclo con liberacion y 17.4 l/f en el ciclo control, los mangos 4.2 y 10.1 I/f, las naranjas

2.2y 7.4 |/fylas ciruelas 2.2 y 3.4 I/f, respectivamente (Cuadro 1). En el sitio “B” solo
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las naranjas agrias registraron una reduccion de larvas por fruto con 4.7 I/f en el ciclo

con liberacion y 9.2 l/f en el ciclo control (Cuadro 1).

Cuadro 1. Numero de frutos infestados, larvas y larvas por fruto en cada uno de los hospederos frutales

en los sitios y ciclos con liberacién de D. longicaudata y control.

Sitio “A” Sitio “B”
Control Con liberaciéon Con liberaciéon Control

Hospederos Ciclo 2013-14 Ciclo 2014-15 Ciclo 2013-14 Ciclo 2014-15

f | I/ f I I/f f | I/f f | I/f

Ciruela roja 75 216 29 7 19 27 |38 72 19 |20 29 15
(S. purpurea)
Ciruela jobo

(S. mombin) 68 227 3.3 57 139 24 | 267 957 3.6 |186 338 1.8

Ciruela cundoria
(S. dioica) 79 324 4.1 72 132 1.8 205 663 3.2 8 18 2.3

Ciruela criollo
(Spondias sp.)
Ciruelas
(Spondias spp.)
Guayaba criolla 13 195 15.0 15 70 47 | 123 593 48 |18 55 3.1
Guayaba pera 21 532 25.3 7 67 9.6 8 92 115| 5 32 64

Guayaba rosa 17 161 9.5 3 7 2.3 4 12 3.0 5 12 24

27 76 2.8 7 19 2.7 38 77 20 | 36 46 13

249 843 3.4 143 309 2.2 | 548 1769 3.2 |250 431 1.7

.G.uayabas 51 888 17.4 25 144 58 | 135 697 52 |28 99 35
(Psidium guajava)
Mango criollo 16 173 10.8 32 134 4.2 60 472 79 | 6 44 73
Mango Tommy 10 86 8.6 0 0 0.0 14 77 5.5 3 11 37
Mango Oro 3 34 11.3 0 0 0.0 0 0 00| 0O 0 00
Mangos
29 293 10.1 32 134 4.2 74 549 74 9 55 6.1

(Mangifera indica)
Naranja agria
(C. aurantium)
Naranja dulce

(C. sinensis)
Naranjas
(Citrus spp.)

Total/Promedios 352 2195 6.2 206 600 29 | 760 3029 3.9 |323 916 2.8

f= fruto infestado, I= larvas, I/f = larvas por frutos.

23 171 7.4 6 13 2.2 3 14 47 | 36 331 9.2

0 0 0.0 0 0 0.0 0 0 00| 0O O 00

23 171 7.4 6 13 2.2 3 14 4.7 | 36 331 9.2

El efecto de las liberaciones de parasitoides en el numero de larvas por fruto
hospedero (I/f) entre sitios en el mismo ciclo (Figura 2) fue significativo para el primer
ciclo en el hospedero guayaba con una reduccion de 12.2 I/f (t 25; P = 0.021) y en el
total con una reduccion de 4.5 I/f (t ,5; P = 0.017) (Figura 2a). En el segundo ciclo solo
hubo diferencias significativas en el hospedero naranja con una reduccién de 7.5 I/f (t

23; P = 0.0021) (Figura 2b). Entre ciclos en el mismo sitio (Figura 3) el efecto de las
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liberaciones fue mayor en el sitio “A”, donde la infestaciébn en guayabas tuvo una
reduccion significativa de 11.6 I/f (t .3, P = 0.0306), mango 5.9 l/f (t .7; P = 0.0017),
naranjas 5.4 I/f (t 7.3; P = 0.001) y el total 6.0 I/f (t 2.1; P = 0.0385) (Figura 3a). En el sitio
“B” el efecto de las liberaciones solo se observo en las naranjas, las cuales tuvieron una
reduccion significativa de 4.8 I/f (t 2.3; P = 0.0285) (Figura 3b).
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Figura 2. Promedio (+ EE) de larvas de Anastrepha spp. por fruto en cada hospedero con liberacién D.
longicaudata y control. (a) Ciclo 2013-14. (b) Ciclo 2014-15.
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Figura 3. Promedio (+ EE) de larvas de Anastrepha spp. por fruto en cada hospederos en los ciclos con

liberacion de D. longicaudata y control. (a) Sitio A. (b) Sitio B.
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3.3. Captura de adultos

