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RESUMEN

En Panama, la informacion de la relacion Parasitoide-Anastrepha-Fruto es limitada, por lo que
se busca establecer lineas base de investigacion para su mejor comprension, con la finalidad

de crear programas para el control biolégico y manejo de esta plaga, a fin de lograr estandares
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de exportacion. Se colectd un total de 43 larvas de .A. obligua de frutos de guayaba donde se
encontr6 evidencia de que el parasitoide D. areolatus introdujo repetidas veces su ovipositor;
fueron llevadas al Laboratorio de Artropodos Venenosos del Museo de Invertebrados G. B.
Fairchild de la Universidad de Panama. Se obtuvieron un total de 40 individuos adultos de
A. obligna, 34 hembras y 6 machos (proporcién hembra/macho 5:1) y las larvas presentaron
un 93 % de sobrevivencia. También, se obtuvieron tres individuos de D. areolatus, de uno de
los frutos de P. gnajava, que D. areoolatus introdujo su aguijon en el sitio de colecta. De los
resultados obtenidos, se concluye que D. areolatus tiene potencial como agente de control
biolégico de A. obligna, aunque requiere ser complementado con otras alternativas de manejo

integrado.

Palabras clave: Anastrepha obligna; Doryctobracon areolatus; Panama; parasitoide; Psidium

guajava.

ABSTRACT

In Panama, the information related to the Parasitoid-Anastrepha-Fruit relationship in this
species is limited, so it is of high value to establish research baselines to better understand
these relationships to create programs for the biological control and management of this pest
and achieve export standards. A total 43 larvae of A. obligna where collected from guava
fruits with evidence that the parasitoid D. areolatus introduced its ovipositor repeatedly. The
samples were taken to the Laboratory of Venomous Arthropods of the G. B. Fairchild
Invertebrate Museum of the University of Panama. A total of 40 adult individuals of 4.
obligna wete obtained, 34 females and 6 males (female/male ratio of 5:1); and larvae presented
a 93 % survival. Also, three individuals of D. areolatus were obtained from one of the fruits
of P. guajava, where D. aerolatus introduced its stinger, previously at the collection site. In
conclusion, D. areolatus has potential as a biological control agent for A. obligua, although it

needs to be complemented with other integrated management alternatives.

Key words: Anastrepha obligna; Doryctobracon areolatus; Panama; parasitoid; Psidium guajava.
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INTRODUCCION

LLas moscas de la fruta (Diptera: Tephritidae), son las principales plagas de los cultivos frutales
que ocasionan pérdidas econémicas importantes por dafos directos a las frutas, e incluso
pueden ser causa de que ocurran restricciones cuarentenarias impidiendo la exportacion de
estos rubros (Aluja, 1994). Este grupo de moscas, de comportamiento alimenticio variable,
atacan diversos grupos de hospedantes. Pueden clasificarse en mondfagas, oligbfagas y
polifagas, segun se alimenten de uno, dos o mas hospedantes (Bui ez 4/, 2018; Oberlinder ez

al,, 2019).

El género neotropical Anastrepha, tiene especies con preferencias variables por determinados
frutos, inclusive frutos pertenecientes a la misma familia (Gémez, 20006). Los insectos de este
género tienen habito alimenticio fitéfago, es decir son insectos que utilizan una parte de la

planta como recurso alimenticio (Peach y Gries, 2020).

Anastrepha obligua (Macquart, 1835) (Diptera: Tephritidae), conocida como la mosca de la
fruta antillana, es una especie con una amplia distribucién en América. Es un insecto polifago
y llega a atacar frutos de 13 familias diferentes (Nortbom ez /., 2000). Ha sido registrada
desde los Estados Unidos de América (Florida y Texas), hasta América del Sur, incluidas las
islas del Caribe (Hernandez-Ortiz y Aluja, 1993). Por el impacto econdémico que tienen y por
su capacidad polifaga, 4. obligna ha sido ampliamente estudiada, en funcién de su distribucion

y el manejo para su control (Norris ¢ al., 2003; Montoya ef al., 2007; Santos ¢t al., 2019).

