KK

ECOSUR

El Colegio de la Frontera Sur

Capacidad de inseminacion, competitividad sexual y
dispersion en campo de machos estériles de Anastrepha

ludens tratados con Beauveria bassiana

TESIS
Presentada como requisito parcial para optar al grado de
Doctora en Ciencias en Ecologia y Desarrollo Sustentable

por

Luisa Fernanda Novelo Rincén

2009



INDICE

RESUMBN. ...
1= INrOAUCCION. ...
1.1.-Objetivo general....... oo
1.2.- Objetivos especifiCoSs........ooviiiiii
2.- ANtECEABNEIES. ...
2.1.- El hongo Beauveria bassiana...........cccc.ooeiiiiiiiiiiii i
2.1.1.- Mecanismos de aCCiON.........c.oeiuiiiiii e
2.1.2.- Métodos de aplicacion...........coouiiiiiiiiii e
2.1.3.- Evaluacion contra moscas de lafruta..............ocoooiiiinn,
2.2.- Técnica del Insecto Estéril............ooooiii
3.- Materiales y ME&t0doS. .......coiniii
3.1.- Material bioldgico y sitio experimental................ccoooiiiiiiiiann.s
3.2.- Competitividad sexual de machos estériles tratados con B. bassiana
3.3.- Duracion de la cépula y patron de almacén de esperma...............
3.4.- Dispersion y longevidad de machos estériles tratados con B. bassiana de
A. ludens en condiciones de campo............ccceieiiiiiiinenn.n.
3.4.1.- Areade estudio.......oeiuieii
3.4.2.- Experimento de liberacidn y recaptura...............ccoooiiiit.
3.5.- Andlisis de datos..........ooouiiiiii
4.- ReSUIAOS. ...
4.1.- Competitividad sexual de machos estériles tratados con B.
DASSIANA. .. ..t
4.2.- Duracion de la copula y patrén de almacén de esperma...............
4.3.- Recapturas de machos estériles de A. ludens tratados con conidios
8. DISCUSION. . e
6.- Literatura Citada.......... ..o

© 00 N O O o O o W -~

I U |
D O W W

17
18
19
21
23

23
24
27
36
44



CUADROS

1.- Copulas obtenidas por machos de Anastrepha ludens correspondientes
a los cuatro tratamientos en competencia................ccooi
2.- Intervalos de confianza para la probabilidad de obtener copulas por
machos de A. ludens silvestres y estériles tratados y no tratados con
Beauveria Dassiana. .........cooeiiii
3.- Copulas exitosas, duracién de la copula y numero promedio y
porcentaje de espermatozoides por espermateca transferidos por machos
de A. ludens de cuatro tratamientos sin competencia. ...........................

4. Numero de machos recapturados (estériles no tratados y estériles
tratados con Beauveria bassiana) para cada liberaciéon en un huerto de
mango en Tapachula, Chiapas. ..........cccoiiiiiii s

5.- Longevidad de machos estériles de Anastrepha ludens no tratados y

tratados con Beauveria bassiana durante cinco liberaciones...................

FIGURAS

1.- Localizacion del huerto de Mangifera indica var. ataulfo El Carmen.........

2.- Distribucion de 68 trampas en el huerto de Mangifera indica var. ataulfo
3.- Relacion entre duracion de la copula y numero total de
espermatozoides para los cuatro tratamientos. .....................
4. Numero de machos recapturados por dia en un huerto de mango en
Tapachula, Chiapas. .......c.cooiiiiii e
5.- Numero de machos estériles de Anastrepha ludens capturados por 68

trampas en un huerto de mango en Tapachula, Chiapas.........................

23

24

25

28

34

19

20

26

28

30



6.- Dispersion de machos estériles de Anastrepha ludens liberados en el
punto central en un huerto de mango en Tapachula,
CRIAPAS. ..
7.- Distancia maxima de dispersion de machos estériles de Anastrepha
ludens en un huerto de mango en Tapachula, Chiapas..........

8.- Intervalos de confianza para la longevidad de machos estériles de
Anastrepha ludens no tratados y tratados con Beauveria bassiana en un
huerto de mango en Tapachula, Chiapas. ............cccooiiiiiiiiin.

ANEXOS

Normas editoriales Journal of Applied Entomology..............cccoviiiinn.n.

32

33

35

57



RESUMEN

La mosca Mexicana de la fruta, Anastrepha ludens (Loew), es una plaga que
ocasiona severos dafnos a la fruticultura, por lo que existe una busqueda constante de
métodos Optimos para su control. Por lo tanto, se evalué la competitividad sexual,
duracién de la copula, transferencia de esperma, dispersion y longevidad de machos
estériles de A. ludens tratados con conidios de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. para
determinar su potencial como agentes autodiseminadores de conidios. No hubo
diferencias significativas en la competitividad sexual entre machos tratados con conidios
y no tratados. Esto indicd que la presencia de conidios no afecté de forma significativa
su desempefo sexual. Sin embargo, ambos tipos de machos tuvieron menor
competitividad que los machos silvestres (tratados y no tratados). La duracion de la
copula y la cantidad de espermatozoides para los tratamientos con machos estériles no
difiieron significativamente y presentaron una correlacién positiva. Se presentaron
diferencias significativas respecto a la cantidad de espermatozoides almacenados en
las espermatecas, pero no hubo diferencias en la forma en que las hembras
almacenaron el esperma. La dispersion y la longevidad en campo se evaluaron
liberando machos en un punto central de un huerto de mango (Mangifera indica cv.
Ataulfo). Hubo diferencias significativas entre tratamientos en cuanto al numero de
recapturas. Ambos tratamientos presentaron un patron similar de dispersion,
desplazandose en direccidn sur-sureste, pero no presentaron diferencias significativas

en la distancia maxima de dispersion y de la longevidad. Estos resultados



proporcionaron los elementos requeridos para apoyar el uso de machos estériles como
autodiseminadores de conidios de B. bassiana en el manejo integrado de moscas de la
fruta, representando un avance importante en la busqueda de nuevas opciones para el

manejo de dicha plaga, con menor impacto para el ambiente y organismos no blanco.

Palabras clave: Mosca Mexicana de la fruta, Beauveria bassiana, control microbiano,

Técnica del Insecto estéril, insectos autodiseminadores.



1. INTRODUCCION

Entre los insectos catalogados como plagas de frutales se encuentran las
comunmente conocidas como moscas de la fruta (Diptera: Tephritidae), por su estrecha
relacion alimenticia de sus estados larvarios con frutos de diversas especies de plantas
cultivadas (Christenson y Foote 1960). En este grupo se ubica el género Anastrepha,
constituido por aproximadamente 200 especies, las cuales tienen una distribucién

eminentemente neotropical (Norrbom et al. 2000).

Solamente siete especies en este género son de gran interés desde el punto de
vista agricola, debido a que ocasionan severas pérdidas a los sistemas fruticolas de
muchos paises (Hernandez-Ortiz 1996, Norrbom et al. 2000). Las pérdidas directas en
la produccidn fruticola fluctuan entre 10 y 25% (Enkerlin et al. 1989) y su presencia en
los huertos es motivo de rigurosas restricciones cuarentenarias por parte de algunos
paises importadores de frutas como Estados Unidos, Australia y Japon (APHIS 1970).
Es por ello que en México, las moscas de la fruta estan consideradas como plagas de
interés publico (SARH 1991); y destacan por su importancia econémica A. ludens
(Loew), A. obliqua (Macquart), A. serpentina (Wiedemann), y A. striata Schiner
(Hernandez-Ortiz, 1992, Hernandez-Ortiz y Aluja 1993). Particularmente, la mosca
Mexicana de la fruta, A. ludens, es una plaga que afecta a numerosos frutales
cultivados en México y Centroameérica (Norrbom y Kim 1988). Ademas, es una amenaza
para la citricultura en Estados Unidos, en donde la presencia de una sola mosca puede
poner en marcha la aplicacion de medidas extensivas y costosas para erradicar o

controlar las poblaciones (Robacker et al. 2003).



