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Evaluacion de la patogenicidad de diferentes hongos entomopatogenos para el control de
dos especies de mosca de la fruta (Ceratitis capitata y Anastrepha obliqua) bajo
condiciones de laboratorio.

José Rafael Herrera Mesén*

RESUMEN

Se realizaron muestreos en plantaciones de naranja en los cantones Mora y Acosta de la
provincia de San José, Costa Rica. A partir de los muestreos se establecieron poblaciones de
mosca de la fruta, y se evalu6 la presencia de estados morfolégicos. Se obtuvieron poblaciones
necesarias para establecer pies de crias. En los muestreos se comprobo la presencia de moscas
del género Anastrepha spp.

Se evaluo la patogenicidad de cuatro géneros de hongos entomopatdgenos (Beauveria spp,
Metarhizium spp, Paecilomyces spp y Lecanicillium spp) en dos especies de mosca de la fruta
(Ceratitis capitata y Anastrepha obliqua), bajo condiciones in vitro, con aislados provenientes
del laboratorio de fitoproteccion del centro de agricultura organica del INA. Las moscas de la
fruta fueron expuestas a discos de medio puro en crecimiento activo de los hongos evaluados,
con un atrayente alimenticio en recipientes de vidrio bajo condiciones de 26-28°C y una
humedad de 80-85%. Todos los aislados mostraron ser patogénicos en ambas especies de
mosca evaluadas. La mortalidad a los 4 dias de inoculacidn, estuvo en un rango de 18 a 81%
en A. obliqua y de 13 a 83,3% en C. capitata. Los valores de TLso para A. obliqua tuvieron un
rango de 1.5 a 7.15 y para C. capitata de 1.85 a 6.43. Los aislados MTRH- INA N y P- INA P
mostraron ser los mas virulentos para ambas especies de mosca de la fruta con (MA=81,7;
73,3 (a los 4 dias) y LTso= 1,5; 1,95 respectivamente). La patogenicidad que mostraron los
mejores aislados sugiere la posibilidad de incorporar hongos entomopatdgenos dentro de un
manejo integrado de plagas, una vez realizadas las pruebas de campo, en dispositivos
autoinoculadores.

Palabras clave: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces sp, Lecanicillium
sp, Anastrepha obliqua, Ceratitis capitata, patogenicidad.
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Pathogenicity to four diferents entomopathogenic fungi, to two adult fruit fly species:
Ceratitis capitata (Weidemann) and Anastrepha obliqua (Macquart)
(Diptera:Tephritidae) under laboratory conditions

José Rafael Herrera Mesén*

ABSTRACT

They were carried out samplings in orange plantations in Mora and Acosta of San José, Costa
Rica. Starting from the samplings, fruit fly populations settled down and the presence of
morphologic states was evaluated. Necessary populations were obtained to establish feet of
breedings. In the samplings was verified the presence of flies of the gender Anastrepha spp.
The pathogenicity of four isolates of Beauveria spp Metarhizium spp Paecilomyces spp
Lecanicillium spp, against two species of adult fruit flies. Ceratitis capitata and Anastrepha
obliqua was tested in the laboratory. Fruit flies were exposed to pieces of pure media of the
entomopathogenic fungi tested, and diet in glass vessels under controlled conditions (26-28°C
and 80-85% RH). All isolates tested were pathogenic to both species of fruit flies. Mortality
ranged from 13 to 83.3% in C. capitata and from 1.5 a 7.15 in Anastrepha obliqua at 4 days
post-inoculation. The LTs, values ranged from 1.85 a 6.43 in C. capitata and from 18 to 81%
in Anastrepha obliqua. The most pathogenic isolates was MTRH- INA N and P- INA P
(MA=81,7; 73,3 (at 4 days) and LTso= 1,5; 1,95). These results indicate the possibility of fruit
fly suppression with entomopathogenic fungi using an autoinoculative device.

Key Words: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces sp, Lecanicillium sp,
Anastrepha obliqua, Ceratitis capitata, pathogenic
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INTRODUCCION

La sede central sur del Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Costa Rica abarca los
cantones de Puriscal, Turrubares, Acosta, Santa Ana, Mora, Aserri, Alajuelita, Desamparados
y Escazl; de la provincia de San José, Costa Rica (Sector Agropecuario MAG, 2002). La
actividad agricola de estos cantones es una importante fuente de ingresos para el pais. La
produccion de naranjas, la cual es la segunda en importancia después del cultivo del café, ha
tenido un aumento en la produccion debido a la decision de muchos agricultores de
diversificar o reemplazar sus fincas cafetaleras debido a la caida en los precios internacionales
del café. Sumado a esto, la region cuenta con condiciones especiales de suelo y de clima para
la produccion de naranjas con alta calidad, parametros deseables de grados brix, acidez,
solidos solubles, color, sabor y tamafio. Sin embargo el cultivo de naranjas en la zona tiene
problemas en cuanto a los canales de comercializacion, plagas y enfermedades y la

heterogeneidad de las frutas (Centro Agricola Cantonal de Mora, 2002).

El principal problema en la produccion de frutales son los dafios causados por dos géneros de
mosca de la fruta: Anastrepha spp y Ceratitis spp. Estas moscas son las responsables de mas
del 30% de las pérdidas de la produccion total en el caso de naranjas. Por otro lado tienen un
rango muy amplio de cultivos hospederos, por lo tanto, atacan otros cultivos presentes en la
zona, por ejemplo: el mango, la guayaba, el café, el jocote y otros cultivos del género Citrus,

Fortunilla, Mangifera, Poncirus y otros (Servicio Fitosanitario del Estado, 2003).

Tanto Ceratitis spp como Anastrepha spp, provocan un dafio en el fruto, el cual ocurre cuando
las hembras perforan la cascara de los frutos con su ovipositor para depositar sus huevos. Una
vez que se desarrolla la larva, ésta crece y se alimenta de la pulpa del fruto, lo que provoca la

caida, pudricion y pérdida de calidad (Landaverde, 2002).
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La mosca del mediterraneo, es originaria de la costa occidental africana y en la actualidad es
una de las plagas de mayor importancia a nivel mundial, por varias razones: sus efectos
negativos en la productividad de las plantas hospederas, las restricciones cuarentenarias que
imponen importantes mercados mundiales y por sus consecuencias negativas (salud publica,
aplicacion de plaguicidas, problemas sociales, etc.). Se ha reportado que Ceratitis spp es de los
mas destructivos de todos los géneros neotropicales de mosca de la fruta en plantaciones
comerciales, principalmente en especies introducidas como C. arabica y citricos (Corvalan,
2004; InfoAgro, 2002); se ha descrito en 20 paises y en 211 plantas cultivadas y 102
hospederos silvestres (Alves et al, 2004). Por otro lado, las especies del género Anastrepha se
han reportado en plantas de las familias Anacardiaceae, Annonaceae, Caricaceae, Clusiaceae,
Ebenaceae, Fabaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Passifloraceae, Punicaceae, Rosaceae,
Rubiaceae, Rutaceae, Sapotaceae (SEGARPA,1995). Al igual que C. capitata, representa un
problema serio por medidas cuarentenarias impuestas por paises libres de estas plagas

(Ovruski et al, 1999).

La presencia de estas moscas en plantaciones comerciales se ha tratado con diferentes métodos
tales como: el control quimico, bioldgico y autocida. El control quimico se ha realizado con
Diazinon, el cual es el mas empleado en la zona central sur del pais, seguido del Mirex y el
Malathion (Centro Agricola Cantonal de Mora, 2002). Muchos de los insecticidas quimicos
utilizados en el control de moscas de la fruta han sido catalogados en las listas de productos
mas persistentes en el ambiente por el Programa Ambiental de las Naciones Unidas (UNEP),
por sus siglas en inglés (Dimbi et al, 2003 I). La utilizacion de productos sintéticos en la
agricultura tiene una serie de problemas asociados a su uso, uno de los mas importantes es la
contaminacion del medio ambiente y la persistencia de sustancias nocivas para la salud
humana; otra de las desventajas es la resistencia que adopta la plaga al producto quimico y el
efecto que causan sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas (InfoAgro, 2002). Debido a
la problematica del uso de productos quimicos, en la zona central sur se ha probado el control

de la mosca de la fruta por medio de parasitoides producidos por el laboratorio del programa
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nacional de la mosca de la fruta y anteriormente por OIRSA (Organismo Internacional
Regional de Sanidad Agropecuaria), utilizando principalmente Biosteres longicaudatus,
Aceratoneuronjia indica y Pachycrepoideus bindeias; ademds por medio de la Comunidad
Europea se empezd a realizar la liberacion de machos estériles (control autocida). El uso de
parasitoides como control biologico, ha presentado problemas debido a la poca especificidad
con respecto a la plaga y al problema de adquisicion y mantenimiento que representa para los
productores. Por otro lado, el control autocida no ha sido de constante utilizacion por la falta
de plantas de esterilizacién y la poca disposicion del agricultor en su utilizacion (Ministerio de

Agricultura y Ganaderia, 1991).

Dentro de las posibilidades de combatir plagas utilizando controladores bioldgicos se
encuentra el uso de hongos entomopatégenos. Existen alrededor de 100 géneros de hongos de
este tipo, y entre los mas estudiados se encuentran los géneros: Metarhizium, Beauveria,
Aschersonia, Entomophthora, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis, Fusarium, Hirsutella,

Hymenostilbe, Paecilomyces y Verticillium (Monzon, 2001; Obregon, 2001).

Se ha reportado el uso de entomopatégenos para el control C. capitata, en Brasil, en donde M.
anisopliae produjo buenos resultados tanto en pupas como en adultos (Alves et al, 2004).
Ademads en investigaciones realizadas en Israel, se reporta que C. capitata es susceptible en
condiciones de laboratorio a P. fumosoroseus y M. anisopliae (Uziel et al, 2003). Para
especies de Anastrepha se reportan estudios realizados en larvas con el hongo M. anisopliae,
con buenos resultados en cuanto a la emergencia de adulto (Lezama et al, 2000). También se
reporta en Kenia el uso de M. anisopliae y B. bassiana contra C. capitata y otras especies de

este género (Dimbi et al 2002; Dimbi et al, 2003 I; Dimbi et al, 2003 1I; Dimbi et al, 2004).
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A nivel nacional los hongos entomopatdgenos han sido utilizados en el control de diferentes
plagas. El CATIE, ubicado en Turrialba, ha realizado varias investigaciones con hongos
entomopatogenos, entre ellas el uso de B. bassiana sobre la mortalidad de Ecdytolopha
torticornis en el cultivo de Macadamia; el uso de M. anisopliae en adultos de Aeneolomia
albofasciata en cultivo de cafa de azicar; ademdas se ha trabajado con Beauveria spp, B.
brongniartti, M. anisopliae y P. fumosoroseus sobre Bemicia tabaci (Gonzalez et al, 1996;
Badilla et al, 1996; Herrera et al, 1999). Ademas en Costa Rica, DIECA ha tenido un exitoso

control de Metamazius utilizando los hongos M. anisopliae y B. bassiana.

Otro centro de investigacion que ha venido investigando la utilizacion de hongos
entomopatdgenos, es el Centro de Agricultura Organica del INA (Instituto Nacional de
Aprendizaje), el cual cumple una funcidbn muy importante en el pais, ya que a través de
investigaciones genera tecnologia viable para la produccion agricola, la cual es transferida al

agricultor que desee emplearla en su actividad.

La falta de investigacion y las ventajas del uso de control bioldogico por medio de hongos
entomopatdgenos en C. capitata y A. obliqua en el pais, evidencian la necesidad de realizar
evaluaciones con este tipo de microorganismos, para la futura realizaciéon de formulaciones
aplicables en campo, a base de estos. El siguiente trabajo pretende ser una iniciativa para
incorporar este microorganismo dentro de plantaciones de frutales en la region central sur de
Costa Rica. Es por tal razon, que las herramientas biotecnolégicas enfocadas al control
bioldgico, brindan al agricultor una nueva opcion para el control de las moscas de la fruta de

forma amigable con el medio ambiente.

La utilizacion de insecticidas biologicos a base de hongos entomopatégenos para el control de
las moscas de la fruta, ha sido poco acogido en el pais a pesar de que presenta un gran

potencial de uso dentro de los sistemas de produccion agricola.
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Como primera medida para incursionar en la produccion de estos insecticidas, se requiere de
evaluaciones de patogenicidad sobre las moscas de la fruta a nivel de laboratorio,
constituyendo un paso introductorio y esencial en el proceso. En el pais no se reportan
evaluaciones de la patogenicidad de hongos entomopatdgenos para el combate mosca de la

fruta, lo cual hace al trabajo pionero en el area.

Las conclusiones y recomendaciones de este trabajo, abren las puertas a la incorporacion de
hongos entomopatdgenos dentro de plantaciones de la zona y brindan una opcion novedosa

par el control de la mosca de la fruta.
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REVISION DE LITERATURA

La problematica principal que tiene la zona en cuanto a la produccion fruticola es la presencia
de moscas de la fruta, la cual causa pérdidas del 20% al 30% en la produccion (Servicio
Fitosanitario del Estado, 2003). Esto sumado a la poca o escasa organizacion de los principales
productores de frutales en la zona para buscar soluciones al problema (Comité técnico
sectorial agropecuario, 1999). En la region central sur se han realizado muestreos
estratificados en 32 fincas productoras de naranja, en donde se ha comprobado la presencia de
dos géneros de moscas de la fruta, Ceratitis y Anastrepha, ambas pertenecientes a la familia
Tefritidos. Las fluctuaciones poblacionales de ambas plagas durante un afio, indican que la
presencia de Ceratitis tiene un pico alto entre los meses de marzo a junio, mientras que
Anastrepha esta presente durante todo el afio, con mas incidencia en los meses de septiembre a

diciembre (ver anexo 4) (Cordero et al, 2000").