El control de las poblaciones de 4. obligna, normalmente se realiza con productos quimicos,
pero debido a las restricciones y la preocupacion por los residuos de insecticidas en las frutas,
el manejo integrado de plagas se ha vuelto mas popular en los ultimos afios; enfatizando
controles con menos impacto para los seres humanos y el ambiente, como el control
biolégico (Nortis ez al., 2003). El género Anastrepha, presenta un grupo relativamente grande
de enemigos naturales como las avispas parasitoides de la familia Braconidae (Hymenoptera),
las cuales pueden afectar en diferentes etapas de desarrollo: huevo, larva y prepupa (Ovruski
et al., 2000; Aluja et al, 2003; Murillo et al, 2015). Dentro de dicha familia, destaca

Doryctobracon  areolatns (Szépligeti, 1911), una especie nativa, endoparasitoide solitario,
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koinobionte. D. areolatus tiene una amplia distribucion en el Neotrépico y subtrépico, que va
desde el sur de Texas hasta el norte de Argentina (Wharton y Marsh, 1978; Ovruski ef al.,
2000). Su gran importancia se debe al parasitismo natural que ejerce, especialmente sobre

moscas del género Anastrepha (Montoya et al., 2016; Marinho ef al., 2017).

En América, existen aproximadamente 150 especies del género Psidium (Myrtales: Myrtaceae)
(Mitra et al., 2012). De la especie Psidium gnajava, L., se han reportado evidencias de su
presencia y uso como alimento desde 800 afos a. C., ademas se considera originaria de
México (Rios ef al, 1977). Se distribuye por toda América del Sur, Europa, Africa y Asia.
Crece en todas las areas tropicales y subtropicales del mundo, donde se adapta a diferentes
condiciones climaticas, prefiriendo climas secos (Stone, 1970). Debido a esta capacidad de
adaptacion, rentabilidad de cultivo y a su alto valor nutricional, es muy apreciada desde el
punto de vista comercial. La pérdida en rendimientos de P. gnajava por dafios ocasionado por
A. obligua, ha llevado a la bisqueda de alternativas de control biolégico, como la utilizacién
de D. areolatus, en un escenario que promueva la disminucion de contaminantes ambientales

y la reduccién del riesgo sobre la salud humana.

En el caso de Panama, se tiene poco conocimiento en cuanto a las relaciones tréficas
Parasitoide-Anastrepha-Fruto, que solo se ha limitado hasta ahora a ocho especies de
parasitoides actuando sobre ocho especies de Awastrepha (Tapia, 1989; Navarro, 1996;
Esquivel, 2000; Medianero e al., 2006, Alvarado-Galvez y Medianero, 2015). Este trabajo
tiene como finalidad aportar informacién que permita ampliar el conocimiento relacionado
con el comportamiento de estos parasitoides en condiciones ambientales de campo, y
establecer lineas base para la comprension de esta relacion Parasitoide-Anastrepha-Fruto, que
permitan crear programas con politicas de Estado para el control bioldgico de plagas

cuarentenarias y alcanzar estandares de exportacion.
MATERIALES Y METODOS

El area de estudio correspondié al Proyecto Hacienda Santa Domenica, ubicada en Los
Corozales, El Espino, Panama Oeste, Panama (8°54°14,17” N 79°52°20,18” O, 133 m s. n.
m.). Se realizaron recorridos de campo durante el mes de junio de 2022 (Figura 1), en areas

cultivadas con Psidium gnajava (Myrtales: Myrtaceae).
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Figura 1. Ubicacion del area de estudio: A) Hacienda Santa Domenica; B) Arbol de P. guajava;
C) Ubicacion de la finca en Panama. Fuente: Google Earth (2022).

Se seleccionaron al azar 200 frutos en arbol, entre verdes y maduros, recogiéndose aquellos
que presentaran evidencia de oviposicién. No se encontrd frutas en el suelo, por lo que solo
se recolectaron los frutos de la misma planta, siendo un total de tres frutos de guayaba
completamente verdes; en los cuales, la hembra del parasitoide Doryctobracon areolatus
(Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae), se posé y les introdujo repetidamente el

ovipositot, en un periodo de aproximadamente 25 minutos por fruto (Figura 2).