El método mas comun para controlar esta plaga ha sido la aplicacion aérea de
insecticidas o la colocacion de trampas-cebo. Aunque éste método ha sido efectivo, es
una constante amenaza para el medio ambiente (Moreno y Mangan 2005), por lo que la
busqueda de métodos de control ambientalmente amigables continia siendo una

prioridad.

Una propuesta que tiene potencial para el manejo de moscas de la fruta es el
control con microorganismos entomopatégenos como el hongo Beauveria bassiana.
Estudios recientes indicaron que la combinacion de este hongo con la Técnica del
Insecto Estéril puede tener un efecto sinérgico al introducir un elemento mas de
mortalidad mediante la liberaciéon de insectos estériles como autodiseminadores de
conidios, lo que conducira a un mejor control de dicha plaga (Toledo et al. 2007). Para
esto, los machos liberados deben ser capaces de propagar los conidios y cumplir con
los requerimientos de la TIE, por lo tanto, para el desarrollo de esta investigacion se

establecio lo siguiente:



1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el desempeiio de los machos estériles de la mosca Mexicana de la fruta,
A. tratados con conidios de B. bassiana como autodiseminadores y su distribucion en

condiciones de campo.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la competitividad sexual de machos estériles tratados con conidios de B.

bassiana.

Determinar la capacidad de inseminacion y duracidn de la copula de machos

estériles utilizados como autodiseminadores de conidios de B. bassiana.

Determinar el rango de dispersion, la longevidad y la sobrevivencia en campo de

machos estériles liberados para la autodiseminacién de conidios de B. bassiana.



2. ANTECEDENTES

2.1. El hongo Beauveria bassiana

Dentro de los métodos probados para el control de moscas de la fruta, se han
considerado el uso de varias cepas del hongo entomopatdégeno B. bassiana (Bals.)
Vuillemin (Samson y Evans 1982). Este hongo pertenece a la clase Deuteromycetes,
orden Moniliales, Familia Moniliaceae. Habita de manera natural en el suelo, rastrojos
de cultivos, estiércol, logrando un buen desarrollo en lugares frescos, humedos y con
poco sol; y forma parte del grupo de mayor importancia en el control bioldégico de
insectos plaga (Monzén, 2001). Los insectos muertos por este hongo presentan una
cubierta blanca algodonosa sobre el cuerpo, la cual esta formada por el micelio y

esporas del hongo.

2.1.1.- Mecanismos de accion

Sus principales rutas de infeccion son a través de la cuticula, via oral, traqueas y
heridas, introduciendo directamente en el cuerpo el tubo germinativo, actividad
mecanico-enzimatica que se realiza en los primeros dos dias de haber hecho contacto
el conidio con el hospedero. Durante este proceso, la quitina es disuelta en forma total o
parcial por la accion de varias enzimas del hongo (Madelin 1963). B. bassiana puede
producir toxinas en el hemocele que provocan la muerte o anormalidades en la
fisiologia del hospedero infectado. Cuando la humedad ambiental disminuye los

conidios del hongo pueden permanecer en latencia dentro del cuerpo de su hospedero
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por largos periodos, y bajo condiciones Optimas de temperatura y humedad, éstas
germinan y salen al exterior para llevar a cabo la produccion de conidios (De la Rosa

1995).

La muerte del hospedero atacado ocurre en un tiempo promedio de tres dias
después de la infeccion. Las hifas del hongo atraviesan la cuticula ocurriendo la
formacion de conidiéforos o esporoforos que dan origen a los conidios asexuales o
conidios, que funcionan como unidades de dispersion e infeccion. Cada insecto
infectado constituye un nuevo foco de infeccidn para otros individuos sanos de la

poblacién de la plaga (Alatorre 2000).

2.1.2.- Métodos de aplicacion

Se han evaluado cepas de B. bassiana de diversas regiones para determinar la
cantidad y la concentracion 6ptima a aplicar, asi como las fases biolégicas mas
susceptibles del insecto a la infeccion. Debido a la baja ocurrencia de la infeccién en
poblaciones plaga en condiciones de campo, también es importante encontrar el
método mas efectivo para lograr que los conidios y los insectos entren en contacto. En
condiciones de laboratorio, el método de evaluacion mas frecuente ha sido por
inmersién de alguna fase biolégica del insecto en solucién de conidios (De la Rosa et al.
2002) .También se ha utilizado la aplicacién topica mediante la introduccién del insecto
en tubos de ensayo que contienen conidios secos o por ingestion combinandolos con
proteina hidrolizada como alimento (Toledo et al. 2003), y Al-mazra’awi et al. (2006),
reportaron el uso de Bombus impatiens (Cresson) (Apidae) como vectores de conidios

de B. bassiana para el control de Lygus lineolaris (Palisot de Beauvois) (Hemiptera:
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Miridae) y Frankiniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) en chile dulce

(Capsicum annuum L.) en condiciones de invernadero.

Las especies plaga que han demostrado ser susceptibles a la infeccién por
conidios de B. bassiana han sido la mosca doméstica, Musca domestica L. (Barson et
al. 1994, Watson et al. 1995, 1996), la mosca tse tse Glossina spp. (Kaaya y Munyinyi
1995, Maniania y Odulaja 1998), y la broca del café, Hypothenemus hampei Ferrari (De

la Rosa et al. 2000).

2.1.3.- Evaluacion contra moscas de la fruta

También se ha demostrado que algunas cepas de B. bassiana pueden causar
altos niveles de infeccion en moscas de la fruta, como la mosca del Mediterraneo,
Ceratitis capitata (Wiedemann), otras especies de Ceratitis (Ekesi et al. 2002, Dimbi et
al. 2003, Konstantopoulou y Mazomenos 2005), en la mosca del olivo, Bactrocera oleae
(Gmelin), y la mosca Mexicana de la fruta, A. ludens (Castillo et al. 2000, De la Rosa et

al. 2002).

Asimismo, se reportd que los machos de A. ludens tratados con conidios de B.
bassiana fueron capaces de transmitir la infeccion hacia las hembras durante el cortejo
y la cépula (Toledo et al. 2007). Este hecho indico la posibilidad de combinar la Técnica
del Insecto Estéril (TIE) con conidios del hongo, utilizando a los machos estériles de A.
ludens como autodiseminadores, lo que permitira introducir al hongo en la poblacion
silvestre como un nuevo factor de mortalidad. Por lo tanto, los machos que seran

utilizados como autodiseminadores de conidios deberan cumplir con los parametros de
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calidad que poseen los machos liberados cuando se aplica la Técnica del Insecto

Estéril.