El Ministerio de Agricultura y Ganaderia ha implementado varios métodos de combate,
principalmente de tipo cultural, autocida, quimico y biologico (liberacion de parasitoides).
Dentro de los efectos que causan las moscas de la fruta en las plantaciones de frutales de la
zona, son pérdidas de frutas, decrecimiento en la calidad del mismo, disminuciéon de su valor
comercial, desmotivacion por incrementar areas de produccion y un aumento significativo de
los insumos agricolas debido al combate de la plaga. Ademas la exportacion de frutos a
mercados importantes esta estancada debido a restricciones cuarentenarias que poseen
importantes paises importadores como lo son Japon, Estados Unidos y la comunidad europea,
lo cual pone a los productores en desventajas ante las nuevas tendencias de intercambio

economico (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 1999).

! Cordero, C. 2000. Variacién poblacional de moscas de la fruta en la zona regional central sur, Puriscal, Costa
Rica (Comunicacion personal).
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Aspectos de la plaga

Familia Tephritidae

Esta familia de moscas de la fruta pertenece al orden de los dipteros, e incluye plagas de suma
importancia agricola. A las moscas pertenecientes a este grupo se les atribuye pérdidas anuales
de billones de ddlares en pérdidas directas en diferentes variedades de frutos y vegetales
(Malavasi, 2000). Aunado a esto, limita en gran manera el desarrollo de la produccion
agricola, ya que la presencia de éstas impone restricciones de exportacion en mercados de
importancia mundial (Carroll et al, 2004). La existencia de estas restricciones cuarentenarias
va acompafiada por una preocupacion mundial por evitar la propagacion de esta plaga a zonas
libres de la misma. La familia Tephritidae incluye aproximadamente 4.400 especies conocidas,
de las cuales cerca de 200 son consideradas como plagas y alrededor del 35% de las larvas de
mosca de esta familia se desenvuelve dentro de los frutos o nueces de sus hospederos (Araujo,
2002). Cerca de 70 especies de moscas de la fruta son consideradas como plagas agricolas de
alta importancia y los frutales son los cultivos mas propensos al ataque de estas plagas. Los
hospederos de las moscas de la fruta poseen gran relevancia en el mercado mundial, dentro de
los mas importantes se encuentran los citricos, mangos, manzanas, ciruelas, entre otros. No
obstante existen moscas de la fruta beneficiosas, alrededor de 15 especies se han venido
utilizando como agentes de control bioldgico. Otros Tephritidos son utilizados en estudios de
comportamiento, biologia molecular y genética como es el caso de Ceratitis capitata (Pefia et

al, 1998; Rampias et al, 2003; Carroll et al, 2004).

Debido al dafio provocado por las larvas, muchas de las especies de esta familia causan altas

perdidas en las cosechas de frutos y vegetales (fig 1).
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Dentro de los fitéfagos mas importantes pertenecientes a esta familia se encuentran los
géneros Bactrocera (520 especies), Dacus (243 especies), Anastrepha (198 especies),
Ceratitis (78 especies) y Rhagoletis (69 especies) (USDA, 1999; Carroll et al, 2004). El
género Bactrocera posee 40 especies de plagas de importancia, de las cuales la mayoria de
ellas son altamente dafiinas. Dentro de las principales especies de moscas del género
Bactrocera se encuentra la mosca oriental de la fruta (B. dorsalis), la mosca del melon (B.
cucurbitae), la mosca del olivo (B. oleae), B. tryoni, y la mosca del durazno (B. zonata). El
género Rhagoletis incluye 17 especies de plagas de importancia, la especie mas importante es
la mosca de la manzana (R. pomonella), las moscas de la cereza (R. cerasi y cingulata), la
mosca del arandano (R. mendax), R. completa, R. striatella y R. tomatis (plaga en tomate).
Por otro lado, el género Dacus tiene su origen en el tropico del continente africano y se
reportan 11 especies plaga, principalmente en cucurbitaceas. La especie mds importante es la
mosca de la calabaza (D. bivittatus) y D. ciliatus. Otras especies importantes de moscas de la
fruta pertenecientes a esta familia se encuentran distribuidas entre los géneros Carpomya,

Euphranta, Monacrostichus, Neoceratitis, Toxotrypana y Zonosemata (Carroll et al, 2004).
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Géneros Ceratitis y Anastrepha

El género Ceratitis tiene una especie de particular interés que ha sido producto de gran
investigacion en varios campos; esta especie es C. capitata, la cual se ha esparcido por todo el

mundo desde el continente africano.

Ceratitis capitata (Wiedemann)

Ceratitis capitata es originaria de la costa occidental de Africa. Su primer registro data de
1817 en la Isla Mauricio en el Océano Indico y el primero en América se da en Brasil en el
afio 1906. En el afio de 1955 aparecio en Costa Rica (primer pais centroamericano en registrar
esta plaga). Se cree que el ingreso de esta mosca de la fruta se dio por el trasiego de frutas
realizado por turistas, esto aunado a la gran variedad de frutos presentes en la region y al clima

favorable (Landaverde, 2002).

En la actualidad C. capitata se ha expandido por todo el planeta (ver anexo 2), ya que se
adapta a diversas condiciones climdticas; su ciclo de vida le permite cambiar de habitat de
acuerdo a su estadio y por su gran cantidad de cultivos hospederos, de los cuales se reportan
mas de 400 de importancia econdmica (anexo 3) y 102 hospederos silvestres. Entre los
principales se encuentran el durazno (Prunus persica), ciruela (Prunus domestica), pera
(Pyrus communis), manzana (Malus spp), aguacate (Persea americana), piia (Ananas
comosus), mango (Mangifera indica), chile (Capsicum spp.), tomate (Lycopersicon
esculentum), berenjena (Solanum melongena), pepino (Cucumis sativus), café (Coffea
arabica), guayaba (Psidium guajava), cacao (Theobroma cacao), chirimoya (Annona
cherimola), papaya (Carica papaya), limon (Citrus limon), naranja (Citrus sinensis),

mandarina (Citrus reticulata), naranja agria (Citrus aurantium), toronja (Citrus x paradisi),
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lima (Citrus limetta), uva (Vitis vinifera), nisppero (Eriobotrya japonica), macadamia, higo

(Ficus carica), etc (SEGARPA. 1997).

Las pérdidas ocasionadas por esta especie de mosca de la fruta varian de entre 10 a 50%,
dependiendo del cultivo y de los controles fitosanitarios establecidos. De la familia
Tephritidae, C. capitata, se considera como la plaga mas dafiina para la industria frutera en el
mundo, si se tiene en cuenta la cantidad de fruta danada directamente, el aumento de los costos
de la produccion por las implementaciones de controles, asi como la cantidad de mercados que
se pierden por la presencia de la misma (Malavasi, 2000; Alves et al, 2004). Cabe destacar,
que ademads de las restricciones cuarentenarias y de los dafios directos a los frutos, los efectos
en la salud humana y en el ambiente debido al uso de plaguicidas sintéticos, es una
consecuencia indirecta de la presencia de las moscas de la fruta en plantaciones comerciales

(Corvalan, 2004).

C. capitata es facilmente distinguible de otros Tefritidos de importancia econémica, ya son un
tercio menor que las moscas domésticas y miden aproximadamente 3-5.0 mm, son de color
café y negro, con marcas amarillas y negras en la parte dorsal del torax.

Su ciclo de vida consta de cuatro etapas: huevo, larva, pupa y adulto (Caraballo, 2001) (fig. 2)

Los huevos tienen forma eliptica, aplanados en la superficie ventral y convexa en la superficie
dorsal. Son de color blanco, el extremo cefilico es un poco mas largo que el extremo
posterior, el corion es liso y sin relieves y tiene un micropilo tuberculiforme central. La
longitud es de 0.93 mm, por 0.17 mm de ancho. Son sumamente susceptibles a la
deshidratacion y dependiendo del sustrato y las condiciones ambientales se desarrollan rapida
o lentamente. La masa de huevos ovipositados, se incuba por espacio de uno a siete dias antes

de la eclosion (Servicio Nacional de Sanidad Agraria, 2000).
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Fig 2. Fases del ciclo biologico de C. capitata. a. Huevos. b. Larvas. c. Pupas. d. Adulto. Tomado de: Tomado
de: SENASA, 2000; Mata y Herrera, 2005.

Las larvas son de color blanco amarillento debido al contenido intestinal. Poseen 11
segmentos de casi igual longitud. En la porcion anterior de cada uno de los segmentos 4-11,
cuentan con un area fusiforme ventral y en la porcion anterior de cada uno de los segmentos 1-
3, posee un area fusiforme dorsal. La cabeza es pequefia y parcialmente retractil, a ambos
lados tiene un 6rgano antenal quitinoso y dos lébulos orales, convexos, cada uno con 9-10
carinas bucales. Los ganchos mandibulares bien curvados, robustos y algo mas largos que su
ancho en la base. El segundo segmento después de la cabeza es circundado por una serie de
espinulas transversales, las cuales son mas numerosas en el lado ventral que en el dorsal
(SEGARPA, 1995; Bio Controle, 2003). Los epirdculos, o estigmas anteriores, estan
localizados a ambos lados en dicho segmento generalmente tienen 9 l6bulos, raramente 8 6 10,
colocados en hilera regular. El siguiente segmento generalmente posee espinulas en su parte
ventral y no en los lados. Los espirdculos posteriores son de tamafio mediano y estan

localizados sobre la linea media horizontal, en el extremo posterior; cada espirdculo tiene tres
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amplias entradas amarillas, cada una con un peritrema mucho mas oscuro y tiene un boton
pequefio, redondo, blanquecino y no muy visible. En la parte superior e inferior de cada
espiraculo posterior posee tubérculos. Los lobulos anales son redondeados y grandes. El
tamano depende de la alimentacion, pero en general, el tercer instar o estadio larval mide
aproximadamente 7-9 mm de longitud y 1-2 mm de didmetro. Las larvas poseen movilidad y
tiene la capacidad de saltar grandes distancias, lo cual les es de gran ayuda para encontrar

sitios donde pupar (Landaverde, 2002).

Las pupas son cilindricas, generalmente de color café, con 11 segmentos distinguibles. Los
espiraculos posteriores de tamafo mediano, de color rojo amarillento o rojo oscuro,
localizados centralmente en la linea media horizontal, cada uno con tres pequefias entradas
amarillentas, localizadas en un crecimiento en forma de plato. El plato anal pequefio y de un

rojo oscuro. Mide 3-5 mm de longitud y 1.25-2.0 mm de didmetro (Bio Controle, 2003).

Los adultos poseen una cabeza obscura, con la cara blanco grisdceo, ojos compuestos, color
iridiscente, con cuatro pares de cerdas fronto-orbitales muy caracteristicas y distintas en

ambos sexos (Servicio Nacional de Sanidad Agraria, 2000).

En los machos la que corresponde al segundo par (contando del vértice) estd formado por
cerdas modificadas muy caracteristicas, estas son largas espatulas y nacen de un par de
tubérculos bien visibles; el dpice es agrandado en forma de rombo y se encuentra marcado con
finas estrias longitudinales. El primer par de cerdas frontales es muy pequefio y poco
desarrollado en los machos. En las hembras, el segundo par de cerdas frontales es un tanto mas
desarrollado que las otras, pero no estan modificadas como en el macho y la frente no es
tuberculada en las bases de este par. El primer par casi tiene la misma longitud que el tercero y

cuarto (SEGARPA, 1995).
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En el torax, el mesonoto es de color negro brillante a café oscuro, con excepcion del margen
posterior de color amarillo y una marca amarillenta que se extiende a lo largo de cada lado.
Los huimeros tienen color amarillo o blanquecido, con una mancha negra brillante en la
porcion superior, rodeando la base de la cerda humeral. El escutelo es también negro brillante
con excepcion de una linea angosta, ondulada y amarilla a través de su base (Landaverde,

2002).

Las alas son cortas y amplias, tienen un promedio de 5 mm de largo por 2.5 mm de ancho, con
manchas muy caracteristicas. La parte basal esta llena de numerosos puntos redondos y
alargados de color que oscilan entre café oscuro y negruzco. En la parte media de la ala hay
una banda vertical ancha que se extiende del margen costal a las venas cubitales y primera
anal, aunque extinguiéndose gradualmente en la parte baja de la celda M4. Esta banda media
es principalmente de color amarillo; la parte superior es café oscuro en la celda subcostal
estando el resto rodeado de café. La celda R2 estd casi totalmente llena por una mancha
grande de color café amarillento, la cual se extiende al &pice del ala a través de la parte media
de la celda R3, el 4apice de la vena R4-5 tiene una pequefia mancha redonda de color obscura
localizada entre el dpice y la vena transversal R-M. La vena R4+5, también tiene una mancha
café alargada que se extiende a lo largo de la vena transversa. La segunda vena anal es
conspicua se extiende mas de % de la distancia a través del l6bulo anal. El abdomen es de
color amarillento a grisdceo, cubierto con cerdas cortas principalmente negras con un anillo de
cerdas mas largas en apice. El primer terguito es de color grisaceo en la parte media; la mitad
apical del segundo terguito es de color grisaceo, todo el cuarto terguito es velludo de color
grisdiceo excepto una base muy angosta de color amarillo. En hembras normales bien
desarrolladas sexualmente y gravidas, el abdomen se observa bastante voluminoso, debido al
gran tamafio de los ovarios que se encuentran en intensa actividad ovogénica. Las hembras
estan cubiertas de un ovipositor sin cerdas en la parte apical, punta aguda y el raspador es
puntiagudo en la parte media y se extiende hacia la base del abdomen. Funda de ovipositor o
el 7° segmento abdominal modificado, menor que la longitud del resto del abdomen. En el

macho los clasperes son anchos y no tan alargados como B. dorsalis y B. cucurbitae, los
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lobulos subapicales del noveno segmento son delgados en forma dactilar. El edeago es muy
caracteristico de la especie, el apice agrandado tiene un abultamiento en forma de saco en su
parte dorsal, el cual esta densamente cubierto con diminutas espiculas, el poro genital estd en

el apice de la superficie ventral (Landaverde, 2002).