Figura 2. D. areolatus 9, paraitando larvas de A. obligua en guayaba.

Aporte Santiaguino 15 (2), 2022: 247 — 261; ISSN: 2070-836X; ISSN-L: 2616 — 9541 251



Alonso Santos-Murgas, Mignel A. Osorio-Arenas, Jeancarlos Abrego ., Anette C. garrido Trujillo, José Rivera L.,
Carlos Ramos, Estibali Wilkie, Rubén Collantes Gonzdlez.

Luego de haber desprendido las frutas del arbol, se colocaron en un recipiente de plastico
debidamente cerrado y transportadas al Laboratorio de Artrépodos Venenosos del Museo
de Invertebrados G. B. Fairchild de la Universidad de Panama. Pasados aproximadamente
10 dfas de la colecta y traslado al laboratorio, las frutas de P. guajava con signos de maduracion
se pasaron a otro recipiente con una base de arena esterilizada, y afrecho de arroz seco, con
el objetivo de que las larvas al emerger de las frutas contaran con un sustrato acondicionado
en donde pupar. Los recipientes se colocaron a una temperatura entre 25 - 27 °C y una
humedad entre 60 - 70 % (Figura 3). L.as moscas, al salir, fueron preservadas, montadas en
alfileres entomoldgicos y depositadas en la Coleccion Nacional de Referencia del Museo de

Invertebrados G. B. Fairchild, de la Universidad de Panama (MIUP-UP).

Figura 3. Camara de eclosion para recuperacion de moscas y parasitoides.

Para confirmar la identificacion de la especie A. obligua, 1a amplificacién de un fragmento de
aproximadamente 700 bp de la regién 5’ del gen citocromo oxidasa C se realiz6 utilizando
los cebadores universales HCO2198 y LCO1490 (Folmer ez al., 1994). Las condiciones de
amplificacion fueron 95 °C, 1 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C 1 min, 50 °C 1 min, 72 °C
30 s y una extension final de 72 °C 7 min. La amplificacién se llevé a cabo en un

termociclador BIO-RAD T100.

El producto de amplificacién fue evidenciado mediante tinciéon con GelRed y electroforesis

en gel de agarosa al 1 % en TAE IX. El fragmento amplificado fue enviado a secuenciar a la
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compaffa Psomagen, Inc. Maryland, USA. Cada fragmento fue secuenciado en ambas
direcciones y las secuencias generadas fueron alineadas y editadas utilizando el programa
SEQUENCHER 5.0. Las secuencias editadas fueron comparadas con la base de datos de
BOLDSYSTEMS (2022), con la finalidad de obtener la identificacién a nivel de especie.

RESULTADOS

De acuerdo con los resultados, se obtuvo un total de 40 individuos adultos de Anastrepha
obligua (Macquart, 1835) (Figura 4), 34 hembras y 6 machos; con una proporcion
hembra/macho de 5:1; de 43 larvas que puparon, lo que representa el 93% de sobrevivencia
(Tablas 1 y 2). También, se obtuvieron tres individuos de Doryctobracon areolatus, (Figura 5),
de uno de los frutos de P. guajava, donde D. areolatus introdujo su aguijon, previamente en el
sitio de colecta. I.a emergencia del primer estadio larval dentro de una fruta (P. gnajava), se
registré cinco dias después de traer las frutas al laboratorio; informacién que coincide
parcialmente, con respecto al nimero de dias que tarda las larvas en eclosionar de los huevos

(Celedonio-Hurtado et al., 1988; Soto-Manitiu ez al., 1997).

Figura 4. A. obligna 3, recuperado. Figura 5. D. areolatus Q@ , recuperado.

Tabla 1. Duracién promedio de los estadios de desarrollo de A. obligna en frutos de P. gnajava.

Etapas N°. Individuos  Tiempo del estadio Sobrevivencia
Huevos 43 5 dias 43
Larval 43 5 dias 43
Larva 11 43 7 dias 43
Larva 111 43 7 dias 43
Pupa 43 15 dias 43
Adulto Y= 35-39 dias 40
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Tabla 2. Tabla de vida promedio para los estadios inmaduros de A. obligna en frutos de P.

gnajava.