El 97% de las moscas capturados fueron A. obliqua. EI nUmero de adultos capturados
en las trampas no fue afectado significativamente por las liberaciones de parasitoides.
Sin embargo, se pudo observar que en el ciclo 2013-14 los valores mas bajos se
registraron en el sitio con liberacién. En el ciclo 2014-15 el nimero de capturas
disminuyo significativamente (P= 0.001), tanto para el sitio con liberacion como para el

control (Figura 4).

16 -

14 -

12 - N
- -k - Sitio "A"
—¥— Sitio "B"

Ciclo 2013-14 Ciclo 2014-15
Sitio “A” control Sitio “B” control
Sitio “B” con liberacion Sitio “A” con liberacion

Figura 4. Moscas/trampas/dias (MTD) de A. obliqua por mes en los sitios “A” y “B” en cada ciclo con

liberaciones de D. longicaudata y control.
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3.4. Parasitismo

El parasitismo total de D. longicaudata en ciclos de liberacion fue de 5.9 y 20.2%,
mientras que en los ciclos que sirvieron como control fue de cero y 6.8% en el sitio “A” y
“B” respectivamente (Cuadro 2). Para la especie nativa D. areolatus su parasitismo total
fue similar en ambos sitios con liberacion y control (Cuadro 2). El parasitismo total,
adicionando las dos especies de parasitoides, increment6 de 15.5 y 25.9% en el ciclo
control a 22.0 y 33.9% en el ciclo con liberacion en el sitio “A” y “B” respectivamente. El
parasitismo total de D. longicaudata fue mayor en las especies de frutales exdticas
como la naranja agria (9.1 y 16.7%, sitio “A” y “B” respectivamente) y el mango (13.6 y
39.5%, sitio “A” y “B” respectivamente) y menor en las especies nativas Spondias
(Cuadro 2). En el caso de la especie nativa D. areolatus sucedi6 lo contrario, el mayor
porcentaje de parasitismo se observd en las Spondias (de 29.3 a 36.2%) y sin
parasitismo en mangos hi en naranjas (Cuadro 2). La guayaba fue compartida por las
dos especies de parasitoides, siendo D. longicaudata el de mayor porcentaje de
parasitismo (8.6 y 29.1%, sitio “A” y “B”, respectivamente) (Cuadro 2).

Al comparar el parasitismo entre sitios en el mismo ciclo (Figura 5 y 6), en el
primer ciclo (Figura 5) se registré un incremento significativo de 32.3% en guayabas (t
28; P =0.0139), 39.5% en mango (t 45; P = 0.001), 16.7% en naranja (t 45; P = 0.001) y
22.9% en el total (t 46, P = 0.001); en el segundo ciclo (Figura 6) solo se registré6 un
incremento significativo de 13.5% en mango (t 44; P = 0.0003). Al comparar el
parasitismo entre ciclos en la mismo sitio, el sitio “A” registré un incremento significativo
de 13.5% en mango (t 45; P = 0.0001) y 9.1% en naranja (t 45, P = 0.0001); en el sitio
“B” un incremento significativo de 17.1% en guayaba (t 25, P = 0.0237), 39.5% en
mango (t 45, P = 0.0001) y 14.9% en el total (t 25, P = 0.0342). El parasitismo de D.
areolatus no registro diferencias significativas al comparar entre sitios y ciclos con

liberacion de D. longicaudata y control.

4. Discusion

Las diferencias en el parasitismo de D. longicaudata y D. areolatus son evidentes

cuando se comparan los frutos hospederos, resaltando el efecto de éstos sobre la
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coexistencia de éstas especies. La especie nativa D. areolatus predominé sobre los
frutos nativos de Spondias; esta dominancia no se vio afectada por el ciclo de estudio ni
por la zona de liberacion de D. longicaudata, la cual predominé sobre las especies
frutales exoticos de mango y naranja, permitiendo asi una reparticion de los recursos
disponibles. En guayaba, que también es un hospedero nativo, se registraron las dos
especies de parasitoides, lo cual permitié incrementar el parasitismo total. La accién
ejercida por la adicion de las dos especies de parasitoides indicé que las liberaciones
de D. longicaudata pueden complementar el parasitismo natural ejercido por D.
areolatus. Esta observacion indica que los parasitoides liberados no desplazaron a los
nativos.