Fig 3. Descripcion de las diferentes estructuras de un adulto de C. capitata. 1. Antena hembra; 2. Ala; 3.
Tercera pata; 4. Segunda pata; 5. Tibia de la segunda pata; 6. Ovipositor; 7. Antena del macho; 8. Macroqueta
fronto-orbital del segundo par del macho; 9. Final posterior del abdomen del macho con el aparato genital
externo: A, Lado externo; B, Lado interno de la ldmina inferior del forceps; C, Proceso interno; P, Pene. 10. Vista
dorsal de la mitad del forceps copulatorio. A. Cabeza, vista dorsal, B. Mesotorax vista dorsal. Tomada de

Landaverde, 2002.

Como se menciond anteriormente C. capitata posee un ciclo de vida muy favorable en
términos de adaptabilidad. Una sola hembra puede usualmente colocar en el fruto de 1 a 10
huevos y pueden producir durante toda su vida en condiciones ambientales favorables de 300 a
800 huevecillos. En climas céalidos los huevos duran de 2-7 dias y de 20-30 dias en climas
frios. Requieren de condiciones hiimedas y medias de temperatura. Las hembras se ven mas
atraidas por frutos de pericarpo blando, no resisten el exceso de aceites esenciales como
resinas y latex. Se han reportado alimentandose de jugos de frutos maduros, deyecciones de

pajaros, de varias especies de bacterias de la familia Enterobacteriaceae que concentran el
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nitrégeno de los frutos maduros y de ligamaza, la que es rica en carbohidratos que sirven
como combustible para los musculos del vuelo. Se ven mas atraidas a frutos de color
anaranjado o amarillo y ovipositan debajo de la cascara de la fruta del hospedante,
acomodando su cuerpo para la introduccion del ovipositor. Una vez que los huevos eclosionan
la siguiente fase es la larva la cual se alimenta de la pulpa de los frutos, formando galerias
dentro del mismo en todas direcciones. Su desarrollo se completa en condiciones favorables de
6-11 dias, dependiendo de la temperatura y de la disponibilidad de alimento dentro del fruto.
Las larvas pasan por tres instares con periodos cortos de 26 a 48 horas con condiciones
optimas (Raga, 1996). La movilidad de las larvas les permite saltar cuando alcanzan su estado
de madurez, se entierran en el suelo y empiezan su fase de pupa (Landaverde, 2002). La larva
madura en menor tiempo cuando el fruto cae al suelo, ya que la pulpa se reblandece y el jugo
es absorbido a través del integumento. El estado de pupa dura aproximadamente de 9-11 dias,
cuando las temperaturas se encuentran entre 24 a 26 C. Los adultos emergen rompiendo las
pupas con la ayuda del ptilinum. En climas calidos los adultos de C. capitata duran de 1 a 2
meses y hasta 10 meses en climas frios. Las hembras alcanzan la madurez sexual a los 4-5
dias, iniciando la oviposicion a los 7-9 dias de emergidas; al igual que las hembras, los machos
alcanzan su madurez sexual a los 3-4 dias, la cual la manifiestan secretando una sustancia
ambar cristalina de olor fuerte, con la cual atraen a las hembras para la cépula, la cual
generalmente se realiza en el envés de las hojas. Aunque las hembras requieren de una sola
copula para quedar fertilizadas, estas pueden tener una segunda, siempre y cuando la
espermateca tenga capacidad de almacenar semen. Las hembras tienen la capacidad de esperar
periodos de tiempo sin ovipositar, es decir, puede esperar que el fruto madure sin afectar su
ciclo evolutivo. El ciclo de vida puede durar entre 21 y 30 dias cuando las condiciones
ambientales (temperatura entre 20-26 C y humedad relativa alta) son Optimas para su

desarrollo (Raga, 1996).

Antes de ovipositar la hembra verifica con su proboscis alguna lesién u orificio de oviposicion
de otra hembra y si la encuentra oviposita. Por lo general, cuando existe escasez de frutos, las

hembras depositan sus huevos en frutos ya ovipositados, razéon por la cual en ocasiones se
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encuentran grandes cantidades de larvas en los frutos; sin embargo en las plantaciones las
hembras usualmente no ovipositan si una ya lo ha hecho. La liberacion de una feromona le
indica a una hembra si el fruto ha sido ovipositado o no. Cuando la hembra no encuentra una
fisura en el fruto, ésta busca un lugar indicado, curva el abdomen hacia arriba y abajo fuerza al
ovipositor a entrar, lo cual le toma de entre 10 a 20 minutos, se inmoviliza durante la
oviposicion durante unos 4 minutos. El orificio que deja la hembra en el fruto se convierte en
una fuente de entrada de esporas de hongos y bacterias asi como otros insectos, lo cual
generalmente causa la caida del fruto y la pérdida de la calidad. Los insectos adultos son

capaces de desplazarse hasta 14 Km o mas (Landaverde, 2002).

Anastrepha spp.

El género Anastrepha es el mas importante en las zonas neotropicales. Este género posee 185
especies descritas hasta la actualidad y de ellas 15 especies son plagas altamente fitofagas,
atacando cultivares de importancia econdmica y generando restricciones de exportaciones
importantes (Moreno et al, 1995; Aluja et al, 1996). Entre las especies que generan mas
perdidas se encuentran: la mosca mexicana de la fruta (4. ludens), la mosca del oeste de la

india (4. obliqua) y la mosca sudamericana (4. fraterculus) (Caraballo, 2001).

Anastrepha obliqua (Macquart)

A. obliqua fue descubierta por primera vez en el afio 1930 en los Estados Unidos en el estado
de Florida. La mosca del oeste de la India como se le conoce a 4. obliqua, es una plaga de
gran importancia tanto a nivel nacional como a nivel mundial. En América se encuentra
distribuida en: Estado Unidos, Bermuda, México, Bahamas, Belice, Islas Virgenes Britanicas,
Guatemala, Costa Rica, Cuba, Dominica, Republica Dominicana, Guadalupe, Haiti, Honduras,

Jamaica, Martinica, Montserrat, Panama, Puerto Rico, St. Kitts and Nevis, St. Lucia, Trinidad
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y Tobago, Islas virgenes americanas, Argentina, Brasil, Colombia, Ecuador, Guyana,
Paraguay, Pert, Surinam, Venezuela (Weems, et al, 2001). Las moscas de la fruta pueden
dividirse en dos grandes grupos: especies univoltinas (una generacion al afio), que habitan
regiones de clima templado con una fluctuacion estacional marcada, como moscas del género
Rhagoletis y las especies multivoltinas (varias generaciones al afio), comunes en regiones con
clima subtropical y tropical como moscas del género Anastrepha spp (Servicio Nacional de

Sanidad Agraria, 2000).

- ' -

Fig 4. Adultos de 4. obliqua. a. Macho, b. Hembra Tomado de: Mata y Herrera, 2005.

Algunas especies bajo condiciones tropicales pueden completar hasta 12 generaciones al afio,
manteniendo niveles de poblacion muy elevadas. De acuerdo a las exigencias del medio
ambiente y la época del afio se desplazan de una planta a otra. Cuando un hospedante
preferido desaparece, migran a otro, lo que les permite completar una nueva generacion. A
veces atacan simultdneamente tres o cuatro hospedantes si €stos coinciden en su época de
fructificacion. Algunas especies se caracterizan por preferir cierto tipo de fruto o familia de
éstos, por esta razon sus nombres comunes se relacionan con su hospedante preferido. A.
obliqua es una de las principales plagas del mango (Mangifera indica), aunque su rango de
hospederos es mayor entre ellos se pueden citar: los citricos, guayabas, ciruelas, jocotes, etc
(Levinson et al, 2003) Su presencia en plantaciones implica restricciones de exportacion a

mercados importantes. Las pérdidas ocasionadas en los frutos y la inversion en monitoreos,
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implican elevados costos que repercuten en la actividad. Las moscas adultas son de tamafio

medio, de color amarillo (fig. 4).

La cabeza tiene genas y el vértice es amarillo, la carina facial es medianamente desarrollada y
sin protuberancia; las sedas ocelares son muy cortas y débiles; los dos pares de sedas orbitales

estan presentes; la longitud antenal es moderada (figura 5) (SEGARPA, 1995).

Fig 5. Cabeza en vista lateral y frontal de 4. obliqua (tomado de Hernandez, 1992). ar: arista; ca: cara; caf: carina
facial; es: escapo; fl: flagelo; fr: frente; g: gena; gn: seda genal; oc : sedas ocelares; or: sedas orbitales; pd:
pedicelo; pg : postgena; poc: sedas postocelares; pocu: sedas postoculares; sf: sedas frontales; ve: sedas verticales

externas; vi: sedas verticales internas.

El térax posee macrosedas castafio negruzcas, con el mesonoto de color amarillo naranja y una
franja central ensanchandose posteriormente y con otras dos franjas laterales inicidndose desde

poco antes de la sutura transversal al escutellum; escutelo amarillo palido sin ninguna mancha
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en la arte media de la sutura escuto-escutelar; el medio tergito 6 metanoto es amarillo naranja
y con dos manchas negras a los lados; las vellosidades del térax son de color café¢ oscuro,

excepto sobre la franja central donde es de color amarillo palido (Fig 6 y Fig 7).

Fig 6. Torax en vista dorsal de A. obliqua. Tomada de Hernandez, 1992. acr: sedas acrosticales; dc: sedas
dorsocentrales; h: sedas humerales (pospronotales); H: humeros; in: sedas intraalares; ntp: sedas notopleurales;
pa: sedas postalares; pr : sedas ppresuturales; sa: sedas supra alares; SC: escudo (scutum); sc sedas escutelares;

SCL: escutelo (Scutellum); spp: sedas escapulares; SU: Sutura transversa.

Fig 7. Torax en vista lateral de 4. obliqua. Tomada de Hernandez, 1992.
ANE: anepisterno; ane: sedas anepisternales; ANP: anepimeron; anp: seda anepimeral; HA: halterales; KTE:

katepisterno; kte: seda katepisternal; MT: medioterguito (metanoto); SSC: subescutelo (postescutelo).
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Las bandas de las alas de son de color café-naranja-amarillo, las bandas S y costal se tocan en
la vena R4+5, y en la mancha hialina en el 4pice de R1 presente; la banda en V generalmente
esta unida a la banda en S, pero en raras ocasiones se encuentran ligeramente separadas por lo

tanto la banda V siempre completa; curvatura apical de la vena M moderada y la vena R4+5
casi recta (Fig 8).

Fig 8. Ala derecha de 4. obliqua. Tomado de Hernandez, 1992. A = vena anal; BC = banda costal; BS = banda S;
bcu = celda basal cubital; bm =celda basal media; bm-cu = vena cruzada bm-cu; C = vena cruzada dm-cu; M =
vena media; R1 = vena radial 1; R2+3= vena radial 2+3; R4+5 = vena radial 4+5; r-m = vena cruzada radial-
media. Las demas abreviaturas en minusculas se refieren a las celdas respectivas.