Estadio N°.delInd.(Nx) Lx Dx %Dx % Do

Huevos 43 000 0 000 0,00
Larva 1 43 1,00 0 0,00 0,00
Larva 2 43 1,00 0 0,00 0,00
Larva 3 43 1,00 3 6,98 6,98
Pupa 40 093 0 000 0,00
Adulto 40 1,00 40 100,00 93,02

Nx. Numero de individuos al inicio; Lx. Proporcion de
individuos que sobreviven; Dx. Muertes; % Dx. Porcentaje de
individuos muertos; % Do. Porcentaje de individuos muertos

en la generacion.

El nimero de huevos fue de 43 en tres frutos de P. guajava; la supervivencia final hasta la
emergencia de los adultos fue del 93 %; esto significa que de la cohorte inicial de 43 huevos,

40 completaron hasta el estadio adulto (Figura 6).

Figura 6. Curva de sobrevivencia de las etapas inmaduras de A. obligua en frutas de P. guajava.

En la Figura 7, se presenta la secuencia editada y los resultados de la identificacién con
BOLDSYSTEMS (2022). Se observa que los resultados de comparaciones de las secuencias

de los especimenes recuperados con las secuencias depositadas en BOLD generan 99,85 %
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de similitud con secuencias de un grupo de especies del género Anastrepha. Estos resultados
confirman que, los especimenes en cuestion pertenecen al género Anastrepha y corresponden
a alguna de las especies que presentan ese porcentaje de similitud incluyendo Anastrepha
obligua. Ademas de las secuencias, al cotejar con los caracteres morfoldgicos se determind,

sin lugar a dudas, que los especimenes corresponden a la especie .A. obliqua.

Figura 7. Arriba, la secuencia de A. obligua obtenida del producto de PCR amplificado, con
los cebadores universales para COI descritos por Folmer ez al., (1994). Abajo, resultados de
la identificacion mediante cédigo de barra de ADN. Las secuencias de estas especies

corresponden al BIN (Barcode Identification Number) BOLD: AAC0699.

DISCUSION

Las observaciones evidenciaron que, el desarrollo de los tres estadios larvales puede tener
una duracion de 10 a 15 dias; asumiéndose que este periodo pudo estar influenciado por la
temperatura de las camaras de cria, la cantidad de larvas que habia por frutos (entre 3 - 7

larvas), o por la disponibilidad de alimento por el mismo fruto.
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En campo, se han observado a larvas del tercer estadio temprano que logran pupar sin haber
completado la madurez, pero la mortalidad de estas es muy alta y la cantidad de los adultos
obtenidos a partir de estas larvas inmaduras es muy baja. Los pocos adultos que logran
emerger son de pequefio tamafo, (Soto-Manitiu ef a/. 1997). Este proceso fue observado en
las camaras de crfa, cuando las larvas se lanzaban del fruto de guayaba y recorrfan por varias
horas antes de enterrarse en el sustrato. Es muy probable que la mortalidad observada en
esta investigacion de 7 % en las pupas sea a causa de las larvas de tercer estadio, al pupar muy
temprano o tardiamente; también la mortalidad estuvo influenciada por el parasitismo de

Doryctobracon areolatus.

Se requieren 20 minutos para que una larva madura abandone la fruta, repte y encuentre un
microclima apropiado para penetrar el suelo y pupar. Este periodo es aprovechado por
numerosos insectos depredadores que facilmente devoran las larvas (Jiron y Solano, 1997).
Es muy probable que este sea el periodo mas vulnerable en el ciclo biolégico de A. obligua.
Segun Soto-Manitiu y colaboradores (1997), esta fase del ciclo biologico de A. obligna, es
probablemente la mas vulnerable, y es un periodo ideal en donde los programas de control
biolégico pueden aprovechar para atacar a esta plaga. Las evidencias encontradas en este
trabajo concuerdan con lo mencionado por Soto-Manitiu y colaboradores y se apoya en que
es el mejor momento en donde se podria sacar provecho y controlar la plaga, cuando sus
poblaciones son muy elevadas. Entre los insectos depredadores observados capturando y
devorando larvas estan: hormigas, avispas, moscas Asilidae, escarabajos Carabidae y hasta

algunos vertebrados como lagartijas (Soto-Manitiu et al. 1997).