2.2. Técnica del Insecto Estéril (TIE)

De acuerdo con Klassen (2005), la TIE es una estrategia de manejo de plagas
inversamente denso-dependiente en la cual se requiere de la liberacién de grandes
cantidades de insectos estériles en campo para alcanzar una relacion estéril:silvestre
favorable. El objetivo es inducir altos niveles de esterilidad en la poblacién silvestre, lo
que resulta en una disminucion eventual de la abundancia de la plaga. Esta estrategia
ha sido aplicada exitosamente contra varias plagas como el gusano barrenador del
ganado, Cochliomyia hominivorax (Coquerel), diferentes especies de moscas de la fruta
como B. cucurbitae (Coquillett) y B. tryoni (Froggatt), y Ceratitis capitata (Wiedemann), y
varias especies de la mosca tsetse (Glossina austenis, G. morsitans submorsitands
Newstead) (Klassen y Curtis 2005). El éxito de este método de control es altamente
dependiente del desempeio sexual de los machos estériles liberados, ya que la
disminucion de la poblacion usando la TIE esta en funcién de los apareamientos
alcanzados entre machos estériles y hembras silvestres, por lo que los machos deben
ser competitivos sexualmente (Mclnnis et al. 1994). La competitividad sexual de los
machos estériles depende de la propension al apareamiento y de la compatibilidad para
el apareamiento. La propension al apareamiento es la tendencia para localizar pareja,
copular e inseminarla y es el principal componente de la calidad del insecto estéril
liberado (Calkins y Parker 2005). La compatibilidad para el apareamiento es una medida
relativa que indica la capacidad de dos poblaciones de insectos para reproducirse entre

si, y en la TIE esto se refiere a poblaciones de insectos estériles y silvestres. Hendrichs
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et al. 2002, sefialan que aunque los machos estériles forman leks, compiten, se
aparean, transfieren esperma e inducen el periodo refractorio en hembras (periodo que
transcurre entre apareamientos) y la esterilidad en la progenie, los resultados indican
claramente que son menos competitivos que los silvestres. Existen algunos reportes de
incompatibilidad sexual en C. capitata (Mclnnis et al. 1996, 2002, Cayol 2000) y se ha
encontrado que la dosis de irradiacion reduce el desempefio de machos comparados
con machos no irradiados (Moreno et al. 1991; Calcagno et al. 2002). En hembras de A.
ludens y C. capitata se ha observado que el periodo de reapareamiento es mas corto
después de aparearse con machos estériles que después de hacerlo con un macho no

irradiado (Bloem et al. 1993, Rull et al. 2005).

Otra condicion importante dentro de la TIE es que las hembras deben aparearse
una sola vez. Si se aparea en forma mas frecuente, el esperma de los machos estériles
debe ser producido en la misma cantidad y competir con el esperma de los machos
silvestres. Para que la TIE sea efectiva, debe evitarse de manera permanente que las
hembras de la poblacion silvestre se reproduzcan y cualquier factor transferido por los
machos liberados deberia ser suficiente para alcanzar este objetivo (Robinson 2005).
Los machos estériles liberados necesitan una produccion viable de esperma; este
esperma debe transferirse a la hembra durante el apareamiento y ser usado en la
fertilizacion de huevos, ademas el cigoto fertilizado debe ser incapaz de completar su
desarrollo. Las hembras de moscas de la fruta se reaparean (Miyatake y Haraguchi
1996, Robinson et al. 2002, Kraaijeveld et al. 2004) y se ha encontrado que utilizan el

esperma del ultimo apareamiento para la fertilizacion (Saul y McCombs 1993). Esto
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puede afectar la efectividad de apareamientos entre machos estériles y hembras
silvestres si la hembra se aparea con otros machos silvestres después de hacerlo con
uno estéril. Esto se ha observado en C. capitata, donde las hembras apareadas por
primera vez con un macho estéril tienen una tasa de reapareamiento mas alta que las

que lo hicieron con uno silvestre (Bloem et al. 1993, Mclnnis 1993, Vera et al. 2003).

Igualmente, el insecto debe ser capaz de dispersarse faciimente en todo el
ambiente de la plaga, de modo que los machos liberados tengan acceso a las hembras
virgenes en el ambiente natural y puedan competir con los machos silvestres. Los
programas de liberacion de insectos estériles se ven afectados por la distribucion y
dispersioén de los individuos silvestres y estériles, parametros que son influenciados por
factores ecologicos y biolégicos de la especie y que pueden favorecerlos o no (Lance y
Mclnnis 2005). Por otro lado, debe entenderse bien como se distribuyen y dispersan las
poblaciones de insectos silvestres y estériles para colocar de manera adecuada a los
insectos liberados. En la TIE se desea que los insectos liberados sean capaces de
desplazarse en el area de liberacion y distribuirse en las areas con mayor concentracion
de insectos silvestres, ya que es necesario que localicen alimento, sitios de
apareamiento y parejas. En moscas de la fruta se ha encontrado que adultos silvestres
presentan una distribucion agrupada (Zalucki et al. 1984, Kovaleski et al. 1999) la cual
esta relacionada con la distribucion de estos recursos. Si se desea hacer liberaciones
en estos ambientes, la razén estéril-silvestre en estas areas locales decreceria en
relacion a toda el area de liberacién, ocasionando que la efectividad de las liberaciones
disminuya (Barclay 1992). En este caso, se ha propuesto que una manera de atenuar

este efecto es modificar la relacion estéril:silvestre; sin embargo, antes de modificar
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esta relacion, se deben de conocer bien los patrones de distribucién de los individuos
estériles y silvestres y el grado de correlacién entre ellos (Meats 2007). La capacidad de
dispersion de los insectos liberados esta estrechamente relacionada con su longevidad,
y de esto depende la frecuencia de las liberaciones y el numero de individuos por
liberacién (Lance y Mclnnis 2005). Una reduccion en la longevidad puede ser efecto de
la cria masiva, cepa, el método de esterilizacion, el manejo durante estos procesos y los

métodos de liberacion.

Experimentos de liberacion y recaptura han demostrado que la esperanza de
vida de los machos liberados es corta (Baker et al. 1986, Hendrichs et al. 1993, Thomas
y Loera-Gallardo 1998, Hernandez et al. 2007). También hay evidencia de que los
machos estériles sufren una alta mortalidad debido a depredacion por enemigos
naturales (Hendrichs y Hendrichs 1998). Debido a esto, existe la hipotesis de que la
efectividad de la TIE aumenta si los machos estériles, ademas de inducir esterilidad en
la poblacién silvestre, también se incrementa la mortalidad en la poblacién silvestre
mediante la transmisién horizontal de B. bassiana. Un punto clave en este enfoque es
que la conducta durante el cortejo y el desempefio sexual de los machos estériles no

deben ser afectados al estar tratados con conidios.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material bioldgico y sitio experimental

La colecta de material se realizé en diciembre de 2006 y los experimentos se
realizaron entre febrero y abril del 2007. Las moscas silvestres (MS) fueron obtenidas
como larvas de frutos infestados de naranja dulce (Citrus sinensis L.), los cuales se
colectaron en zonas aledafas a Tapachula, Chiapas. Los frutos colectados fueron
llevados al laboratorio donde se pesaron y se colocaron en charolas de plastico (75 x 40
x 5 cm) con vermiculita humeda en donde se mantuvieron por 4 dias a 28 £ 1 °C para
permitir el desarrollo y la maduracion de las larvas. Este periodo de incubacion permitio
a la mayoria de las larvas alcanzar la madurez 6ptima para pupacién. Después, los
frutos fueron disectados para remover las larvas de tercer estadio, las cuales se
colocaron en contenedores de plastico de 0.5 L con vermiculita humeda para promover
la pupacioén y se cubrieron con malla # 18. Dos dias antes de la emergencia del adulto,
las pupas fueron separadas de la vermiculita con un tamiz fino (Malla 18) y se colocaron
en jaulas de plastico de 30 x 30 x 30 cm. Una vez que los adultos emergieron fueron
alimentados ad libitum con una mezcla de proteina hidrolizada (MP Biomedical, Irvine,
CA) + azucar a una proporcion 1:3, y el agua fue proporcionada en viales cubiertos con

torunda de algodon.