El abdomen con los terguitos son de un solo color. EI ovopositor es de 1.3 a 1.6 mm de
longitud y presenta de 9 a 11 dientes por lado, en forma de espinas de rosal. La funda del

ovipositor o segmento VII generalmente es del tamafio menor que el resto del abdomen (Fig 9)
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Figura 9. Vista dorsal del abdomen de A. obligua mostrando los terguitos abdominales y la terminalia de la
hembra. Tomado de Hernandez, 1992. ge = ganchos esclerosados (raspper); mev = membrana eversible; ovid =

oviducto; ovip = ovipositor (aculeus); pov = punta del ovipositor
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El ciclo de vida se divide en cuatro fases: huevo, larva, pupa y adulto. Las hembras de A.
obliqua depositan los huevos en frutos ricos en pulpa, que sirven de alimento para las larvas.
A. obliqua se reporta principalmente en plantaciones comerciales de mango y ciruelas, esta
especie de mosca de la fruta se convirti6 en una plaga de importancia cuando se introdujo
extensivamente el mango en la zona tropical del continente americano, durante el siglo X VIII.
El rango de hospederos en donde ovipositan las hembras de 4. obliqua es mucho menor que el
de C. capitata, la cual ataca numerosos frutos pertenecientes a diferentes familias. En estudios
realizados por Salas (1958) y Christenson y Foote (1960), sugieren que existe una
competencia por la oportunidad de ovipositar entre A. obliqua y C. capitata en plantaciones de
mango, se reporta una mayor capacidad de competencia por parte de A. obliqua, la cual posee
ventajas de tamafio sobre C. capitata, aunque ésta posee mayor capacidad de adaptacion a
nuevos hospederos, mientras que 4. obliqua prefiere mango y ciruelas principalmente. Tanto
A. obliqua como C. capitata presentan una metamorfosis completa u holometabola, la cual se
divide en huevo, larva, pupa y adulto (Camargo et al, 1996). Las larvas de A. obliqua son las
principales responsables del dafio ocasionado en la fruta. Estas se dividen en 11 segmentos, se
diferencian la cabeza, el area ventral y dorsal fusiforme. Posee tres instares y su longitud es de
8 a 10 mm, posee lobulos anales unilobulados, un aparato bucofaringeo con 7 a 9 carinas y
espiraculo anterior posee de 12 a 15 digitos. La larva pasa por tres instares hasta que se
prepara para la pupacion. La pupa consta de una capsula de forma cilindrica con 11
segmentos, de color café oscuro, en estado natural este estado dependera principalmente de las
condiciones ambientales (temperatura y humedad), variando de 8 a 15 dias (condiciones
Optimas) hasta meses (climas con temperatura y humedad muy baja). Una vez que la mosca
eclosiona o abandona su estado pupal, entra en su estado maduro el cual fue descrito

anteriormente (Carrol et al, 2005).
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Métodos de combate de las moscas de la fruta

Combate legal

Los programas de manejo integral cuentan con regulaciones impuestas por instituciones u
organizaciones que se encargan de regir cuarentenas, permisos de movilizaciéon de frutos,
certificados de origen, certificaciones de huertos, aplicaciones de controles, etc. El rango de
accion es muy alto ya que comprende acuerdos internacionales, nacionales, regionales y
locales. El control legal depende del seguimiento de las regulaciones por parte de los
productores, comités locales y comités regionales. Ademds se requiere de un constante
monitoreo de poblaciones para tener registros de la plaga y la identificacion de la
biodiversidad en la plantacion. Las entidades encargadas de regir estas normas y estatutos
deben de incorporar y diversificar los diferentes tipos de controles, de una forma efectiva
(Boscan, 1993). En Costa Rica el ente encargado de realizar este control es el Servicio
Fitosanitario del Estado el cual reconocio la presencia de la mosca del mediterraneo (C.
capitata) y moscas del género Amastrepha en territorio nacional realizado a través de
monitoreos constantes con trampas con torula como atrayente. A través de este combate se ha
logrado declarar 24 743 hectareas libres de mosca de la fruta en la Cruz de Guanacaste,

evitando asi pérdidas millonarias (Servicio Fitosanitario del Estado, 2003).

Combate etologico y deteccion

En el caso especifico de C. capitata se ha trabajado con trimedlure, el cual es un producto
sintético que no se relaciona con las feromonas de la mosca, pero posee un fuerte poder

atrayente sobre los machos. Para la atraccion de las hembras existe en el mercado una
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combinacién de sobres denominado Tripak®, el producto estd basado en tres ingredientes
activos: acetato de amoniaco, putrescina y trimetil-amina, también se ha reportado que la
sustitucion de trimetil-amina por metil-pirrolidina produce mejores efectos. Se ha venido
trabajando en el desarrollo de trampas esterilizantes, las cuales se evalian con hembras de
Ceratitis virgenes y copuladas, donde se ha reportado que los inhibidores de la sintesis de
quitina producen un efecto esterilizante. Las fenil- benzoilureas (inhibidoras de la sintesis de
quitina) impiden la eclosién de los huevos C. capitata, debido a que la larva que nace dentro
del huevo no cuenta con suficiente quitina en su superficie y no es capaz de perforar la
cubierta del huevo. Los cebos esterilizantes son geles con fagoestimulante y un comprimido

emisor del atrayente (Primo, 2003).

Como se menciond anteriormente las feromonas son de gran ayuda en la deteccion de la plaga
por medio de trampeos. El método consiste en colocar y manejar en operacion una red de
trampeo estratégicamente instalada, utilizando como atrayente feromonas sexuales o
atrayentes alimenticios. Se utilizan trampas de color amarillo, las cuales ejercen un efecto
visual sobre las moscas. En general, esta técnica detecta oportunamente la presencia de la
mosca en estado adulto, sus indices poblacionales, distribucion geografica y el nivel de
infestacion en un area determinada, ademas permiten evaluar la efectividad de diferentes tipos
de control (autocida, biolégico, quimico, etc). La temperatura, humedad, fuentes de agua,
disponibilidad de alimento y corrientes de aire son factores que influyen en su dindmica
poblacional y a esta debe responder el trampeo. En la época lluviosa la eficiencia de la trampa
disminuye, por la alta humedad relativa que no permite la volatilizacion del Trimedlure y por
la poca actividad de la mosca en dias nublados. En época seca la probabilidad de captura es
mas alta, sin embargo la densidad de trampas dependera de las vias de acceso, presencia,
continuidad y maduraciéon de frutos hospederos. Es necesario y oportuno realizar
periddicamente recoleccion de frutos hospederos de la plaga de una forma selectiva, con el fin
de evaluar efectividad de diferentes tipos de control (Segade, 1993). Dentro de las principales

trampas utilizadas para mosca de la fruta se encuentran la Jackson y la McPhail.
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La primera consta de un atrayente para atraer machos y de un piso con pegamento en donde el
insecto queda adherido; se suele colocar una trampa por hectarea. Por otro lado, la McPhail
consiste de botellas invaginadas de plastico o vidrio transparente. Poseen un fondo invaginado
con una abertura de entrada. Se llenan con sustancias atrayentes, como Torula o vinagre de
vino al 25%. Se suelen colocar tres por hectarea, ya que no tiene el radio de atraccion que las
trampas Jackson. Pueden fabricarse en forma casera con una botella de vidrio ¢ de plastico
transparente con el fondo invaginado. Se perfora el fondo, se le coloca el atractivo y se tapa en
la parte superior. El liquido se renueva una vez por semana, desechandoselo lejos del sitio
donde se coloc¢ la trampa. Las trampas deben colocarse en el momento en que suelen aparecer
los primeros adultos y se las debe revisar semanalmente. Si se detecta la presencia de una
mosca en dos recuentos sucesivos 6 varias en un recuento, hay que aplicar. Una forma efectiva
de combatir la mosca es mediante el uso de cebos toxicos. El cebo toxico lleva un atrayente y
un insecticida. Para preparar 100 litros de cebo, a 100 litros de agua se le agrega un atrayente
(500 g de extracto de malta 6 5 kg de melaza 6 1kg de azucar 6 1 litro de proteina hidrolizada).
A esa mezcla de agua y atrayente se le agrega a continuacion el insecticida (generalmente 100
cm’ de mercaptotion). El cebo debe prepararse en el dia, agitarse bien, pulverizarse y aplicarse
arbol por medio 6 fila por medio, preferentemente en el sector soleado de la planta. Dentro de
los tipos de trampas disefiadas para el monitoreo y deteccion de moscas de la fruta se pueden
mencionar también: las trampas Steiner, Nadel, Multilure y Rebell, (Landaverde, 2002;

Toledo, 2005).

Control mecanico-cultural

El manejo adecuado de una plantacion es uno de los factores basicos en el control de plagas
agricolas. La ubicacion de la plantacion debe proporcionar las condiciones adecuadas al
cultivo. La distancia entre arboles e hileras debe ser la adecuada, la distribucion de la

plantacion, el riego, fertilizacion y podas deben de realizarse de manera regular. La presencia
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de varios hospederos dentro de la plantacion incrementara el riesgo de la presencia de moscas
de la fruta, principalmente las de alto rango de ataque, como por ejemplo C. capitata, ya que
las moscas tendran frutos disponibles durante todo el afio. Aspectos primordiales dentro del
control mecénico- cultural, lo constituyen la recoleccion y enterrado de toda fruta caida y
madura en el arbol que no se vaya a comercializar. Al enterrar el fruto caido (muchas veces
larvado) se eliminan las larvas y se evita que las hembras gravidas ovipositen. Se recomienda
también no permitir que la cosecha permanezca sobre el arbol, madure y se descomponga en el
huerto. Cuando se coseche, debe insistirse en cortar toda la cosecha del arbol. Todo fruto
caido, desechado o maduro debe enterrarse a una profundidad de 60 cm de la superficie y ser
tapado con tierra. También se debe de controlar las malezas que crecen dentro del huerto, ya
que de otra manera no se visualiza adecuadamente donde cae la fruta y permite a las moscas
recién emergidas hallar un refugio donde protegerse de los depredadores y las inclemencias
del tiempo. Otra medida importante es el rastreo del suelo para exponer a la superficie las
pupas enterradas en el mismo; éstas moriran por desecacion o al ser depredadas (Boscan,

1993: Comité Técnico Sectorial Agropecuario, 1999).

Control quimico

Para el combate de las moscas de las frutas es posible hacer aplicaciones selectivas. Estas se
logran mediante la combinacion de un cebo con un téxico. El beneficio de este tipo de
aplicacion consiste en no afectar a otros insectos que pueden ser benéficos y de esta forma se
minimiza el efecto sobre el equilibrio de los ecosistemas. Los insecticidas recomendados son
del tipo Malathion, ya que éstos, ademds de ser efectivos contra las moscas de las frutas, son
de baja toxicidad para el hombre, animales domésticos y son poco residuales. El cebo mas
confiable es la proteina hidrolizada, debido a su mayor atraccion, pero, a falta de ésta, es
posible utilizar productos de fermentacion como las melazas. Debido a su selectividad y poder

de atraccion, esta mezcla no se aplica con una cobertura total, sino que se puede aplicar en
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bandas alternas. Otra alternativa es la aplicacion en mancha a los troncos de los arboles. La
época de la aplicacion dependera de la situacion especifica de cada lugar. En general, se
recomienda efectuarlas con un intervalo de 8 a 15 dias durante la época de fructificacion. No
es conveniente hacerlas al momento de la floracién, aun cuando el trampeo indique la
presencia de la plaga, ya que el contacto de la gota con la flor puede ocasionar la caida de
¢éstas. Tampoco deberan hacerse después de la época de fructificacion, ya que entonces la

presencia de las moscas no provoca dafno econémico (Boscéan, 1993).

Equipo y forma de aplicacion

Al efectuar la aplicacion de un cebo toxico, el equipo utilizado en estas operaciones no es
importante. Sin embargo, se debe poner énfasis en el cubrimiento y tamafio de la gota, la cual
debe ser de mediana a grande. El equipo a utilizarse por via terrestre puede ser una bomba de
mochila o de presion con motor. En aplicaciones aéreas se emplean aviones y helicopteros
adaptados con soportes que tienen pocas boquillas. En un sistema de manejo integrado de
plagas, la decision de aplicar o no, esta en funcion de los umbrales econdmicos. En el caso de
las moscas de las frutas, esos umbrales deben ser determinados para cada caso particular en
funcion a las condiciones ambientales, de producciéon y de mercado. En general, se
recomienda intensificar las aspersiones en la orilla de los huertos y en zonas de hospederos
alternos o silvestres, ya que se ha encontrado en varias ocasiones que la mayor parte de las
moscas que atacan un huerto vienen de fuera, y son los arboles de las orillas los mas atacados.
Deberan seguirse siempre las medidas de seguridad recomendadas para el uso de insecticidas.
En general, el uso de quimicos en una plantacion se recomienda solo cuando los niveles de
infestacion son muy altos, pero dentro de un sistema integrado, el control quimico ocupa un

lugar bajo en la piramide (Landaverde, 2002).
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Control Autocida

El control autocida es una de las formas mas utilizadas a nivel mundial. Es introducido por
Knipling en 1937 y es conocido como la técnica del insecto estéril (TIE) (Landaverde, 2002).

Esta técnica consiste en esterilizar un gran nimero de insectos para que compitan en
apareamiento con los insectos normales en una poblacién natural. Como consecuencia, la
poblacion natural se reduce o pierde su capacidad de reproduccion. La magnitud de la pérdida
de la capacidad de reproduccion esta en relacion con la proporcion de insectos esterilizados y
su capacidad de competencia, respecto a los insectos normales presentes. En la mayoria de los
casos la técnica estd orientada a la esterilizacion de los machos, aunque en el proceso mismo
de la esterilizacion el efecto se produce en ambos sexos. Debido a que en este sistema de
control de plagas se utilizan individuos de la misma especie, se dice que el método es
autocida. El término autocida se usa también para la incompatibilidad citoplasmica y la
produccion de hibridos infértiles entre insectos de la misma especie. Esta técnica se ha
utilizado en el pais durante muchos afios atras, por ejemplo en la zona central sur, se han
liberado machos estériles de C. capitata, en un programa de colaboraciéon con la Comunidad
Europea. Otro organismo que impulso la cria de parasitoides y de machos estériles es OIRSA
(Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria), situado en Guadalupe junto al
laboratorio de Entomologia del M.A.G; entidad responsable de la primera liberacion de
machos estériles en territorio nacional en el afio de 1961 (Ministerio de agricultura y

Ganaderia, 1991).

La técnica se basa en la liberacién en la naturaleza de machos estériles de la especie que se
quiere combatir, con el objetivo de reducir al minimo su descendencia. En este caso es
necesario realizar una cria masiva de la especie que se lleva a cabo en las llamadas
biofabricas. Sin embargo, antes de poder controlar una plaga mediante la Técnica del Insecto
Estéril, es necesario provocar un previo descenso en el nimero de hembras de las poblaciones

del insecto en la zona donde quiere aplicarse la TIE. En caso contrario los resultados no serian
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del todo satisfactorios y los costos de aplicar la técnica serian demasiado elevados (Allinghi,

2003).