Es conocido que las larvas de tercer estadio de 4. obligna, totalmente maduras y listas para
pupat, suelen realizar recorridos de algunos centimetros alrededor de la fruta hospedante;
hecho observado previamente por el primer autor y colaboradores, en las larvas que emergian
de los frutos de Spondias purpurea L. (Sapindales: Anacardiaceae), dentro de las camaras de
cria. Sobre las larvas de A. obligua, hay varios estudios que indican que prefiere enterrarse o
penetrar en el suelo directamente debajo de la fruta; por lo que es necesario que la camara de
cria contenga un sustrato de tierra o de arena para que las larvas empupen, es necesaria para

esta especie de Diptera (Soto-Manitiu et al. 1997).
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No se observé que las larvas prefirieran pupar dentro de los tejidos deteriorados,
deshidratados y en putrefaccion de las guayabas. En condiciones de campo, es posible que
estos dos recursos sean una alternativa de la especie para evitar la accién de los depredadores,
de acuerdo con Soto-Manitiu ez a/. (1997). Observaciones en el laboratorio sobre el periodo
de pupacion de A. obligna en guayaba, indican que este parece depender principalmente de la
temperatura y la humedad relativa; condicién similar ocurtié con el estudio realizado de A.
obligua en Spondias mombis. La humedad del suelo tiene influencia sobre la duracién del
periodo de pupacion, sin embargo, en estudios posteriores se determiné que es mas bien la
humedad relativa la que mayormente incide sobre la emergencia de las formas adultas (Soto-
Manitiu e# al., 1997). Esta tltima condicién ventajosa para esta especie plaga, A. obligua, en
climas tropicales y subtropicales, explica por qué las poblaciones de esta mosca nunca llegan
a cero o a desaparecer por completo en un sitio, a pesar de estar asociada a cultivos de

fructificacion estacional, Soto-Manitiu ez a/. (1997).

Considerando que el parasitismo de D. areolatus sobre A. obligna tue del 7 % en este estudio,
es meritorio tomar en consideraciéon que al implementar un plan de Manejo Integrado de
Plagas (MIP), ademas del control biologico, se tomen en consideraciéon el monitoreo y
captura de la plaga mediante el uso de trampas (control etolégico), la eliminacién y entierro
de frutas (control cultural), la aplicacion adecuada de plaguicidas en focos de infestacion
(control quimico), acorde con lo recomendado por CESAVEM (2015). Por su parte, C.
Korytkowski recomendé siempre procurar que, en las areas con produccion comercial de
frutales, se elimine la presencia de posibles hospedantes de la plaga (comunicacién personal,

2009).

CONCLUSIONES

Se presenta por segunda vez el ciclo de vida, en condiciones de laboratorio de la mosca de la
truta Anastrepha obligna, en Psidium guajaba. No se observaron diferencias considerables en el
ciclo de vida de A. obligna, en comparacion con estudios previos realizados en Spondias nombis.
Ademis, se reporta la supervivencia de las diferentes etapas inmaduras de este Diptera en P.
guajava. Se confirma que los estadios larvarios y de pupa estan muy influenciados por las

condiciones ambientales del sitio en donde se desarrollan.
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Basado en las observaciones realizadas durante la investigacion, se recomienda como mejor
periodo para establecer alternativas de control biologico sobre esta plaga, durante el estadio
larvario; momento en el cual la mosca es mas vulnerable y asi es confirmado por las
observaciones del parasitoide Doryctobracon areolatus (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera:

Braconidae), sobre larvas dentro de la fruta de P. gnajava.

Considerando ademas el porcentaje de parasitismo reportado, de 7 %, es meritorio
complementar el control biolégico con otras estrategias de manejo integrado de plagas, como

el uso de trampas (control etologico) y el entierro de frutos danados (control cultural).
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