Las moscas estériles (ME) en estado de pupas fueron proporcionadas por la
Planta de cria masiva MOSCAFRUT ubicada en Metapa, Chiapas, México, donde

fueron criadas segun el procedimiento descrito por Dominguez et al. (2000). Las pupas
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fueron irradiadas a 80 Gray con Cobalto 60, 36 horas antes de la emergencia de
adultos. Ambas cepas, MS y ME, fueron colocadas en jaulas de plastico de 30 x 30 x 30

cm, y los adultos fueron alimentados como se describié previamente.

Tres dias después de la emergencia, las moscas fueron separadas por sexos y
los machos de ambas cepas fueron mantenidas en laboratorio a 27 £+ 2 °C y 80 £+ 5%
HR hasta que se utilizaron en las diferentes pruebas. Los machos fueron evaluados
cuando alcanzaron la madurez sexual, en el caso de machos de laboratorio a los ocho
dias y los silvestres a los 14 dias después de emerger. Las hembras fueron usadas a

los 14 dias de edad.

El hongo entomopatégeno B. bassiana, cepa CLSV, fue proporcionado como
conidio seco por el Laboratorio de Produccién de Organismos Entomopatdgenos de la
Junta Local de Sanidad Vegetal en Tapachula, Chiapas, México. La concentracién fue
de 3.5 x 10° conidios/g, con una viabilidad de 90%, y un tiempo letal medio (TLso) de 4.2

dias (Toledo et al. 2007).

Los experimentos fueron realizados en condiciones seminaturales usando jaulas
de campo de malla de nylon (3 m diametro x 2 m alto). En el centro de cada jaula se
colocaron dos arbolitos de mango (Mangifera indica L.) (1 m alto) y uno de café (Coffea
arabica L.) (1.20 m de alto), de acuerdo a lo descrito por Calkins y Webb (1983). Las
jaulas de campo se colocaron en los jardines de El Colegio de la Frontera Sur en

Tapachula, Chiapas, México. En este sitio, la temperatura promedio anual es de 26 °C,
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y el periodo de lluvias es de mayo a octubre, con una precipitacién anual de 2400-5000

mm (Garcia 2004). Durante el experimento, el fotoperiodo (luz-oscuridad) fue ~12:12 h.

3.2. Competitividad sexual de machos estériles tratados con B. bassiana

Este estudio se realiz6 en jaulas de campo usando una relacién macho: hembra
de 4:1. Para identificar a los machos de cada tratamiento, se marcaron adicionando 50
Ml de colorante vegetal (McCormick) por 3 g de alimento (proteina hidrolizada + azucar).
Los colores usados para cada tratamiento fueron: a) machos silvestres no tratados =
verde; b) machos silvestres tratados = azul; c) machos estériles no tratados = rosa; y d)
machos estériles tratados = amarillo. El colorante natural se adicion6 al alimento para
facilitar la diferenciacién de los machos debido a que el color se adhiere al sistema
digestivo del insecto y es visible a través del abdomen, y ha sido demostrado que no

causa un efecto adverso en el comportamiento (Liedo, com. pers.).

Para el tratamiento con conidios de B. bassiana, 30 minutos antes del
experimento, 20 machos silvestres y 20 machos estériles fueron colocados por
separado en tubos de ensayo y para facilitar su manejo durante el proceso de
inoculacién, los insectos fueron colocados en un rango de temperatura de 0-3 °C por 3
minutos. Posteriormente, los machos aletargados fueron tratados con conidios del
hongo a una proporcion de 1 g/1000 machos. Los tubos fueron agitados suavemente
hasta que el cuerpo de los insectos quedd totalmente cubierto con conidios. Para el
control, 20 machos silvestres no tratados y 20 machos estériles no tratados fueron

sometidos al mismo proceso de enfriamiento antes de ser liberados en las jaulas.
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Veinte machos de cada tratamiento y 20 hembras silvestres virgenes (para un
total de 100 moscas por jaula) fueron liberadas dentro de cada jaula de campo. Las
parejas en copula fueron colectadas en viales cubiertos con torundas de algodon vy
retiradas de cada jaula, registrando el tratamiento al que pertenecia el macho.
Considerando que la conducta de apareamiento de A. ludens es crepuscular (Aluja et
al. 1983; Robacker 2003), todos los experimentos se realizaron por las tardes con una
duracién de 4 h, iniciando a las 16:00 y concluyendo a las 20:00, ya que oscurecia
aproximadamente a las 19:30. Los registros fueron hechos en dos jaulas de campo por
dia durante seis dias consecutivos, para un total de 12 replicas. Durante el experimento,

la temperatura promedio fue 28.4 + 0.46 °C y la humedad relativa fue 64 + 16.14%.

3.3. Duracion de la copulay patron de almacén de esperma

Para esta prueba, cuatro jaulas de campo fueron acondicionadas como se
describié previamente: una por tratamiento. Los tratamientos fueron: a) machos
silvestres no tratados; b) machos silvestres tratados; c) machos estériles no tratados; y
d) machos estériles tratados. Los machos fueron marcados y tratados con conidios de
B. bassiana como se describié anteriormente. Después, 40 machos de cada tratamiento
fueron liberados con 40 hembras silvestres en cada jaula de campo. Después de
iniciado el apareamiento, cada pareja en cépula fue colectada en un tubo de ensayo,
cubierto con una torunda de algodon, y se registré la duraciéon de la cépula. Los
experimentos iniciaron a las 16:00 h, y las observaciones terminaron a las 20:00 h
(cuatro horas en total). Seis repeticiones fueron realizadas, con un total de 240 machos

por tratamiento.
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Doce horas después de copula, se registro la cantidad y la distribucion del
esperma en las espermatecas de las hembras. Observando bajo un microscopio
estereoscopico, el aparato reproductivo de las hembras fue separado del abdomen y se
retird el tejido graso para localizar las tres espermatecas. Cada espermateca fue
colocada sobre un portaobjetos, se les aplicdé 12.5 yl de solucion buffer salina de
fosfatos (PBS), que consistié en 100 ml de destilada y deionizada y 0.05 M NaHPO, y
0.85 M NaCl (Moritz, 1984). Las espermatecas fueron perforadas con un alfiler
entomoldgico #00 para permitir que el esperma saliera y después fue extendido sobre el
portaobjetos. Posteriormente se colocd un cubreobjetos (20x20 mm), sellando la
preparaciéon con esmalte transparente para ufias. Los espermatozoides de cada
espermateca fueron cuantificados utilizando un microscopio de contraste de fases a
100X, revisando la preparacion completa para obtener el total de espermatozoides por

cada espermateca por hembra.

3.4. Dispersiéon y longevidad de machos estériles tratados con B. bassiana en

condiciones de campo

Se manejaron dos tratamientos: 1) Machos estériles tratados con conidios de B.
bassiana, y 2) machos estériles sin tratar (testigo). Los machos estériles y los conidios

de B. bassiana fueron obtenidos como se describidé anteriormente.

Para cada tratamiento se manejé una muestra de 550 g de pupa (~ 27,000
pupas); para diferenciar a los adultos por tratamiento a una de las muestras se le

adicion6 colorante dye glue azul en polvo y a la otra dye glue rosa, posteriormente con
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un movimiento suave se homogenizd para que las pupas quedaran impregnadas del
colorante y los adultos quedaran marcados durante el proceso de emergencia. Las
pupas fueron trasladadas al Centro de Empaque del programa MOSCAMED, donde se
aplicd el siguiente procedimiento: cada muestra de pupa se dividi6 en cuatro
submuestras que se colocaron en bolsas de papel de estraza de 20x15x40 cm, que
fueron engrapadas en la parte media superior dejando abiertos los extremos para
permitir la salida de los adultos al emerger. Estas submuestras se colocaron en cajas
Parc, agregando como alimento una mezcla de proteina hidrolizada enzimaticamente
(MP Biomedical, Irvine, CA) y azucar en una relacion 1:3 y agua ad libitum en una

esponja.