En las biofabricas, los huevos puestos por millones de moscas son sometidos a un incremento
de temperatura (son introducidos en agua a 35 grados Celsius) para eliminar las que daran
lugar a hembras, ya que solo éstas son destruidas a tal temperatura, mientras que las pupas que
daran lugar a machos la resisten. Después se siembran en un medio nutritivo donde puedan
desarrollarse las larvas (mas de siete mil larvas en cada caja con medio nutritivo), que pupan
en lugares ambientalmente controlados y a oscuras al cabo de 12 dias. La separacion también
puede realizarse mediante la diferente coloracion de las pupas. La clave la aporta un gen
ligado al sexo. Este gen controla la coloracion de la pupa: blanca si el insecto es hembra; color
café si el insecto es macho. De esta manera pueden seleccionarse solo las pupas de machos y
se eliminan las de las hembras. Sea cual sea el método de seleccion, a continuacion las pupas
de machos son sometidas a radiacion (rayos X, rayos gamma). Una vez esterilizadas las pupas
se deja que completen su ciclo bioldgico y los machos adultos son liberados en las
plantaciones donde se desea controlar la plaga. Este tipo de biofabricas exportan grandes
cantidades de insectos esterilizados a todo el mundo. Los laboratorios de insectos estériles
siguen instrucciones de seguridad en todas las etapas de produccion del insecto estéril. El
equipo de irradiacion es inspeccionado regularmente y no se han encontrado problemas
asociados con su uso. Los insectos no son radioactivos y no presentan ningln riesgo al medio
ambiente. La Unica posible consecuencia negativa que presenta este método de control, es el
hecho de que las moscas liberadas tengan la capacidad de competir por copular con las moscas
hembras. Ademas esta técnica implica una inversion grande para la compra de los

esterilizadores (Lux et al, 2002).

Existen varias metodologias y protocolos paras esterilizar moscas de la fruta, principalmente
se obtienen mediante radiaciones y con esterilizantes quimicos. La esterilizacion por

irradiaciones se lleva a cabo con radiaciones ionizantes de los rayos X y rayos gamma. La
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utilizacion de los rayos gamma resulta mas facil y economica gracias al desarrollo de los
radio-isotopos artificiales, que producen un mayor volumen de radiacién. Los isdtopos mas
cominmente usados como fuentes de rayos gamma son el Cobalto-60, con una vida media de
5.3 afios y el Cesio-137 con una vida media de 30 afios. Las unidades de tratamiento pueden
consistir en una fuente de radiacion que se eleva para irradiar el material contenido en una
camara; o, por el contrario, la cdmara de tratamiento es subterranea y el material a irradiar se
baja hacia ella por dispositivos especiales. Otras unidades de tratamiento, generalmente mas
pequefias, son de tipo horizontal. En general los insectos holometabolos son irradiados en
forma de pupas aprovechando que en este estado los insectos son facilmente manipulables y
tolerantes a las radiaciones. La tolerancia se incrementa con la edad de la pupa lo que permite
provocar la esterilizacion del insecto sin que se afecten apreciablemente otras condiciones del
adulto. Cuando se irradian huevos, larvas o pupas muy jovenes se producen altas mortalidades
en esos mismos estados. La esterilidad de los machos puede ser debida a: (a) aspermia (falta
de esperma), (b) mutaciones letales dominantes en el esperma y (c) inactividad del esperma. El
efecto logrado esta, hasta cierto punto, relacionado con el estado de desarrollo del insecto
durante la radiacion. En general es preferible que la capacidad de formacion del esperma no
sea alterada, salvo que el acto de copula en si sea suficiente para que la hembra no acepte otras
copulas. La radiacion de pupas de mosca mediterranea con 8,000 a 10,000 roentgen produce

machos estériles cuyos espermatozoides son predominantemente méviles (Allinghi, 2003).

Con lo que respecta a la esterilizacion quimica, ciertos compuestos son capaces de causar
esterilidad de los insectos. Este efecto puede deberse a las siguientes mecanismos: (a)
aspermia o falta de 6vulos (esterilizantes antimetabolitos), (b) muerte del 6vulo o del esperma
después de haberse formado y (c) produccion de mutaciones letales dominantes en el esperma
o en los 6vulos (agentes alkilantes). Esto ultimo es lo mas deseable pues en estas condiciones
los machos resultan mejores competidores de las poblaciones normales que en los otros casos.
En algunas especies y con algunos productos esterilizantes el efecto de esterilizacion puede ser
permanente y en otros casos solo temporal. Los antimetabolitos son substancias que producen

sintomas similares a la ausencia de metabolitos especificos esenciales para el desarrollo de las
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células, en este caso de las células germinativas. Entre los numerosos compuestos
antimetabolitos estan las purinas y las pirimidinas. Los agentes alkilantes son compuestos
capaces de reemplazar el hidrogeno de una molécula organica por grupos alkilieos; como
consecuencia, el esperma sufre defectos genéticos que evitan el desarrollo del cigoto después
de la fertilizacion. Entre los agentes alkilantes esta el importante grupo de las azarinas al cual
pertenecen los compuestos afomida, afolate, tepa, metepa, tio-tepa y tetramina. El tratamiento
con los esterilizantes varia en las diversas especies de insectos. El proceso mas simple es la
inmersion de pupas en el compuesto esterilizante por un tiempo determinado. La esterilizacion
en el estado adulto es mas complicada debido a que los insectos adultos son normalmente muy
activos y susceptibles a dafarse cuando estdn muy aglomerados. La esterilizacion puede ser
por contacto en adultos recién emergidos o por ingestion del producto esterilizante. Los
esterilizantes quimicos son facilmente absorbidos y muy peligrosos; pueden causar
esterilizacion, cancer y teratogenesis o deformaciones congénitas en los humanos. Se buscan

nuevos productos que no tengan estas caracteristicas (Alemany, 2003).

El modelo tedrico se basa en que los individuos esterilizados son totalmente competitivos con
los individuos normales y se encuentran uniformemente distribuidos dentro de la poblacion
natural. En la mayor parte de los casos parece que tales conjeturas no se cumplen
satisfactoriamente. Ha sido demostrado que la crianza de insectos en condiciones de
laboratorio puede afectar las cualidades de la poblacion. Por otro lado, el proceso de
esterilizacidon normalmente afecta la competitividad de los individuos, inclusive cuando ésta se
establece en condiciones de laboratorio. Las irradiaciones de 8 a 10 kr., disminuyen la aptitud
de apareamiento de la mosca mediterranea, siendo mayor la disminucion con la dosis mas alta.
En condiciones de laboratorio, moscas mediterraneas estériles y normales en proporcion de
30:1, registran una reduccion de la viabilidad de huevos de 60 a 80 por ciento, lo que no es
suficiente para reducir la poblacion normal. Si estos son los resultados en laboratorio, es de
suponerse que en condiciones de campo las formas estériles se encuentran todavia mas
desfavorecidas tanto por su competencia de apareamiento como por su distribucion. Ademas,

un porcentaje de individuos mueren durante el proceso de liberacion. Para determinar la
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cantidad de insectos estériles que debe liberarse hay que conocer previamente el niimero de
insectos normales que se encuentran en el campo. Esta evaluacion suele ser muy compleja.
Entre los métodos que se emplean se encuentran el trampeo directo de la poblacion y el
método del marcado-liberacion y recaptura. Otro problema con el método es que cualquier
error en el proceso que produzca una esterilizacion incompleta tendria consecuencias
catastroficas en el campo. Es necesario controlar en forma continua la efectividad de la
esterilizacidon mediante copulaciones cruzadas entre los machos irradiados y las hembras
normales y entre las hembras irradiadas y los machos normales, debiendo registrarse la

fertilidad correspondiente (Lanadaverde, 2002).

Control Bioldgico

El control bioldgico consta de la liberacién y establecimiento de enemigos naturales de las
moscas de la fruta para controlar las poblaciones de la misma. Es una forma equilibrada y
barata de mantener la biodiversidad de las especies dentro de la plantacion. Los organismos
utilizados para controlar una plaga deben de ser especificos y efectivos en condiciones de
campo (permanecer viables en condiciones adversas). Las liberaciones se recomiendan cuando
los niveles de infestacion en la plantacién son bajos o regulares (Ministerio de Agricultura y
Ganaderia, 1991). Tradicionalmente se han utilizado parasitoides de la familia Braconidae del
orden Hymenoptera. Desde 1960, OIRSA (Organismo Internacional Regional de Sanidad
Agropecuaria) establecio en el pais un programa de reproduccion y liberacion de parasitoides
para C. capitata. En la actualidad se reproducen parasitoides de pupas de moscas del orden
Hymenoptera en el laboratorio del programa nacional de la fruta ubicado en Pavas (Servicio
Fitosanitario del Estado, 2003). Se han descrito varios parasitoides para moscas de la fruta.
Para Anastrepha obliqua se reportan: Sppalangia philippinensis, Sppalangia endius,
Doryctabracon areolatus, Doryctabracon crawfordi, Diachasmimorpha longicaudata, Uteres
anastrephae, Biosteres tryoni, Coptera haywardi, Opius Bellus, Asobara anastrephae, Opius

spp 'y Doryctibracon spp. Por otra parte, para C. capitata se reportan los siguientes
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parasitoides: Diachasmimorpha tryoni, Diachasmimorpha kraussii, Opius fullawayi, Opius
hirtus, Opius humilis, Dirhinus ehrhorni, Dirhinus giffardii, Tetrastichus giffardianus, Opius
perproximus, Galesus silvestrii, Trichopria capensis, Syntomospphyrum indicum, Opius
kraussii, Fopius arisanus, Bracon celer, Doryctobracon areolatus, Coptera haywardi,
Coptera occidentales, Coptera robustior, Coptera silvestrii, Aganasppis pellerranoi,
Aganasppis nordlanderi, Biosteres desideratus, Odontosema anastrephae, Lopheucoila
anastrepha,  Aceratoneuromyia indica, Trichopriaanastrephae, Uretes anastrephae,
Chiracanthium mildei, Ganaseis carvalhoi, Diachasmimorpha longicaudatus, Biosteres
oophilus, Fopius ceratitivorus, Fopius caudatus, Biosteres angaleti, Biosteres bevisi, Biosteres
dacusii, Biosteres fullawayi, Biosteres hageni, Biosteres vandenboschi, Opius bellus, Opius
concolor, Opius perproximus, Pachycrepoideus dubius, Pachycrepoideus vindemmiae, Pimpla
pomurum, Psyttalia concolor, Tetrastichus spp, Sppalangia enditus, Iridomyemex humilis,
Solenopsis geminata, Opius Malaiensis, Eucoila spp, Isurgus spp, Aphaereta minuta, Opius
fletcheri, Trybliographa spp, Sppalangia philippinensis, Spphergigaster, Belonuchus
rufipennis, Opius incisi, Pheidole megacephala, Ectemniustimidoventris, Crabo unicolor,
Psyttalia insignipennis (Sivinski et al, 2000; Garcia y Montilla, 2001; Stibick, 2003; Nufez et
al, 2003).

A la hora de liberar parasitoides en el campo el productor puede ayudar a la reproduccion de
parasitoides en una forma artesanal. Para ello, se hace un hoyo en el suelo de
aproximadamente 1.0 m?® con tierra suelta en el fondo del mismo, se recoge la fruta caida, la
cual es de suponer que contiene moscas parasitadas, y se coloca en el hoyo; sobre la fruta se
coloca una red metalica del tamafio del hoyo y de malla pequefia de manera que no pase la
mosca que pueda emerger, pero puedan salir los parasitoides. Se deja por 10 a 15 dias,
posteriormente se asperja sobre la fruta con una mezcla de insecticida para matar la mosca que
pueda sobrevivir, se quita la malla para lavarla y ocuparla de nuevo y se tapa el hoyo con
tierra bien compacta. De esta forma se entiende que la fruta en el suelo estd con larvas de
mosca y también que las larvas han sido parasitadas; asi también las larvas que se entierren
para pupar pueden ser alcanzadas por parasitoides de tercer instar larval o de pupas, por lo

tanto, se promueve la reproduccion (Landaverde, 2002).
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Ademéas de los parasitoides se han reportado microorganismos que infectan diferentes especies
de mosca de la fruta. Para A. obliqua se reporta susceptibilidad a los hongos del orden
Entomophthorales, y la exotoxina beta de Bacillus thuringiensis, para el tercer instar larval, el
agente Phloxine B-Mazoferm 802 y Mazoferm 802 condensado hidrolizado de Lactobacillus
spp (Stibick, 2003).

Mientras que para C. capitata se reporta el agente Avermectin B1(MK-936) toxina derivada
de la fermentacion de Streptomyces avermitilis, el agente Phloxine B-Mazoferm 802,
Mazoferm 802 condensado hidrolizado de Lactobacillus spp, la bacteria de suelo
Saccharopolysppora  sintosa, los hongos entomopatdgenos: Entomophthora muscae,
Entomophthora schizophorae, Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Paecilomyces
fumoroseus, los nematodos entomopatdégenos Steinernema feltiae, Steinernemafeltiae,
Steinernema carpocapsae, Steinernema riobrave, el nematodo depredador Diplogaster spp,
las exotoxinas de Bacillus thuringensis, las cepas EC 3.1.21 y EC 3.1.31 de la bacteria
Serratoa marcescems, Nosema tephritidae, los virus Ceratitis Picornovirus V, Ceratitis
Reovirus I, Rhabdovirus signa, Picornavirus C (DCV). Ademas se han realizado pruebas con
pesticidas botanicos como Azadirachtin, derivado del arbol de Neem (Azadirachta indica)

(Stibick, 2003; Vifiuela, ef al, 2000).