Con las liberaciones de D. longicaudata se observo una reduccion del niumero de
larvas por fruto al comparar entre sitios (en el ciclo 2013-14) y entre ciclos (en el sitio
“‘A”). En el control (ciclo 2014-15), los niveles de parasitismo por D. longicaudata en
ciruela, guayaba y naranja sugieren un efecto residual de estas liberaciones.

El tamafio de la fruta se ha considerado como un factor importante en las tazas de
parasitacion (Sivinski et al. 1997; Lopez et al. 1999) y mas recientemente como un
factor relacionado con la separacion de nichos dentro de la competencia interespecifica
(Sivinski et al. 1997, Aluja et al. 2013). Sin embargo, recientemente se ha demostrado
que D. areolatus puede parasitar individuos de etapas mas tempranas, larvas recién
eclosionadas e incluso huevos (Murillo et al. 2015), los cuales independientemente del
tamafio de la fruta estaran cerca de la parte superficial del fruto. Por lo tanto es mas
probable que la coexistencia de D. longicaudata y D. areolatus dependa del grado de
afinidad de D. areolatus por A. obliqua en las Spondias y la capacidad de D.
longicaudata de aprovechar el recurso libre que deja D. areolatus, ya que si D.
longicaudata parasita a A. obliqgua en Spondias invariablemente atacara estadios
larvales maduros los cuales tendran una alta probabilidad de haber sido parasitados por
D. areolatus (Murillo et al. 2015), lo cual conllevaria a una competencia intrinseca que

puede ser evitada por D. longicaudata al ocupar los espacios libres de D. areolatus.

94



Cuadro 2. Abundancia y parasitismo total de D. areolatus, D. longicaudata en cada hospedero frutal en

ciclos con liberaciones de D. longicaudata y control.

Ciclo 2013-14 Ciclo 2014-15
Hospederos Sitio “A” control Sitio “A” con liberacion

Da DI A PDa PDI | Da DI A PDa PDI
Ciruela roja (S. purpurea) 2 0 32 59 0.0 1 0 3 250 0.0
Ciruela jobo (S. mombin) 51 0 79 39.2 0.0 16 0 16 50.0 0.0
Ciruela cundoria (S. dioica) 12 0 21 364 0.0 17 2 58 221 26
Ciruela criolla (Spondias sp.) 1 0 4 200 0.0 2 1 7 20.0 10.0
Ciruelas (Spondias spp.) 66 0 136 32.7 0.0 36 3 84 293 24
Guayaba criolla 9 0 115 73 0.0 1 0 17 56 0.0
Guayaba pera 0 128 23 0.0 1 5 32 26 13.2
Guayaba rosa 0 3 0.0 0.0 0 0 2 0.0 0.0
Guayabas (Psidium guajava) 12 0 246 4.7 0.0 2 5 51 34 8.6
Mango criollo 0 0 42 0.0 0.0 0 3 16 0.0 1538
Mango Tommy 0 0 1 0.0 0.0 0 0 3 0.0 0.0
Mango Oro 0 0 0 0.0 0.0 0 0 0 00 00
Mangos (Mangifera indica) 0 0 43 0.0 0.0 0 3 19 0.0 136
Naranja agria (C. aurantium) 0 0 5 0.0 0.0 0 3 30 0.0 91
Naranja dulce (C. sinensis) 0 0 0 0.0 0.0 0 0 0 00 0.0
Naranjas (Citrus spp.) 0 0 5 0.0 0.0 0 3 30 0.0 9.1
Total 78 0 425 155 0.0 | 38 14 184 16.1 5.9