Las cajas fueron cerradas y colocadas en una sala de emergencia a una
temperatura de 21-23°C y una humedad relativa de 65-70%, en donde se mantuvieron
por ocho dias después de la emergencia para que los adultos alcanzaran su madurez
sexual. Simultaneamente se manejo una muestra de 250 pupas para determinar el
porcentaje de emergencia y calcular el niumero de machos utilizados por muestra en

cada liberacion.

3.4.1. Area de estudio

El experimento se realizdé entre agosto y noviembre de 2006 en un huerto de
mango cv. Ataulfo denominado “El Carmen”, ubicado en el km 21 de la carretera
Tapachula-Huehuetan, Chiapas. Las coordenadas geograficas del huerto corresponden
a 14°59’35” de Latitud N y 92°23’'5” de Longitud W (Fig. 1). La temperatura promedio

durante el experimento fue de 25 °C, y la precipitacion registrada fue de 595.4 mm
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(Datos proporcionados por la Estacion Meteoroldgica de Tapachula, Chiapas, Comision

Nacional del Agua).
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Figura 1. Localizacion del huerto de mango Cv. Ataulfo EI Carmen, donde se realizo el

experimento de dispersion de adultos autodiseminadores de conidios de B. bassiana.

3.4.2. Experimento de liberacion y recaptura

Cuando los adultos alcanzaron la edad para ser liberados, las cajas con los
machos de ambos tratamientos se colocaron en un cuarto frio a una temperatura de 2-
3°C durante 20 minutos; esto permiti6 que los adultos quedaran inactivados para
facilitar la inoculacion con conidios. Después de esto, fueron colocados en bolsas de
papel, inoculando con una concentracion de 1 g de conidio/1,000 adultos solamente a
las moscas que previamente quedaron marcadas con color rosa. Una vez que las
moscas fueron tratadas, se trasladaron al huerto para su posterior liberacién, actividad
que se realizé a las 09:00 am en el punto central del huerto, previamente indicado. La
densidad que se manejo fue 2,750 adultos por hectarea. Después de una hora de
haberse realizado la liberacion, se colocaban 68 trampas Multilure distribuidas en

circulos concéntricos alrededor del punto de liberacion (Fig. 2), registrando las
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coordenadas X, Y de cada trampa y la distancia al punto de liberacion. El rango de

distancia de las trampas hacia el punto central fue de 20-195 m.

La primera revision de las trampas se hizo 24 h después de la liberacién y a partir

de aqui se realizd cada dia durante ocho dias consecutivos. Las moscas capturadas

fueron depositadas en un contenedor con alcohol al 70% y trasladadas al laboratorio

para su identificacion, cuantificacién y registro por tratamiento. En total, se realizaron

cinco liberaciones de aproximadamente 11,000 machos por tratamiento en cada una de

ellas.

Figura 2. Distribucion de las trampas para capturar adultos de A. ludens tratados y no

tratados con conidios de B. bassiana liberados en un huerto de mango Cv. Ataulfo.
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3.5. Anédlisis de datos

El numero de copulas por tratamiento fue ajustado con una regresion logistica
usando el programa Splus v 7. Las diferencias entre machos estériles tratados y no
tratados y entre machos silvestres tratados y no tratados fueron determinadas usando
una prueba de ji-cuadrada. Las diferencias entre duracién de la cépula y la cantidad
total de espermatozoides transferidos fueron sometidos a un analisis de varianza
(ANOVA). Posteriormente se aplicé una prueba de correlacion de Spearman para la
duracién de la coépula y la cantidad total de espermatozoides por tratamiento. La
cantidad de espermatozoides de machos tratados y no tratados transferidos a las tres
espermatecas fue analizada usando una prueba de G mediante una tabla de
contingencia, asi como un analisis discriminante para identificar las relaciones entre los
individuos de cada tratamiento y entre tratamientos. Los datos fueron analizados con el

programa Statistica v. 6.0 (Statsoft 2003).

Para el experimento de dispersién, se realizé una transformacion de los datos
para cumplir el supuesto de normalidad. Para modelar la dispersion de los individuos
través de la superficie, los datos fueron analizados geostadisticamente considerando el
numero de moscas capturadas y las coordenadas de cada trampa, utilizando el
programa Geostatistical for environmental scientists (Webster y Oliver, 2000). La
estructura espacial se analizé con la funcion de semivarianza (medida de la similitud
entre observaciones a una distancia determinada), de acuerdo con la siguiente

ecuacion Y(h)]="N (Z(x)-Z(x+h)) (Vergara-Olaya et al.2001) donde:
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Y(h)= Semivarianza
N = Numero de pares de valores a una distancia dada
Z(x) = Valor de la variable de Z en el sitio (x)

Z(x+h)= Valor de la variable de Z a una distancia (h) del sitio x.

La longevidad se defini6 como el tiempo minimo de recaptura, considerando los
dias transcurridos entre la liberacion y la recaptura, donde los datos representaron las
observaciones censadas. La sobrevivencia se model6é con la variable Weibull y los

datos se procesaron con el programa Splus v. 7 (Insightful 2007).
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4. RESULTADOS

4.1. Competitividad sexual de machos estériles tratados con B. bassiana

El mayor numero de copulas fue para el tratamiento de machos silvestres no
tratados, mientras que los machos silvestres tratados tuvieron el menor numero (Cuadro
1). Las diferencias observadas fueron significativas entre machos silvestres tratados y
no tratados (x> = 22.5, g.I. = 1, P < 0.001), y no hubo diferencias significativas entre
machos estériles tratados y no tratados (x* = 2.25, g.l. = 1, P = 0.13). Los datos de
numero de copulas en condiciones de competencia se ajustaron a un modelo de

regresion logistica (x2

= 30.2, g.l. = 3, P < 0.001), lo que indico la influencia del
tratamiento en la probabilidad de obtener cépulas (x> = 26.07, g.I. = 3, P < 0.001). Hubo
diferencias significativas entre machos silvestres no tratados y los otros tres

tratamientos (Cuadro 2).

Cuadro 1. Cépulas registradas por machos de Anastrepha ludens tratados y no tratados

con conidios de B. bassiana en competencia (N = 240 machos/tratamiento).

Copulas

Tratamientos Promedio + EE % obtenido del total

de parejas liberadas

Machos silvestres no tratados 8.5t5.4 a 21.25
Machos silvestres tratados con B. 22+21Db 5.42
bassiana

Machos estériles no tratados 6.3+4.0 ns 15.83
Machos estériles tratados con B. bassiana 4.3+3.7 ns 10.83

*Valores en la misma columna con la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05).
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Cuadro 2. Intervalos de confianza para la probabilidad de obtener copulas por machos

de A. ludens silvestres y estériles tratados y no tratados con Beauveria bassiana.

Intervalos confianza 95%

Tratamientos Probabilidad

Menor Mayor
Machos silvestres no tratados 0.21a 0.16 0.26
Machos silvestres tratados con B. bassiana 0.05b 0.03 0.09
Machos estériles no tratados 0.16 b 0.12 0.21
Machos estériles tratados con B. bassiana 0.11b 0.07 0.15

*Valores en la misma columna con la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05).