Aspectos generales de los hongos entomopatégenos

A nivel mundial existe un importante interés en la explotacion e investigacion de hongos que
producen enfermedades en invertebrados, y es evidente el nimero de productos comerciales
disponibles bajo desarrollo, a base de estos microorganismos. Las tendencias de investigacion
y comercializacion de estos organismos se basan en una serie de beneficios que se pueden

optar al incluirlos como biocontroladores de plagas, como por ejemplo en la productividad de
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los cultivos, en la salud animal y humana, y en el aumento en la produccion. El producto final
para comercializar pasa por una serie de procesos en donde se ven involucradas una gran
variedad de disciplinas como la patologia, ecologia, genética, biotecnologia, fisiologia,
produccion en masa, formulaciones y aplicacion de estrategias. Los productos a base de
bacterias, virus, nematodos y hongos son una opcién en donde se han prohibido los productos
quimicos, en donde los insectos han generado resistencia a estos productos, o en sistemas de
produccion organica. Ademds son una herramienta de valor en las nuevas tendencias de los
mercados importantes, en donde se exigen productos libres de contaminacion, esto aunado a la

preocupacion por la preservacion de la biodiversidad y la salud humana (Butt ez a/, 2001).

Los hongos entomopatdgenos fueron los primeros microorganismos reportados como
causantes de enfermedades en insectos, esto debido a su crecimiento macroscopico en la
superficie del hospedero. La mayoria son patdégenos obligados o facultativos, aunque algunos
son simbiodticos y saprofitos. Constituyen un grupo de importancia en el control de plagas
agricolas, ya que virtualmente todos los insectos muestran susceptibilidad a las enfermedades
que causan. Se conocen alrededor de 100 géneros de hongos entomopatogenos afectando
principalmente a los o6rdenes Hemiptera, Diptera, Coledptera, Lepidoptera, Hymenoptera y
Orthoptera, los cuales constituyen los ordenes en donde se encuentran las plagas mas dafiinas
en la agricultura. Entre los mas estudiados y utilizados se encuentran Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae, los cuales se han incorporado a nivel mundial y regional en
programas de control bioldgico (Butt et al, 2001; Monzon, 2001; Obregén, 2001; Alean,
2003).

En general los hongos entomopatogenos afectan todos los estadios del insecto, principalmente
adultos, estados inmaduros (ninfas, larvas), sin embargo el estado de pupa y huevo son menos
comunes. Ademas la especificidad es variada, ya que algunos son muy especificos a una sola

especie de insectos, mientras que se encuentran también de alto rango (Alean, 2003).
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El crecimiento y desarrollo estan limitados principalmente por las condiciones del ambiente
(temperatura, humedad, luminosidad). La alta humedad y alta temperatura les permite una
mejor esporulacion y germinacion de las esporas. El modo de accidon de los hongos
entomopatdgenos es muy particular ya que inicia cuando la espora esta en contacto con la
cuticula externa del insecto, este mecanismo se presenta solo en estos organismos y en algunos
nematodos entomopatdgenos, al contrario sucede en otros agentes entomopatégenos como los

virus y bacterias en donde la infeccidon del insecto ocurre por via oral (Dimbi et al, 2003).

Es de esencial importancia que el insecto entre en contacto con el indculo, especificamente
con las esporas del hongo, lo cual ocurre al azar en condiciones ideales de clima y en donde
exista suficiente cantidad de indculo. Especificamente la epicuticula o capa mas externa del
integumento del insecto es el sitio inicial de interaccion. El integumento es una estructura
compleja, cuya composicion es importante para el proceso de penetracion. Las caracteristicas
fisicas y quimicas de las superficies de integumento y de la espora son las responsables de esta
unién. Entre los componentes principales del integumento se encuentran lipidos, lipoproteinas,
polifenoles y proteinas. Azucares no-estructurales y compuestos nitrogenados producidos por
las plantas o el insecto pueden contaminar la cuticula, afectando asi el proceso de fijacion.
Algunas glicoproteinas pueden servir como un receptor especifico para las esporas. La micosis
ocurre por lo general en tres fases, la germinacién de la espora en la cuticula del insecto, la
penetracion del integumento por medio de un tubo germinativo y el desarrollo del hongo por
dentro del cuerpo del insecto y su multiplicacion. En este se pueden verificar los siguientes
pasos: Adhesion, germinacion, penetracion, multiplicaciéon del hongo, produccion de toxinas,
muerte del insecto, colonizacion, produccion de micelio hacia el exterior, esporulacion y

diseminacion del hongo (Monzon, 2001; Obregén, 2001).

La adhesion se da cuando las esporas del hongo se fijan en la superficie del insecto. Este

proceso es el mas importante y depende de una serie factores que pueden ser de relevancia a la
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hora de implementarlo en un programa de control bioldgico. Dentro de este proceso
intervienen lectinas, muco polisacaridos y en menor cantidad algunos lipidos. La germinacion
es el proceso siguiente, el cual se da cuando la espora emite uno o varios pequefios tubos
germinales, los cuales por crecimiento y alargamiento dan origen a las hifas y ademas emite
un tubo germinativo el cual forma mas adelante un apresorio. El tubo germinativo puede ser
de tamafo variable y en algunos casos puede no llegar a formarse. En el proceso de
germinacidon juegan un rol importante los requerimientos nutricionales de la espora y las
condiciones ambientales presentes. El nivel de agua es determinante en el crecimiento de los
hongos y pequefias diferencias en los niveles de humedad relativa después de la aplicacion de
conidias, pueden determinar de un modo u otro el éxito del hongo en el control de insectos
plaga. El resultado de la germinacion y la penetracion no depende necesariamente del
porcentaje total de germinacion sino del tiempo de duracion de la germinacién, modo de
germinacion, agresividad del hongo, el tipo de espora y la susceptibilidad del hospedero

(Obregon, 2001).

Una vez que ocurre la germinacion ocurren una serie de transformaciones fisicas y quimicas
tanto el huésped como en el hongo, lo que permite la entrada del patdogeno. En general, una
vez que la conidia este germinada estas penetran por medio de una combinacion entre la
degradacion enzimatica de la cuticula y la presion mecanica por el tubo germinal. La capa
cuticular es deformada por la presion ejercida por el extremo invasivo de la hifa. Se produce
un tubo germinativo y un apresorio, ¢l se fija en la cuticula y con el tubo germinativo o
haustorio se da la penetracion al interior del cuerpo del insecto. En conjunto act@ian dos
mecanismos uno fisico y uno quimico. El fisico consiste en la presion ejercida por la
estructura de penetracion, el cual rompe areas esclerosadas y membranosas de la cuticula. El
mecanismo quimico consiste en la accion de varias enzimas principalmente proteasas, lipasas
y quinasas, las cuales degradan el tejido, lo que facilita la penetracion fisica. Las enzimas
descubiertas en el tubo germinativo son proteasas, aminopeptidasas, lipasas, esterasas, y N-
acetil-glucosamidasa (quitinasas). El proceso de multiplicacion se da en el interior del cuerpo

del insecto, principalmente por gemacion produciendo formas miceliales libres y unicelulares
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llamadas blastospporas en los Deuteromycetes, también se pueden formar hifas, protoplastos y

células sin pared (Monzon, 2001; Alean, 2003; Mora, 2004).

Los insectos tienen un sistema inmunologico que les permite reconocer y reaccionar a
particulas extrafias como propagulos de hongos, bacterias y virus, en el hemocele del insecto,
los cuales pueden ser fagocitados, evitando asi la presencia de otros organismos. Los hongos
son capaces de infectar a través de la cavidad bucal, espirdculos y otras aberturas externas de
un insecto. Debido a que la humedad no es un problema en el tracto alimenticio, la espora
puede germinar rapido en este ambiente, por otro lado los fluidos digestivos pueden destruir la
espora o hifa germinativa. En ciertas ocasiones la digestion de estructuras fingicas pueden
causar la muerte por toxicidad mas que por micosis. Los hongos pueden infectar a través de
los espiraculos y otros cuerpos abiertos. Una vez en el hemocele, la mayoria de los hongos
convierten el crecimiento mecelial en una fase de levadura o sea crecimiento por gemacion.
La produccion de toxinas y enzimas son las responsables de la muerte del insecto ya que
consumen todos los nutrientes o destruyen por accion fisica. Los hongos pueden evitar la
defensa inmune de un insecto por desarrollo de protoplastos que no son reconocidos por la
poblacion de hemocitos del insecto, también formando cuerpos hifales multiplicandose y
dispersandose rapidamente y produciendo micotoxinas. El crecimiento del micelio en el
cuerpo del insecto induce sintomas fisiolégicos anormales tales como convulsiones, falta de
coordinacion y comportamientos alterados. Una vez que el hongo causa la muerte del insecto,
¢éste emerge del cuerpo, si las condiciones son las Optimas. La esporulacién ocurre sobre el
cadaver dependiendo de las condiciones, ya que si éstas no son favorables, las esporas
permanecen dentro del insecto por algunos meses esperando que las circunstancias cambien.
La esporulacién ocurre generalmente en cadaveres pero puede ocurrir también en insectos
vivos. La dispersion de las esporas depende de la forma del esporangio, y pueden pasarse de
insecto a insecto o por adhesion de esporas que se encuentren en el ambiente (Monzon, 2001;

Alean, 2003).
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Beauveria spp (Vuill)

El género Beauveria estd compuesto por varias especies, entre las cuales se reportan B.
bassiana, B. brongniartii, B. amorphay B. velata. La principal especie y la mas estudiada es
B. bassiana, la cual tiene una amplia distribucidon geografica (se ha aislado del suelo y de
insectos) y resulta patogénico a diversos ordenes y a mas de 200 especies de insectos.
Pertenece a la clase Deuteromycete, orden Moniliales y a la familia Moniliaceae (Alean,

2003).

Entre las plagas mas importantes controladas por este hongo estdn la broca del café, “la

palomilla del repollo”, “picudo del platano” (Cosmopolites sordidus), asi como el picudo de la

chiltoma (Anthonomus eugenii) (Mora, 2004).

B. bassiana se ha usado en forma comercial en diferentes lugares del mundo, por ejemplo en
Rusia, se ha utilizado por mas de 15 afos dentro de programas de control biolégico de
Leptinotarsa decemlineta. En Europa se utiliza para el control de Lasppeyresia pomonella, en
Brasil se estudia para el control de Cerotoma spp, Diabroticas peciosa y Chalcodermus aenus

(Gonzales et al, 1996).

Los insectos que mueren debido al efecto de este hongo, presentan una cubierta blanca
algodonosa sobre el cuerpo, la cual estd formada por el micelio y esporas del hongo. El
micelio se caracteriza por presentar una coloracion blanca, conidioforos sencillos,
irregularmente agrupados o en grupos verticilados, en algunas especies hinchados en la base y
adelgazandose hacia la porcion que sostiene la conidia, la cual se presenta en forma de zig-
zag, después de que varias conidias se producen. Las conidias son hialinas, redondeadas a
ovoides y unicelulares. B. bassiana posee conidias de globosas a subglobosas (2-3 x 2.0-2.5

Mm) y las estructuras conidi6foras forman densos grupos (Bustillo y Posada, 1996).
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Metarhizium spp (Sorok)

Este hongo entomopatdgeno se ha registrado desde el siglo XIX, por el microbiologo ruso
Metchnikooff para el control de larvas del coledptero Amisoplia austriaca. Los mejores
representantes de este género son las especies M. flavoviride y M. anisopliae, el ultimo se ha
encontrado en mas de 200 especies de insectos, entre los cuales se encuentran especies de

importancia econdmica. (Bustillo y Posada, 1996; Obregon, 2001).

El micelio del hongo tiene una apariencia verde oliva y polvorienta, crece bien a temperaturas
de 52-27 C y humedad relativa del 90%, cuando esta en proceso de esporulacion el hongo pasa
de una coloracion blanca a una verde oscura.

Metarhizium anisopliae posee esporas cilindricas, las cuales son de una longitud de > 9 um.

Paecilomyces spp (Bainer)

El género presenta hifas hialinas a amarillosas, septadas,de paredes delgadas. La mayoria
presenta ramificaciones verticiladas o irregularmente ramificadas, llevan en su parte terminal
en cada rama grupos de fidlides, las cuales pueden ser también solitarias. Las

fidlides constan de una porcion basal cilindrica o hinchada, adelgazdndose abruptamente a
menudo para formar un cuello muy notorio. Los conidiéforos llevan cadenas de conidias; éstas
son hialinas, unicelulares y de forma ovoide. Las infecciones causadas por Paecilomyces se
reconocen por el color rosado palido y violeta claro. La especie mas importante del género es

Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith. (Bustillo y Posada, 1996).
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Lecanicillium spp (Nees)

Anteriormente conocido como Verticillium, este género posee conidiéforos poco diferenciados
de las hifas vegetativas, las células conididgenas (fidlides) estan en forma de verticilios de dos
a seis, en parejas o solitarias sobre hifas o apicalmente sobre cortas ramificaciones (Samson y
Rombach 1985). Las conidias de Lecanicillium spp son pequefias, hialinas cilindricas o
elipsoidales y redondeadas en sus extremos; con medidas que varian de 2,3 - 10.0 milimicras
de largo por 1.0 - 2.5 milimicras de ancho. Estas conidias nacen en forma de gotas
filamentosas o en cadenas EIl entomopatégeno Lecanicillium spp es un hongo de amplia
distribucion y puede provocar epizootias de gran magnitud en regiones de clima tropical y

subtropical, asi como en los ambientes calidos y humedos de invernaderos (Alean, 2003).