Sitio “B” con liberacién Sitio “B” control

Ciruela roja (S. purpurea) 1 0 9 10.0 0.0 2 0 11 154 0.0
Ciruela jobo (S. mombin) 64 3 54 529 25 | 44 4 79 346 3.1
Ciruela cundoria (S. dioica) 37 3 106 253 2.1 10 2 10 455 091
Ciruela criolla (Spondias sp.) 0 0 5 0.0 0.0 1 0 3 250 0.0
Ciruelas (Spondias spp.) 102 6 174 36.2 2.1 57 6 103 34.3 3.6
Guayaba criolla 21 57 141 96 26.0 7 0 34 171 0.0
Guayaba pera 0 20 25 0.0 444 0 4 10 0.0 286
Guayaba rosa 0 0 1 0.0 0.0 0 0 0 0.0 0.0
Guayabas (Psidium guajava) 21 77 167 79 29.1 7 4 44 127 7.3
Mango criollo 0 43 69 0.0 384 0 0 0 0.0 0.0
Mango Tommy 0 15 20 0.0 429 0 0 0 00 00
Mango Oro 0 0 0 0.0 0.0 0 0 0 0.0 0.0
Mango (Mangifera indica) 0 58 89 0.0 395 0 0 0 00 0.0
Naranja agria (C. aurantium) 0 2 10 0.0 16.7 0 13 101 0.0 114
Naranja dulce (C. sinensis) 0 0 0 0.0 0.0 0 0 0 00 00
Naranjas (Citrus spp.) 0 2 10 0.0 16.7 0 13 101 0.0 114
Total 123 143 440 174 20.2 | 64 23 248 19.1 6.8

Da=D. areolatus, DI= D. longicaudata, A= Adultos de Anastrepha, PDa= Parasitismo de D. areolatus y PDI= Parasitismo de D.
longicaudata.
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Figura 5. Promedio (+ EE) del parasitismo de D. longicaudata, D. areolatus y total sobre Anastrepha spp.

en hospedero frutal en la sitio “A” control (a) y sitio “B” con liberacién de D. longicaudata (b) en el ciclo

2013-14.

| @
i OD. areolatus
T
T i
| T
= 1
T T T
Ciruelas Guayabas Mangos Naranja Total
. ()
| OD. longicaudata
OD. areolatus
1 @ Total
Ciruelas Guayabas Mangos Naranja Total

Frutales hospederos

96



100 +

_ o0 | @
:u_JI 80 - oD. longicaudata
S 70 OD. areolatus
o ETotal
E 60 -
2
§ 40 -
30 -
20 -
o el [ = B
O T T T |+| T
Ciruelas Guayabas Mangos Naranjas Total
100 ~
90 | ()
80 - OD. longicaudata
’HJJ‘ 70 - OD. areolatus
+ @ Total
S 60 -
o |
g 950
(2]
= 40 -
[}
©
g 30 -
o
20 -
§
o T T T T
Ciruelas Guayabas Mangos Naranja Total

Hospederos frutales

Figura 6. Promedio (+ EE) del parasitismo de D. areolatus, D. longicaudata y total sobre Anastrepha spp.
en cada hospedero frutal en el sitio “A” con liberacion de D. longicaudata (a) y sitio “B” control (b) en el
ciclo 2014-15.

Los niveles de parasitismo reportados en este estudio podrian estar subestimando
el efecto real de las liberaciones de parasitoides. La colecta de fruta descarta las larvas
que contienen una exposicion posterior a parasitoides, lo que conlleva solo a una
estimacion del parasitismo potencial (Sivinski et al. 1996b). Esto es un problema

particular en la estimacion del parasitismo por D. longicaudata, ya que éste parasitoide
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forrajea extensivamente sobre fruta caida y en fase de descomposicion avanzada
(Purcell et al. 1998). Wong et al. (1991) han sefialado que el muestreo de fruta puede
causar una reduccion considerable en la densidad de las larvas de mosca que podrian
haber estado disponible para los parasitoides.

No obstante, el parasitismo total de D. longicaudata en frutos de mangos y
naranjas fue importante y contribuyd en el parasitismo de guayaba y total. D. areolatus
no parasité larvas en mango ni en naranja a pesar de la disponibilidad de larvas, las
cuales fueron aprovechadas por D. longicaudata contribuyendo a un incremento del
parasitismo total de 41.1%. Al darse esta reparticion de larvas en diferentes
hospederos, las liberaciones de D. longicaudata complementaron el parasitismo natural
ejercido por D. areolatus, lo cual fue mas evidente en guayaba (74.1% de incremento),
incrementando el parasitismo total de 5.5 a 15.7%.