4.2. Duracion de la copulay patron de almacén de esperma

Un total de 88 (36.7%) hembras se aparearon con machos silvestres no tratados,
25 (10.42%) se aparearon con machos silvestres tratados, 86 (35.8%) con machos
estériles tratados, y 36 (15%) con machos estériles no tratados. El tratamiento con el
mayor numero de coépulas y copulas exitosas (que resultaron en transferencia de
esperma) fue obtenido por machos silvestres y estériles no tratados, respectivamente.
Se registraron diferencias significativas entre los cuatro tratamientos en lo que se refiere
al numero total de coépulas (x*° = 55.4, P < 0.001). No hubo diferencias entre
tratamientos en relacion al porcentaje de cépulas con transferencia de esperma (y° =

58.5, g.I. =3, P >0.001) (Cuadro 3).

Los machos estériles que no fueron tratados registraron la coépula de menor

duracién (2 min) y la copula de mayor duracion (280 min); no obstante, no hubo
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Cuadro 3. Copulas exitosas, duraciéon de la copula y numero promedio y porcentaje de espermatozoides por espermateca

transferidos por machos de A. ludens de cuatro tratamientos sin competencia.

Numero y porcentaje

Ndmero total

Copulas exitosas Duracion de espermatozoides de
Tratamientos de copula
(con esperma) ) por espermateca * espermatozoides
(min.) 1 % 2 % 3 %
Machos silvestres 85 70.26 263.19  35.51 233.93 31.57 244.03 32.92 741.15
no tratados + +
5.55a 67.07 a
Machos silvestres 21 60.12 104.8 31.01 103.96 30.78 129.12 38.21 337.88
tratados con B. bassiana + +
7.82a 48.97 b
Machos estériles 81 65.00 130.56 31.34 115.0 27.57 171.27 41.09 416.50
no tratados * *
5.65a 24.65b
Machos estériles 33 61.30 104.0 35.37 83.44 28.45 106.02 36.18 294 .52
tratados con B. bassiana * *
6.56 a 29.76 b

*Promedios + EE en la misma columna con la misma letra no son significativamente diferentes (P>0.05) de acuerdo con el ANOVA. * No hubo diferencias significativas en el

porcentaje de espermatozoides por espermateca segun la prueba de G (G = 1.865, d.f. =6, P = 0.932)..
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diferencias significativas en duracién de la copula entre tratamientos (F = 0.26, g.l. = 3,
231, P = 0.85) (Cuadro 3). Los machos silvestres no tratados transfirieron la cantidad
mas alta de esperma y las diferencias observadas con respecto a los otros tratamientos
si fueron significativas (F = 10.02, g.I. = 3, 231, P < 0.001) (Cuadro 3). La duracion de la
copula y el numero total de espermatozoides exhibieron una correlacion significativa

positiva en los cuatro tratamientos (Fig. 3).
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Figura 3. Relacion entre la duracidn de la copula y numero total de espermatozoides

transferidos por los machos de A. ludens de los cuatro tratamientos. a) Machos
silvestres no tratados, b) Machos silvestres tratados, c) Machos estériles no tratados, d)

Machos estériles tratados.
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El analisis discriminante reveld diferencias significativas entre tratamientos para
el numero total de espermatozoides para cada espermateca (F = 5.06, g.l. =9, 557, P <
0.001), la mayor distancia ocurri6 entre machos silvestres no tratados y machos
estériles tratados (F = 1.14, gl. = 3, 229, P < 0.001). Estas diferencias fueron
determinadas por la cantidad de espermatozoides almacenada por las hembras en las
espermateca localizadas como 1y 2 (A de Wilks = 0.88 y 0.87, respectivamente; P =
0.001 y 0.004). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje del total de esperma almacenado en cada espermateca (G = 1.86, g.l. =6, P

= 0.93).

4.3. Recapturas de machos estériles de A. ludens tratados con conidios

De 55,000 machos liberados por tratamiento, se recapturaron 6,982 (12.97%)
machos estériles no tratados y 4,245 (7.73%) machos estériles tratados con B.
bassiana. Las diferencias observadas en las capturas entre ambos tratamientos si

fueron significativas (X?=133.45, g.l. = 1, P=0.00) (Cuadro 4).

El analisis temporal de los datos de recaptura, revelé que mas del 50% de las
capturas ocurrié durante los dias 1 y 2, observandose una disminucion gradual durante

los seis dias que duro6 el trampeo (Fig. 4).
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Cuadro 4. Numero de machos (estériles no tratados y tratados con Beauveria

bassiana), capturados por liberacion en un huerto de mango cv. Ataulfo en Tapachula,

Chiapas.
Tratamiento

Liberacion Machos no tratados Captura Machos tratados Captura

(%) (%)
1 209 1.9 100 0.90
2 2582 23.47 1486 13.50
3 2315 21.04 1801 16.37
4 910 8.27 576 5.23
5 966 8.78 282 2.56
Total 6982 12.69 a 4245 7.71b
Promedio 1,396.4+31.78 a 849+27.44 b

* Valores con letra diferente presentan diferencias significativas (P<0.05).
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Figura 4. Numero de machos recapturados por dia en un huerto de mango cv. Ataulfo

en Tapachula, Chiapas.
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La dispersiéon de las moscas (basada en la captura de las trampas) se comporto
de la siguiente manera: para el tratamiento con machos estériles no tratados, 67 de 68
trampas capturaron moscas, unicamente la trampa 26 no registré capturas para este
tratamiento y estaba ubicada a una distancia de 193.5 m a partir del punto central de
liberacién en direccién suroeste. De las trampas que tuvieron captura, siete presentaron
el 50.17% del total de machos capturados; cinco de ellas se ubicaron al sureste a
distancias de 33, 35, 44, 52 y 56 m de distancia del punto central, y capturaron el 6.51,
6.53, 8.29, 4.92 y 5.87% del total de machos recapturados; respectivamente; una
trampa se ubico al oeste a 20 m del punto central con 8.16% de recapturas, y la otra al
suroeste a 21 m del punto central con 9.86% de recapturas. Pero el 49.83% de las
demas capturas se obtuvo en 60 trampas que estuvieron ubicadas hacia los 4 puntos

cardinales (Fig. 5a).

En el caso de los machos estériles tratados con B. bassiana, el comportamiento
de dispersion determinado por la captura fue de la siguiente manera: 67 de las 68
trampas que se instalaron, presentaron captura de moscas; la trampa que no tuvo
captura fue la trampa # 52, ubicada a 135 m del punto de liberacion, en direccion norte.
19 trampas capturaron el 80.65% de los individuos; estas trampas se localizaron de la
siguiente manera: tres de ellas estuvieron en direccidon sur a los 34, 56, y 83 m del
punto central y capturaron 5.96, 5.24 y 2.89%, respectivamente del total de machos
capturados. Tres trampas se localizaron en direccion noroeste a 28, 31 y 49 m del punto
de liberacion con una captura de 2.53, 2.41 y 2.89%, respectivamente. Dos trampas
estaban ubicadas al oeste del punto de liberacion a los 21 y 48 m del punto de

liberacion con el 6.85 y 2.86% de las capturas, respectivamente. Dos trampas se
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Figura 5. Numero de machos estériles de Anastrepha ludens no tratados capturados por

68 trampas en un huerto de mango cv. Ataulfo en Tapachula, Chiapas. a) Machos no
tratados, b) Machos tratados.
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localizaron al este a los 44 y 67 m del punto de liberacién con 6.76 y 3.40% del total de
capturas. Cinco se localizaron al suroeste a los 21, 48, 51, 75 y 78 m de distancia del
punto de liberacion con 7.36, 2.41, 3.42, 3.17 y 1.93% de las capturas, y cuatro trampas
se localizaron al sureste a los 34, 52, 76 y 85 m del punto de liberacion con el 5.54,
529, 42 y 3.8% de las capturas, respectivamente. EI 19.35% de los machos
capturados fue en 49 trampas que estaban ubicadas hacia los cuatro puntos cardinales

(Fig. 5b).