Los hongos entomopatdégenos mas estudiados y los que han generado mas investigacion son
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae. En el pais, la Direccion de Investigacion de
Cafia de Azucar (DIECA), reproduce M. anisopliae y B. bassiana desde 1989 como una
herramienta dentro del manejo integrado de plagas del “Salivazo de culebra” (Homoptera:
Cercopidae) y de la "Cigarrita Antillana" (Homoptera: Delphacidae), no obstante, los hongos
han mostrado también ser patogénicos hacia otros insectos plaga que afectan al cultivo, entre
ellos: el “Gusano Cogollero”, el “Falso Medidor”, los “Jobotos”, el “Picudo Rayado”, el

“Barrenador Menor del Tallo” y “Perkinsiella” (Mora, 2004).

En lo que respecta a la aplicacion, los conidios de los hongos son empleados de diferentes
formas dependiendo de la ubicacion del insecto, el desarrollo del cultivo y de las
caracteristicas topograficas del lugar. Para el control de insectos de follaje como el “Salivazo”,
“la Cigarrita” y “Gusanos cortadores”, es recomendado asperjar una suspension acuosa de

conidias, de manera tal que las mismas sean depositadas idealmente sobre el insecto meta.
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Para tal efecto puede utilizarse tanto equipo terrestre (bombas de espalda, “boom” o candn”).
En el caso de insectos de suelo, se recomienda ya sea incorporar el material (hongo con
sustrato) o aplicar una suspension al suelo manera de “Drench”, tratando de hacer que las
conidias penetren y alcancen a los insectos. Para otros insectos como el “Picudo Rayado”, el
hongo se deposita sobre cebos atrayentes contenidos dentro de trampas tipo “bambu o galdén”,

esto con el objeto de que el insecto atraido se contamine con el hongo (Mora, 2004).
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Evaluar la patogenicidad y virulencia de cuatro géneros de hongos
entomopatogenos Beauveria spp, Paecilomyces spp, Metarhizium spp y
Lecanicillium spp, para el combate de C. capitata y A. obliqua, en condiciones de

laboratorio.

Objetivos Especificos

e Establecer poblaciones de machos y hembras de moscas de la fruta, colectadas en

fincas productoras de naranja de los cantones de Mora y Acosta.

e [Establecer un procedimiento de inoculacion de los hongos Beauveria spp,
Paecilomyces spp, Metarhizium spp y Lecanicillium spp, en pruebas de la

laboratorio a machos y hembras adultos de C. capitata y A. obliqua.
e Comprobar la micosis de los hongos entomopatégenos evaluados en el cuerpo de

las moscas de la fruta, por medio del establecimiento de cdmaras himedas.

e Realizar conteos de esporas por individuo adulto de ambas especies de moscas de la
fruta parasitadas con los hongos entomopatdgenos evaluados, para determinar la

cantidad de conidias absorbidas por el insecto.
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Realizar reaislamientos de los hongos entomopatdgenos evaluados, a partir de
moscas parasitadas, utilizando la técnica de siembra directa en medio de cultivo

Agar Papa Dextrosa.
Analizar la posibilidad de incorporar los aislados mas patogénicos en condiciones

de laboratorio, dentro de plantaciones de frutales en la zona regional central sur y

en el pais.
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METODOLOGIA

El ensayo experimental se realizd en dos etapas, la primera fase (establecimiento de
poblaciones de moscas de la fruta) se llevo a cabo en el Laboratorio de la Sede Central Sur
del Ministerio de Agricultura y Ganaderia, ubicado en el Estero de Puriscal, San José¢;
Costa Rica. La segunda fase (pruebas de patogenicidad con diferentes géneros de hongos
entomopatdgenos), se realizd en el Laboratorio de Fitoproteccion del Centro Nacional
Especializado en Agricultura Orgénica del Instituto Nacional de Aprendizaje, ubicado en

San Rafael de Oreamuno, Cartago; Costa Rica.

1. Fase (Establecimiento de poblaciones de mosca de la fruta provenientes de los

muestreos)

Se realizaron muestreos completamente al azar en dos fincas productoras de naranjas
ubicadas en los cantones de Acosta y Mora, San Jos¢; Costa Rica, en el mes de septiembre
del afio 2005. Se colectaron 30 frutos por cada finca, tanto de las copas como caidos. Se
seleccionaron frutos con signos de oviposicion (perforaciones de apariencia negra con halo
clorotico); frutos que no estuvieran en estado de descomposicion; frutos que estuvieran en
estadio maduro y que no presentaran sintomas fitopatologicos o de deficiencias
nutricionales.

Los frutos colectados se colocaron en bandejas de plastico y se trasladaron al
laboratorio del Ministerio de Agricultura y Ganaderia.

En el laboratorio se colocaron en recipientes plasticos (30x15x10) cm, los cuales
contenian aserrin como sustrato y una malla de tela fina de organza de manera tal que
permitiera la circulacion de aire. Los recipientes se colocaron a temperatura ambiente y se
realizaron observaciones cada 15 dias, evaluando los estadios del ciclo de vida de las
moscas y la presencia de otros insectos.

Con el objetivo de determinar estadios larvales se procedi6 a seleccionar tres frutos de cada
recipiente, se seccionaron con un bisturi, evaluando el nimero total de larvas por frutos. El

numero total de pupas, se determind tamizando el aserrin a través de un colador.
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Los adultos se colocaron en recipientes cubiertos con tela fina de organza, y el alimento se
proporciond con esponjas de polietileno, que contenian una solucion de agua azucarada y

torula.

1I. Fase (Pruebas de patogenicidad y virulencia de los aislados in vitro).

En frascos de vidrio se colocaron 15 individuos adultos de moscas de la fruta de ambos
sexos, facilitados por el Laboratorio Nacional de la Mosca de la Fruta, ubicado en Pavas de
San José, Costa Rica. Posteriormente con la ayuda de una sacabocados estéril se obtuvieron
discos de micelio en activo crecimiento de los hongos entomopatégenos de 1.0 cm de
didmetro, los cuales pertenecian a la micoteca del Laboratorio de Fitoproteccion del
Instituto Nacional de Aprendizaje. Con una aguja micologica estéril se colocd en cada
frasco un disco de micelio al cual se le esparci6 una punta de espatula de dieta artificial
granulada, como atrayente.

Se establecieron 8 tratamientos, cuatro repeticiones y los respectivos testigos (cuadro 1),

esto para A. obliqua, mientras que para C. capitata, se evaluaron 7 tratamientos.

Cuadro 1. Informacion de los aislados de los cuatro géneros de hongos
entomopatdogenos utilizados en el presente estudio, pertenecientes a la micoteca del
Centro de Agricultura Organica del Instituto Nacional de Aprendizaje, Oreamuno de
Cartago.

Género Codigo del aislado

Beauveria spp BV-INA
BV-INA OG
Metarhizium spp MTRH- INA N
MTRH- INA BC
Paecilomyces spp P-INA G
P-INA P
Lecanicillium spp LL- INA V3
LL- INA TM*

*El aislado LL - INA TM, fue utilizado solamente en A. obliqua.
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Los frascos con las moscas se colocaron a una temperatura de 25 + 2 C, 80% humedad
relativa, por un periodo de 15 dias. Transcurrido este periodo se evaluo el porcentaje de
mortalidad y el tiempo letal medio; seguidamente las moscas se colocaron en camaras
humedas para verificar el desarrollo micelial. Las moscas contenidas en los frascos fueron
alimentadas con dieta granulada y el agua fue suministrada diariamente por medio de
esponjas humedecidas.
De cada tratamiento se seleccionaron 10 moscas parasitadas y se procedido a realizar
siembras directas, colocando tres moscas parasitadas en placas de petri que contenian
P.D.A (Agar Papa-Dextrosa) acidificado. Las placas se incubaron por un periodo de ocho
dias a una temperatura de 26 + 2 C, 80% de humedad y un fotoperiodo regulado (12 horas
luz, 12 horas oscuridad). Transcurrido este periodo y con el objetivo de obtener medios
puros, con una asa bacteriologica se realizaron frotes sobre el micelio y siembras estriadas
en cajas de petri que contenian P.D.A (Agar Papa-Dextrosa) acidificado; se incubaron por
un periodo de 8 dias a una temperatura 26 + 2 C, 80% de humedad y un fotoperiodo
regulado (12 horas luz, 12 horas oscuridad). Posteriormente se realizé un reconocimiento
del hongo evaluando sus caracteristicas morfolégicas (micelio, color, forma de las esporas,
etc).
Para determinar la cantidad de esporas absorbidas individualmente por cada mosca en los
respectivos tratamientos; se seleccionaron 5 moscas parasitadas, las cuales se colocaron en
tubos eppendorf® que contenian 1 ml de agua destilada estéril, adicionandole 0.1 ml de
Tween 20 al 80%. Cada tubo se colocod en un vortex por 5 minutos, luego se tomo con una
micropipeta 10 pl y se colocaron en el hemacitdémetro o cdmara de Neubauer, se realizo el
conteo de conidias en el microscopio utilizando un aumento de 40 X y se aplico la siguiente
formula:

C=NxDexFc
Donde:
C= concentracion de la suspension madre
N= numero promedio de conidios por cuadrante
De= Dilucion empleada

Fc= factor de la cdmara
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Analisis estadistico

La mortalidad de las moscas fue ajustada con la férmula de Abbott (ver anexo 1). Se realizd
un analisis de varianza (ANOVA) a los datos de mortalidad transformados (arcseno de la
raiz del porcentaje de mortalidad), con el fin de normalizar la varianza. Los promedios de
cada tratamiento fueron separados utilizando la prueba de Student Newman Keuls (SNK).
El tiempo letal medio fue determinado para cada repeticion y comparados entre si
utilizando una ANOVA seguida de una separacion de medias por el método Student
Newman Keuls (SNK). Todos los andlisis fueron realizados con el paquete estadistico

SPPSS (version 8.0, 1997) y a un p>0.5
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RESULTADOS

1. Fase (Establecimiento de poblaciones de mosca de la fruta provenientes de los

muestreos)

En el cuadro 2, se muestra los promedios de larvas, pupas y adultos de Anastrepha spp y

Ceratitis spp, obtenidas en los muestreos realizados en dos fincas productoras de naranja.

Cuadro 2. Promedio de larvas, pupas, y adultos de moscas de la fruta obtenidas,
procedentes del muestreo en campo realizados en dos fincas productoras de naranja
ubicadas en los cantones de Mora y Acosta de la provincia de San José

Procedencia Larvas Pupas Adultos

A C O* A C O* A C O*
Acosta 4.8 0.0 1.0 5.4 0.0 0.8 18 0.0 10
Mora 3.2 0.0 1.4 4.2 0.0 3.2 13 0.0 12

A=Anastrepha, C= Ceratitis, O=Otras
*La categoria de otras se refiere a pupas, larvas y adultos obtenidas que no corresppondian a ningin genero de

moscas de la fruta de la familia Tephritidae.

Las larvas y pupas obtenidas se identificaron por su tamafio y forma. Se observaron pupas
de mosca de la fruta parasitadas por Diachasmimorpha longicaudatus, hecho comprobado

posteriormente por la emergencia de adultos de esta especie.

En los estadios adultos, se observaron moscas domésticas (Musca domestica), parasitoides
de pupas (Diachasmimorpha longicaudatus) y moscas de vinagre (Drosophila
melanogaster). No se encontraron esppecimenes de C. capitata en los muestreos realizados,
ademads las especie de Anastrepha encontrada se identifico6 como 4. neoludens, la cual es un
biotipo de la mosca mexicana de la fruta (4. ludens).

El cuadro 2, muestra una mayor cantidad de moscas adultas en la finca ubicada en Acosta,
en donde en cada recipiente se encontraron 2.4 moscas, hecho que ocurre de igual forma

con respecto a las larvas obtenidas, 4.8 por recipiente.
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1I. Fase (Pruebas de patogenicidad y virulencia de los aislados in vitro)

La figura 10 y 11 muestran los resultados obtenidos en las evaluaciones de mortalidad
acumulada y tiempo letal medio para ambos géneros de moscas de las frutas de acuerdo al

tratamiento evaluado.

90

MA (Y9

B Anastrephaobliqua
40 | B Ceratitis capitata

BV-INA BV-INA OG MTRHINA MTRH-INA P-INA G P-INA P LL-INA V3 LL-INA TM
N

BC
Aislados

Fig. 10. Mortalidad acumulada a los 4 dias de adultos de A. obliqua y C. capitata después de la inoculacion de
los aislados evaluados

O Anastrepha obliqua

TL50 (dias)
N
|

W Ceratitis capitata
O BV-INA BV-INA OG MTRHINA N MTRHINA BC P-INA G P-INA P LL-INA V3 LL-INATM
Aislados

Fig. 11. Tiempo que le toma a los aislados de los hongos entomopatogenos evaluados acabar con la mitad de
la poblacion de C. capitata y A. obliqua
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El comportamiento de los aislados es muy similar en su efecto patdégeno sobre C. capitata 'y
A. obliqua (ver figura 10 y 11). El aislado MTRH-INA N mostré el mayor porcentaje de
mortalidad acumulada, seguido de P-INA P, MTRH-INA BC, P-INA G, BV-INA y BV-
INA OG de Beauveria spp, y por ultimo LL - INA V3 y LL - INA TM de Lecanicillium
spp. Cabe destacar que el aislado LL - INA TM solo se evalué en A. obliqua.

Estadisticamente se determind que existieron diferencias significativas (P>0.5) entre los
tratamientos asi como entre los aislados, en el cuadro 3, se muestra los valores estadisticos

tanto de la mortalidad acumulada como del tiempo letal medio.