D. longicaudata dio pruebas de establecimiento cuando se recuperé un afo
después de las liberaciones. D. longicaudata se ha establecido exitosamente en
algunas regiones agroecolégicas de México, donde ha logrado importantes niveles de
parasitismo y mantener sus poblaciones en el tiempo (Aluja et al. 1990; Lépez et al.
1999; Sivinski et al. 2000). En Veracruz es abundante en algunas regiones de montafia
del centro del estado (Sivinski et al. 2000), lo que sugiere que esta especie tiene
probabilidades de establecerse en la region de estudio e incrementar sus poblaciones
en los hospederos como mangos y naranjas, lo cual contribuira al incremento del
parasitismo natural de Anastrepha spp. en la regién.

En algunas regiones del centro de Veracruz D. longicaudata es mas abundante
que D. areolatus a mayor altitud y en frutos grandes (Lopez et al. 1999; Sivinski et al.
2000). No esta claro si las distribuciones altitudinales son el resultado de la
competencia interespecifica que conduce a la subdivision del hébitat, pero en nuestro
caso, la region de estudio tiene una altitud baja y no hay evidencia de un posible
desplazamiento de especies en los sitios donde se liberé D. longicaudata y donde D.
areolatus era ya residente. Bajo las condiciones de nuestra region de estudio, la
separacién de nichos estuvo dada por las especies de frutos hospederos, ya que el
mayor impacto de las liberaciones de D. longicaudata se observd en especies exébticas

coOmo mangos y naranjas, las cuales no son aprovechados por el parasitoide nativo
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residente D. areolatus, el cual actia casi exclusivamente sobre larvas de A. obliqua en
frutos de Spondias spp.

En un estudio previo (ciclo 2012-2013) sobre el parasitismo natural en la region de
nuestro estudio (Montoya et al. Sometido) se demostré que la especie D. longicaudata
no estaba presente en la regibn y que la especie D. areolatus parasito casi
exclusivamente en las especies de frutales Spondias (=30%), resultados muy similares
a lo reportado en nuestro estudio en condiciones de liberacion de D. longicaudata, lo
gue sugiere la baja probabilidad del desplazamiento de la especie nativa.

La abundancia de hospederos de moscas de la fruta en los alrededores de huertos
es un factor clave para determinar la eficiencia de los programas de liberacion de
parasitoides (Aluja y Liedo 1986). En nuestra region de estudio los hospederos se
encuentran en areas silvestres, de traspatio y sin manejo agricola, los cuales son
fuentes importantes de refugio y reproduccién de moscas que se trasladan a los huertos
donde pueden causar graves dafos. Por lo tanto, consideramos que los programas de
control biolégico por aumento deben estar orientados a la supresion de poblaciones de
moscas en estas zonas de origen (Aluja et al., 1996; Sivinski et al. 1996a; Montoya et
al. 2000a). Hay dos formas en que los parasitoides pueden reducir las poblaciones de
moscas, reduciendo el nimero actual de larvas en frutos infestados, o si los niveles de
infestacion permanecen altos, reduciendo el nimero de moscas adultas (Sivinski et al.,
1996). En nuestro caso, el efecto del CBA se puede relacionar con la reduccion del
namero de larvas por fruto de moscas Anastrepha en las areas de liberacién, ya que la
infestacion (I/f) en el sitio y ciclo en que por primera vez se realizaron las liberaciones
de D. longicaudata fue significativamente menor al control correspondiente.

El efecto de las liberaciones en el nimero de moscas adultas conlleva la dificultad
del completo aislamiento de fuentes externas de moscas, ya que estas pueden migrar
al sitio de liberacion y enmascarar el efecto de las liberaciones, como fue el caso con D.
longicaudata en Florida, EU y México (Sivinski et al. 1996; Montoya et al. 2000a). En
nuestro caso, consideramos que el numero de moscas capturadas pudo ser afectado
por una falta de aislamiento de la poblacion en las zonas experimentales y una posible

influencia de condiciones climaticas predominantes en cada ciclo de estudio, ya que las
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poblaciones de moscas en los sitios con liberacion de D. longicaudata y control se
comportaron de manera similar en cada uno de los ciclos (Figura 4).