Las figuras 6a y 6b muestran el patron de dispersion general para los machos de
ambos tratamientos. Se puede observar que, aunque hubo dispersiéon hacia los cuatro
puntos cardinales, la direccién con mayor abundancia de machos fue el sur-sureste del

huerto.

De acuerdo con el semivariograma, la semivarianza aumenté a medida que se
incremento la distancia entre trampas para ambos tratamientos. Este hecho indicé que
la probabilidad de capturar individuos disminuyé conforme aumenté la distancia. En este
caso, la distancia maxima de dispersion para machos estériles no tratados fue 164.9 m
(Fig. 7a) y para machos estériles tratados con B. bassiana, la mayor distancia fue de

192.4 m (Fig. 7b).
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Figura 6. Dispersion de machos de Anastrepha ludens liberados en el punto central de

un huerto de mango cv. Ataulfo en Tapachula, Chiapas. a) Machos no tratados, b)
Machos tratados.
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Figura 7. Distancia maxima de dispersion de machos estériles de Anastrepha ludens no
tratados en un huerto de mango cv. Ataulfo en Tapachula, Chiapas. a) Machos no
tratados, b) Machos tratados.

La longevidad de los machos tratados y no tratados fluctué entre uno y tres dias

(Cuadro 5). Se observaron diferencias entre tratamientos para la sobrevivencia en las
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liberaciones 1, 2, 3 y 5. Sin embargo, analizando cada liberacién, se observd que las

mayores diferencias estuvieron en las liberaciones 1y 5 (Fig. 8).

Cuadro 5. Longevidad media de machos estériles de Anastrepha ludens no tratados y

tratados con Beauveria bassiana liberados en un huerto de mango cv. Ataulfo en

Tapachula, Chiapas.

Liberacion

Tratamiento

Longevidad (dias)

22-Ago

19-Sep

9-Oct

23-Oct

6-Nov

Machos estériles no tratados

Machos estériles tratados con B. bassiana

Machos estériles no tratados

Machos estériles tratados con B. bassiana

Machos estériles no tratados

Machos estériles tratados con B. bassiana

Machos estériles no tratados

Machos estériles tratados con B. bassiana

Machos estériles no tratados

Machos estériles tratados con B. bassiana
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigaciéon sugieren que la liberacion de
insectos estériles como autodiseminadores de conidios de B. bassiana puede ser
exitosa, a pesar de que se observd que los machos silvestres que no fueron tratados
con conidios del hongo tuvieron un mayor desempefno sexual que los machos de los
otros tratamientos. La respuesta de los machos silvestres en comparaciéon con los
machos estériles tratados y no tratados fue similar a lo reportado para varias especies
de moscas de la fruta (Wong et al 1983, Cayol 2000, Lux et al. 2002, Allinghi et al. 2007,
Orozco et al. 2007). Aunque los machos estériles forman leks, liberan feromona,
cortejan a las hembras, compiten por apareamientos, se aparean, transfieren esperma e
inducen el periodo refractorio (periodo entre apareamientos); siempre han exhibido una
menor competitividad que los machos silvestres (Whittier et al. 1992; Hendrichs et al.

2002).

La presencia de conidios sobre el cuerpo de los machos ocasiond efectos
diferenciales en la competitividad sexual. En el caso de machos silvestres tratados, se
redujo su desempefio sexual en comparacion con los machos silvestres no tratados los
cuales presentaron el mejor desempefo. Sin embargo, no hubo diferencias
significativas en machos estériles tratados y no tratados Esto sugiere que estos machos
fueron menos susceptibles a la presencia de los conidios. Resultados similares fueron
reportados por Dimbi et al. 2009, cuando trataron machos de Ceratitis capitata, C.
cosyra y C. fasciventris con conidios de M. anisopliae y no encontraron diferencias en la

competitividad de estos machos con respecto a machos no tratados; ademas no
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registraron diferencias en el tiempo de duracion del apareamiento y porcentaje de

copulas obtenidas hasta por dos dias después de la inoculacion.

El experimento para evaluar el desempefio de los machos se realizé bajo
condiciones de fuerte competencia, ya que cada uno tuvo que competir
simultdneamente con otros tres machos por cada hembra silvestre (es decir en una
proporcion de 4 machos: 1 hembra). Este hecho la hizo diferente de la prueba
tradicional de competitividad que se realiza bajo los protocolos de control de calidad en
las crias masivas de insectos estériles, en donde se utiliza una proporcion estéril: fértil
de 3: 1 (IAEA/FAO/USDA 2003), y es un parametro fundamental en aquellos programas
que tienen aplicacion de la TIE (Mclnnis et al. 1994). La disminucion de una poblacién
silvestre mediante la aplicacion de esta técnica, también esta en funcion de la densidad
relativa de ambas poblaciones (relacion estéril: fértil), la cual debe resultar claramente a
favor de los primeros, de manera que se debe favorecer los apareamientos entre
machos estériles y hembras silvestres (Hendrichs et al. 2005, Knipling 1955). De lo
anterior podemos inferir que al inocular y liberar grandes cantidades de machos
estériles tratados con conidios, se espera que estos insectos tendran una proporcién
favorable en el campo con respecto a los machos silvestres, por lo tanto podran
competir en forma adecuada por copulas con las hembras silvestres, y al mismo tiempo

se estaria incorporando un nuevo elemento de mortalidad en la poblacion silvestre de la

plaga.

Los machos estériles tratados pueden tener tres efectos posibles en la poblacién

silvestre: 1) induccion de esterilidad (esto es, disminucion en el numero de huevecillos
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como resultado de transferir esperma estéril a las hembras); 2) reduccién en la
probabilidad de un segundo apareamiento, debido a la muerte con mayor rapidez de la
hembra por la infeccidon del hongo; y 3) en caso de no copular o transferir esperma, la
transmision horizontal de B. bassiana resultaria en la mortalidad de la hembra silvestre,
ya que en un estudio previo, Toledo et al. (2007) demostraron que la transmision
horizontal de conidios de B. bassiana fue posible mediante la copula e intentos de
copula entre machos tratados y hembras sanas de A. ludens, y que las hembras
infectadas sufrieron una reduccion significativa en la sobrevivencia, fecundidad y
fertilidad después del ataque del hongo y Quesada-Moraga et al. (2008), reportan
resultados similares al tratar adultos de C. capitata con conidios de Metarhizium

anisopliae, a los de Toledo et al. (2007).

El numero de copulas obtenidas puede ser usado como una aproximacion del
éxito reproductivo de los machos. Sin embargo, el hecho de que un macho obtenga
copulas, no es determinante para afirmar si es o no exitoso (Arita y Kaneshiro 1985). El
éxito en la fertilizacion también puede variar en relacion al numero y/o distribucion del
esperma almacenado por las hembras (Eady 1995, Ward 1998), lo cual también puede
estar relacionado positivamente con la duracion de la copula (Field y Yuval 1999; Field
et al. 1999, Taylor y Yuval 1999, Taylor et al. 2000). Por lo tanto, se puede deducir que
el éxito reproductivo puede resultar de la interaccién entre la competencia por cépulas y

la competencia por esperma.