Con base en nuestros resultados, consideramos que el control biologico
aumentativo de moscas de la fruta puede ser utilizado contra poblaciones aisladas,
donde podria afiadir el parasitismo como un efecto aditivo significativo en la supresion

de poblaciones de la plaga.
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CONCLUSIONES FINALES

La competencia interespecifica asociada al control bioldgico por aumento de moscas
del género Anastrepha (Diptera: Tephritidae) no ocasiona un efecto negativo sobre las
especies nativas, ya que la competencia interespecifica generada por el control
biolégico por aumento es compensada en diferentes formas, tanto intrinseca como
extrinsecamente, lo cual permite que no haya un impacto sobre las poblaciones de
parasitoides nativos y ademas pueda darse un efecto complementario sobre el
parasitismo natural de Anastrepha spp.

Los atributos intrinsecos de D. longicaudata han sido los mas estudiados en
laboratorio (Montoya, et al., 2000b; 2011; Gonzalez, et al., 2010). Los atributos como su
fertilidad, fecundidad, superparasitismo, capacidad de discriminacion de conespecificos
y la segregacion de compuestos toxicos para la competencia intrinseca (competencia
de larvas de parasitoides dentro de la larva de Anastrepha), probablemente sean los
que hacen a D. longicaudata un competidor con mayor vigor en relacibn a otros
parasitoides. Sin embargo, esta ventaja puede ser compensada por las especies
nativas al ser residentes, ya que se ha demostrado experimentalmente que en
competencia intrinseca interespecifica la especie residente es menos afectada, lo que
permitiria un menor efecto de la competencia por D. longicaudata. Las adaptaciones
morfolégicas de las larvas de primer instar de los parasitoides son otra forma de
compensar la superioridad intrinseca de D. longicaudata, ya que la larva de la especie
nativa U. anastrephae posee un cuerpo y mandibulas grandes, I6bulos maxilares en
forma de colmillos y un apéndice caudal que la hacen tener mayor fuerza, ataque,
defensa y movilidad para competir con la larva de primer instar de D. longicaudata, esto
le permite resistir mejor la competencia intrinseca de D. longicaudata que cualquier otra
larva de especie nativa. La biologia de las especies también puede tener un efecto
importante en la competencia intrinseca, si es que esta tiende a desarrollarse hacia la
compensacion de la competencia, lo cual puede llegar a ser un factor clave para la
dominancia de la especie. El hallazgo de la accién temprana del parasitoide nativo D.
areolatus, que tiene la capacidad de parasitar embriones de larvas en el interior de
huevos y larvas recién eclosionadas de A. obliqua (Murillo, et al., 2015), le puede

brindar una ventaja competitiva contra D. longicaudata, pues estas especies
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invariablemente atacaran estadios larvales maduros que tendrian una alta probabilidad
de haber sido parasitados por D. areolatus, que aunque se ha comprobado que D.
longicaudata es capaz de aniquilar a las larvas de D. areolatus, es probable que D.
longicaudata prefiera evitar la competencia o el riesgo de que sus huevos o larvas
recién eclosionadas mueran por efecto directo o indirecto de una larva de primer instar
bien desarrollada de D. areolatus, de tal forma que es probable que D. longicaudata
busque larvas no parasitadas por D. areolatus o discrimine en cierto grado,
aprovechando Unicamente las larvas no ocupadas por el residente.

El parasitoide D. longicaudata tiene una mayor especificidad que otros
parasitoides, una gran adaptabilidad a diversas condiciones climaticas, una respuesta
funcional denso-dependiente, una capacidad de busqueda y orientacion que le permiten
localizar a su huésped en diferentes circunstancias, y una capacidad de discriminacion
que lo contindan posicionando como una especie de primera eleccion para programas
de control biolégico por aumento (Montoya y Cancino, 2004). Sin embargo, estos
atributos por si solo no representan la expresion sobresaliente de cada uno, ya que solo
la buena combinacién de estos y las interacciones con el medio ambiente, expresaran
el papel competitivo de esta especie y sus efectos en el ambiente. De tal forma que la
competencia con especies como D. crawfordi y O. hirtus, que son competidores
intrinsecos inferiores a D. longicaudata, puede compensarse con las condiciones
ambientales o especies de frutos hospederos, ya que D. longicaudata estd mas
adaptado a los ambientes bajos y secos con una gran diversidad de hospederos
frutales y especies de moscas, mientras que D. crawfordi forrajea mejor en ambientes
de zonas altas, frescas y hiumedas que pueden contener arboles silvestres de citricos
(Sivinski, et al., 2000). La competencia con O. hirtus puede compensarse por la
especializacién de esta especies sobre especies raras de hospederos como A. cordata
y A. alveata, que a su vez atacan hospederos frutales poco comunes (Hernandez-Ortiz,
et al., 1994; Lopez, et al., 1999; Sivinski, et al., 2000; Aluja, et al., 2003), los cuales
probablemente no son atractivos para D. longicaudata. En el caso de D. areolatus y U.
anastrephae la competencia extrinseca con D. longicaudata es compensada a traves
del profundo grado de afinidad de D. areolatus y U. anastrephae por A. obliqua en las

Spondias y la capacidad de D. longicaudata de aprovechar todo el recurso libre por
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estas especies nativas al no parasitar larvas en frutos exéticos como mangos, naranjas
y toronjas, lo cual permite una separacién de nichos y una competencia compensada
que da lugar a que el parasitismo por las especies nativas sea complementado e
incrementado con el parasitismo inducido a través de las liberaciones de D.
longicaudata.

Se considera que el control biolégico por aumento con D. longicaudata dirigido a
hospederos exéticos como mango Yy citricos, en poblaciones aisladas, o por lo menos
en grandes areas, puede ser muy eficaz y aceptable ambientalmente. Ademas, si este
tipo de control biologico se utiliza en combinacion con el parasitismo natural podria
resultar un efecto sinérgico en la supresion de poblaciones de la plaga.

Se recomienda ampliar los estudios de cria y liberacion de especies de
parasitoides nativos como U. anastrephae y D. areolatus con el fin de utilizarlos en
liberaciones para aumentar el parasitismo natural en las especies de hospederos
nativos Spondias, las cuales son proveedores importantes de moscas A. obliqua que
causan graves dafos en el cultivo de mango cv. Manila, el cual tiene un valor comercial

importante para México.
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Especies de parasitoides utilizados en los diversos trabajos de investigacion. a. Diachasmimorpha
longicaudata, b. Doryctobracon areolatus, c. Utetes anastrephae, d. Doryctobracon crawfordi, e. Opius

hirtus, todos Opiine: Braconidae (Hymenoptera).
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Larvas de primer instar de los parasitoides utilizados en los trabajos de investigacion de la Tesis. a.

Diachasmimorpha longicaudata, b. Doryctobracon areolatus, c. Utetes anastrephae, d. Doryctobracon
crawfordi, e. Opius hirtus, todos Opiine: Braconidae (Hymenoptera).
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Laboratorio de Microscopia Electrénica de Barrido del Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR), Unidad

Tapachula, Chiapas, bajo la direccién de la responsable de Laboratorio MC. Ma. Guadalupe Nieto Lopez.

Laboratorio de Control Biolégico del Departamento de Desarrollo de Métodos del Programa Moscafrut,
SENASICA-SAGARPA, Metapa de Dominguez, Tapachula, bajo la direccién del Dr. Pablo J. Montoya

Gerardo y responsable del Laboratorio Dr. Jorge Cancino.
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Unidad de campo de ECOSUR en la Region centro de Veracruz, Municipio de Medellin de Bravo, a cargo

del Dr. Héctor Cabrera Mireles. Donde se llevaron a cabo experimentos en jaulas de campo.

Region centro de Veracruz, municipio de Medellin de Bravo, donde se realizaron las evaluaciones de

liberaciones por aumento de D. longicaudata, con la supervision del Dr. Héctor Cabrera Mireles.
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Hembras de D. areolatus parasitando larvas de moscas A. obliqua (izquierda) y hembras de A. obliqua
infestado frutos de ciruelas Spondias (derecha) en la regidn centro de Veracruz, Municipio de Medellin de

Bravo.
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