El desempefio de los machos estériles utilizados como autodiseminadores de

conidios no solo debe ser medido por la competencia, trasferencia de espermatozoides
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y lograr la trasmision del hongo, también la distribucion en campo es importante. En
este sentido, los porcentajes de recaptura de machos de ambos tratamientos fueron
similares a los obtenidos en trabajos previos que estudian la dispersion y recaptura en
moscas de la fruta estériles (Plant y Cunningham 1991, Barry et al. 2004, Peck et al.
2005, Hernandez et al. 2007). Los porcentajes generales de captura estuvieron entre
0.02 y 19% del total liberado. Estos bajos porcentajes de recaptura puede ser un reflejo
de que la poblacién liberada disminuyé por otros factores como la depredacion
(Hendrichs y Hendrichs 1998); cebo de las trampas poco atractivo para machos (Liedo
com. pers). También pudo haber mortalidad causada por la aplicacion de insecticidas
que se estaba realizando en zonas aledanas, lo cual es parte de las practicas agricolas
que se realizan en el manejo de los huertos de esta region antes de la cosecha de
mango. A este respecto, autores como Fletcher (1989), sugieren que las bajas
recapturas se deben a que después de la emergencia o, en este caso, después de la
liberacion, ocurre un movimiento de amplia dispersion seguido de un movimiento mas
localizado después del descubrimiento de condiciones ambientales favorables. Otros
autores como Steiner et al. (1961), reportan que la ausencia de hospederos maduros

estimula que las moscas se dispersen mas rapidamente.

Analizando la captura de las moscas, se observé que la mayor parte de estas (50
y 80%), ocurrié en las trampas que estaban mas proximas al punto de liberacion, lo que
concuerda con lo mencionado por Peck et al. (2005), que reportan que el 95% de las
capturas de machos de B. cucurbitae ocurri6 en trampas cercanas al punto de
liberacion, indicando que la poblacién liberada no se dispersa mas alla de 500 m del

punto de liberacién durante los primeros dias; asimismo, Hernandez et al. (2007)
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reportaron que los machos estériles de A. ludens se desplazaron cerca de 150 m

durante los 15 dias posteriores a la liberacion.

La distancia maxima de desplazamiento en este trabajo, fue menor a la reportada
en trabajos previos (Fletcher 1989, Kovaleski 1999, Peck et al. 2005); posiblemente
debido a que el tamafio de la superficie y tiempo de trampeo fueron menores. En
estudios previos se reportan como distancias maximas de 800 hasta 2,136 m; sin
embargo, los insectos recapturados a estas distancias fueron pocos. Bressan y Teles
(1991), Thomas y Loera-Gallardo (1998), Peck et al. (2005) atribuyeron este rango de
vuelo tan corto a las condiciones favorables que se localizaron en el sitio de liberacion;
en donde probablemente los arboles les brindaron refugio y alimentacién en forma

adecuada.

La dispersion de los insectos estériles como es el caso de las moscas de la fruta
no es un proceso de simple difusion, ya que también pueden adoptar alguna
preferencia hacia una determinada zona (Hernandez et al. 2007), como se observo en
nuestro estudio, que conforme transcurrieron los dias de captura, el mayor
desplazamiento de los machos fue en direccién sur-sureste, lo cual coincidié con la
localizacién de arboles de mayor porte y por lo tanto, era una area con mayor cobertura
de sombra y la temperatura en ese microclima tuvo un menor efecto negativo para los
insectos que en el resto del area del huerto. Pero en general, el desplazamiento se

registré hacia los cuatro puntos cardinales.
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La longevidad de los machos liberados fue similar a la reportada previamente para
la misma especie en un huerto de mango con caracteristicas ambientales similares a la
descrita en nuestra investigacion. Esta fue de dos dias, determinada como esperanza
de vida (Hernandez et al.2007), pero fue menor a la reportada en otros trabajos
(Thomas y Loera-Gallardo, 1989). Cabe aclarar que durante las liberaciones se
estuvieron realizando algunas practicas agricolas, como aplicaciones de productos

quimicos, dado a que estaba iniciando el periodo de fructificacion y cosecha.

En este trabajo, los machos estériles con y sin presencia de conidios tuvieron un
desempefo similar en cuanto a duracién de la cépula y al numero total de
espermatozoides transferidos a las hembras silvestres. Ademas, la inoculacién no tuvo
efecto significativo en el desempefio sexual de machos estériles, y la duracion de la
copula hace que la transmision de conidios hacia la hembra sea eficaz. Contrario a lo
establecido, en este caso una cantidad menor de espermatozoides transferida a la
espermateca de las hembras podria aumentar indirectamente la eficiencia de este
método, pues la hembra tratada con conidios tendria un periodo refractario menor (=
una posibilidad de recépula mayor) y podria infectar a otros machos silvestres, ya que
las hembras de A. ludens tienen un menor periodo de reapareamiento después de

aparearse con machos estériles (Bloem et al. 1993; Rull et al. 2005).

Los resultados anteriores y el hecho de que machos estériles con y sin conidios
tuvieran un comportamiento similar de dispersién en campo y longevidad, apoyan la
alternativa de usar insectos estériles tratados con hongos para llevar a cabo la

introduccion de conidios como un elemento mas de mortalidad en la poblacion silvestre
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de la plaga. Campos et al. (2008) reportaron datos preliminares indicando que, en
condiciones naturales, 65% de hembras silvestres de C. capitata estuvieron infectadas
con conidios de B. bassiana en cafetales sujetos a liberaciones de machos estériles

portadores de conidios.

La recaptura de machos estériles puede considerarse como un indicador del
numero de insectos que sobreviven un mayor tiempo en el ambiente. En este
experimento, fueron los machos estériles sin conidios los que prevalecieron un menor
tiempo, factor que podria ser una limitante para esta nueva propuesta; sin embargo, la
densidad de machos estériles liberados durante este experimento fue menor a la
densidad que se maneja en forma convencional cuando se aplica la TIE contra la plaga,
si se siguiera este mismo procedimiento con los insectos autodiseminadores se
aumentaria el numero de machos en el ambiente lo que podria hacer mas eficiente
dicha propuesta. Ademas, no se observaron diferencias significativas entre ambos
grupos de insectos liberados, registrandose un promedio en los dias de vida similar (1-2

dias).

La propuesta de liberar machos estériles de A. ludens como autodiseminadores
de conidios de B. bassiana se ve reforzada con los resultados obtenidos, ya que los
patrones de dispersion y longevidad para ambos grupos de machos fueron
estadisticamente similares. En este sentido, se han realizado numerosos estudios con
el objetivo de describir la dispersion de los adultos estériles de varias especies de

moscas de la fruta, concluyendo que las moscas no se dispersan a grandes distancias
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del sitio de liberacion, principalmente si en el area donde fueron liberadas encuentran

refugio y alimento.

La alternativa de usar machos estériles como autodiseminadores de hongos
entomopatoégenos tiene algunas restricciones por el momento, pero su aplicacion
representa un gran potencial en los programas de control de moscas de la fruta. Desde
su concepcion, esta propuesta se ha enfocado hacia areas donde otros métodos de
control no son compatibles con los métodos de produccién o las condiciones existentes
propias de la zona, tales como fincas organicas, areas de dificil acceso para el personal
de control, areas con impedimentos de tipo social a métodos tradicionales de control
como trampas-cebos, areas urbanas y huertos familiares (Toledo et al. 2007). Ademas,
se requiere conocimiento adicional acerca de la transmision de conidios por los machos
vectores en condiciones naturales de campo, asi como el desarrollo de métodos
optimos de inoculacién antes de realizar la liberacion aérea, que permitan encontrar la
combinacion de dosis de conidios-desempeno-longevidad adecuadas para su buen
funcionamiento. Estas son las areas de conocimiento que deben mejorarse para

fortalecer este enfoque innovador de control de plagas.
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