Cuadro 3. Patogenicidad de los aislados de los hongos entomopatogenos evaluados.
Porcentaje de mortalidad acumulada a los 4 dias y tiempo letal medio, en adultos de
A. obliqua y C. capitata, después de la inoculacion con los hongos entomopatdégenos:
Beauveria spp, Metarhizium spp, Paecilomyces spp y Lecanicillium spp

Género Aislado Ceratitis capitata Anastrepha obliqua

MA (%)  TLs MA (%) TLso
Beauveria spp BV-INA 40.00 b 2.11a 43.30bc 3430
BV-INA OG 2330 a 3.57b  36.70b 2.25b
Metarhizium spp  MTRH-INA N 83.30d 1.85a 81.70d 1.50 a
MTRH-INABC  70.00cd 1.92a 61.70c 220 a
Paecilomyces spp P-INA G 58.30 ¢ 4.00b 58.30c 337b
P-INA P 80.00 d 206a 73.30d 1.95a
Lecanicillium spp LL -INA V3 13.30a 6.43c¢c 1830a 6.47 c
LL - INA TM* 38.50 be 7.15d

Los valores de las medias que aparecen con la misma letra al lado son estadisticamente iguales segun la
prueba de SNK, con un P=0.05. Los datos fueron transformados a arcsen antes de realizar el analisis.

*El aislado LL - INA TM, fue utilizado solamente en A. obliqua. A los 4 dias de inoculacion los testigos no
presentaron porcentajes mortalidad.
En el cuadro 3, también se muestra los valores de tiempos letales medio (lapso que toma al

aislado en provocar la mortalidad de la mitad de la poblacion de moscas evaluadas). Estos

valores reiteran la tendencia sefalada en la mortalidad acumulada para los aislados
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evaluados. Los aislados MTRH-INA N, MTRH-INA BC, P-INA P y BV-INA mostraron
valores significativamente iguales, aun asi el mas efectivo fue el aislado MTRH-INA N,
esto para C. capitata. Para A. obliqua, los resultados muestran similitudes, el aislados
MTRH-INA N y el MTRH-INA BC, P-INA P; muestran mayor velocidad en provocar la
muerte de la mitad de las moscas. Se observa que no existen diferencias estadisticas con los
aislados BV-INA y BV-INA OG vy el aislado P-INA G. Los aislados menos efectivos
fueron los aislados LL- INA V3 y LL - INA TM. Los testigos de cada tratamiento

mostraron tiempos letales medios de 18 dias después de la iniciacién de los bioensayos.

Los resultados del crecimiento micelial observado a los 6 dias después de colocar las
moscas en las cdmaras humedas se muestran en el cuadro 4, el cual se detalla la presencia

de micelio de los aislados evaluados.

Cuadro 4. Promedio de la presencia de micelio en los cuerpos de las moscas de la fruta
evaluadas en las caimaras humedas establecidas seis dias después de su colocacion.

Especie Aislado Promedio de moscas con micelio*
C. capitata A. obliqua
Beauveria spp BV-INA 5.7 9.7
BV-INA OG 8.0 9.0
Metarhizium spp MTRH-INA N 10.0 10.0
MTRH-INA BC 10.0 10.0
Paecilomyces spp P-INA G 8.5 8.5
P-INA P 10.0 10
Lecanicillium spp LL - INA V3 5.0 6.0
LL - INATM 6.0

*Estos promedios fueron calculados en base a las 15 moscas de cada uno de las repeticiones de los
tratamientos evaluados.

Se constaté una mejor respuesta de crecimiento micelial en el caso de los aislados BV-INA
OG, MTRH-INA N, MTRH-INA BC, P-INA P y P-INA G, esto en la caso de C. capitata
(ver figuras 12,13,14). Los aislados del género Lecanicillium spp, mostraron los valores

mas bajos de presencia micelial, esto para ambas especies de moscas evaluadas.
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Fig. 12. Adultos de C. capitata con crecimiento micelial del hongo entomopatdgeno del género Beauveria.
a). BV-INA OG. b). BV-INA

Fig. 14. Adultos de C. capitata con crecimiento micelial del hongo entomopatdgeno del género Paecilomyces.
a). P-INA G. b). P-INA P
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Para A. obliqua, se observa el mismo comportamiento observado para C. capitata, (ver
figuras 15, 16,17).

Fig. 15. Adultos de A. obliqua con crecimiento micelial del hongo entomopatogeno del género Beauveria. a).
BV-INA OG. b). BV-INA

3 ht LT AL

4,7 A, -

F. 1 0s de. o . e

Py _ _'.._ -
liqua con crecimiento micelial del hongo entomopatdgeno del género Metarhizium.

- - £ e

Fig. 17. Adultos de A. obliqua con crecimiento micelial del hongo ntompatc’)geno del género Paecilomyces. .
a). P-INA G. b). P-INA P

El cuadro 5 muestra los resultados de los promedios obtenidos para cada tratamiento de los

conteos de esporas absorbidas individualmente por cada individuo de mosca de la fruta.
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Cuadro 5. Promedio de la cantidad de esporas recogidas individualmente por las 5

moscas de la dos especies sometidas a los ensayos de patogenicidad.

Especie Aislado Promedio de esporas recogidas
C. capitata A. obliqua
Beauveria spp BV-INA 37X 10° 4.0X10°
BV-INA OG 3.4X10° 3.0X 10°
Metarhizium spp MTRH-INA N 12.2 X 10° 13.5X 10°
MTRH-INA BC 13.0 X 10° 15.0 X 10°
Paecilomyces spp P-INA G 50X 10° 43X 10°
P-INA P 12.5X 10° 17.5X 10°
Lecanicillium spp ~ LL - INA V3 3.0X10° 2.6X10°
LL - INA TM 22X 10°

Como se puede observar el cuadro 5, muestra un promedio de las 5 moscas las cuales

fueron utilizadas con el fin de contar las esporas absorbidas individualmente por cada

mosca. Los valores mas altos se dan en los aislados de Metarhizium spp y Paecilomyces

spp. Por otro lado, Lecanicillium spp y Beauveria spp reportan los valores mas bajos. El

aislado que reporta mayor promedio de absorcion de esporas es P-INA P de Paecilomyces

spp, seguido del MTRH-INA BC y del MTRH-INA N ambos de Metarhizium spp, esto

para ambas especies de moscas de la fruta.
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DISCUSION

Los muestreos realizados en las plantaciones de naranja en los cantones de Mora y Acosta
de la provincia de San José, Costa Rica; evidenciaron la presencia de mosca de la fruta del
género Anastrepha spp. En ambas localidades el nimero de larvas de la mosca la fruta
indicaron indices elevados de infestacion, lo cual evidencia la necesidad de incorporar
controles a esta plaga. Los frutos de naranja muestreados en el canton de Acosta
presentaron mayor numero de larvas (4.8 por fruto muestreado) que en el canton de Mora
(3.2 por fruto muestreado) (Cuadro 2). La presencia de larvas en los frutos es un factor que
limita al productor a comercializar su cosecha, por tal motivo representa un indicador
importante y de consideracion para el agricultor. Ambas fincas muestreadas presentaban
sistemas agricolas diversificados, en donde ademas de naranjas, presentaban cultivares de
café y otros frutales. El indice de infestacion por parte de moscas de la fruta aumenta
cuando existen otros hospederos dentro de las plantaciones, asi como la falta de controles
por parte del agricultor. Debido a que ambas localidades presentan condiciones similares en
cuanto a su clima y precipitacion (clima lluvioso con estacion seca definida, promedio de
precipitacion de 2.500 mm y temperaturas de 21 C), las diferencias que se encontraron se
atribuyen a los controles y el manejo que se lleven a cabo en las plantaciones. EI numero de
larvas encontradas concuerda con el numero de adultos obtenidos (2.4 y 1.4) para los
cantones de Acosta y Mora respectivamente. La diferencia entre el nimero de larvas y
pupas encontradas con respecto al nimero de adultos obtenidos, se debid a que se reportd
un parasitoide (Diachasmimorpha longicaudatus), presente en los recipientes, lo cual
redujo la emergencia de adultos; ademas existian pupas dafiadas y con deficiencias en
cuanto al desarrollo normal, lo cual pudo ser debido a que las condiciones internas dentro
del recipiente no eran Optimas y a que el sustrato (aserrin) no proporciono las condiciones

adecuadas.

Los resultados de los muestreos también sefalan la ausencia de especimenes C. capitata.

La presencia C. capitata ha sido reportada para las localidades muestreadas por Cordero et
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al, 2000, los cuales por medio de muestreos estratificados durante el afio 1999 obtuvieron
una idea del comportamiento de las poblaciones de ambos géneros de moscas de la fruta
(ver anexo 2). Para estas zonas en los meses de julio a diciembre las poblaciones de C.
capitata descienden, a diferencia de las de Anastrepha, las cuales permanecen normales. El
muestreo realizado en este estudio se llevo a cabo en el mes de septiembre, periodo del afo
donde las poblaciones C. capitata disminuyen su presencia en frutos de naranja. Este
fendmeno se atribuye a la gran adaptabilidad de C. capitata para ovipositar en mas de un
hospedero y a la competencia por la oportunidad de ovipositar entre especies de Anastrepha
v C. capitata (Salas 1958; Christenson y Foote 1960), por lo que existe un desplazamiento
de C. capitata, hecho que se le atribuye a diferencias en tamafos y una especificidad

marcada hacia ciertos hospederos por parte de especies del género Anastrepha.

La especie que encontrada en los muestreos realizados se identificO como Anastrepha
neoludens, la cual es un biotipo de la mosca mexicana de la fruta Anastrepha ludens. Esta
especie requiere de una mejor identificacion taxondémica, ya que no se reporta en
importantes bases de datos con esta clasificacion. Cabe destacar que no existen crias
masivas en laboratorio de esta especie en el pais, por lo que el estudio de diferentes
protocolos de crianza y de comportamiento son indispensables para un mejor control en

plantaciones de naranja del pais.

Los muestreos realizados demostraron la presencia de moscas de la fruta dentro de las
plantaciones de naranja muestreadas, ademas reafirma el estudio realizado por Cordero et
al, 2000, en cuanto a la ausencia de C. capitata en el mes de septiembre.

Entre las especies encontradas dentro de los frutos resalta la presencia de
Diachasmimorpha longicaudatus, el cual es un parasitoide de pupas y larvas de moscas de
la fruta, el cual se establecio en las plantaciones de naranjas debido a la liberacion en los
afios 1987-1993, como parte de una estrategia de control impulsada por el Ministerio de

Agricultura y Ganaderia.
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Con respecto a los bioensayos establecidos con los hongos entomopatdgenos, se pudo
comprobar que todos los aislados evaluados fueron patogénicos tanto a 4. obligua como a
C. capitata, aun asi existido una considerable variacion entre la virulencia de los mismos.
Existieron diferencias significativas en cuanto a la mortalidad y el tiempo letal medio,
parametros que indican la efectividad de los mismos (Cuadro 3). Para ambas especies de
moscas de la fruta, los aislados de hongos entomopatdogenos: Metarhizium spp. y
Paecilomyces spp, fueron las mas patogénicas, siendo los aislados MTRH-INA N y P-INA
P los mas efectivos contra las moscas evaluadas con una mortalidad acumulada de 81,7% y
73,3% a los 4 dias y un LTso de 1.50 y 1.95, respectivamente. Por otro lado los aislados de
Beauveria spp mostraron ser levemente patogénicos contra las dos especies de moscas de la
fruta evaluadas, mientras que los aislados de Lecanicillium spp fueron los menos efectivos

en ambas especies de moscas.

Muchos autores reportan que C. capitata y algunas especies de Anastrepha son susceptibles
a sufrir epizootias por parte del hongo entomopatdégeno Metarhizium anisopliae, bajo
condiciones de laboratorio y en dispositivos autoinoculativos; en diferentes estadios de
desarrollo (larvas, pupas y adultos) (Lezama et al, 2000, Dimbi et al, 2003 (1), Dimbi et al,
2004, Dimbi et al, 2003 (2), Alves et al, 2004, Uziel, 2003). Tanto en adultos como en
pupas de la mosca de la fruta, Metarhizium anisopliae, tiene un efecto patégeno que lo hace
promisorio como controlador bioldgico de la mosca de la fruta. De igual manera se reporta
la susceptibilidad de C. capitata a los hongos entomopatdégenos Paecilomyces
fumosoroseus (Uziel et al, 2003) y Beauveria bassiana (Ekesi et al, 2002, De la Rosa ef al,
2002).

Los resultados reportados por Dimbi et al, 2003 (1) para C. capitata, muestran valores de
mortalidad acumulada después de 4 dias de inoculacion de 98.7% a 33.2% para 12 aislados
de Metarhizium anisopliae y de 93.3% a 6.9% en dos aislados evaluados de Beauveria
bassiana; estos resultados parecen indicar la tendencia de la patogenicidad de Metarhizium

anisopliae obtenidos en el presente trabajo. Con lo que respecta a los aislados de B.
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bassiana, reportan un aislado altamente patogénico; las posibles diferencias entre la
patogenicidad obtenida por Dimbi et al, 2003 (1) y el presente trabajo con respecto a B.

bassiana, son la fuente del aislado, el origen del mismo y la activacion previa de las cepas.

Las pruebas realizadas por otros autores en adultos de C. capitata, reportan diferentes
formas de inoculacion de los aislados de hongos entomopatéogenos en las poblaciones
evaluadas de moscas. Alves et al, 2002 contaminaron las moscas por medio de aplicaciones
topicas de 1 pl de una suspension de 1x10® conidias/mililitro del hongo evaluado; por otro
lado, Dimbi et al, 2003 (1) utilizaron material aterciopelado impregnado con conidios de
los hongos a evaluar, las moscas se mantuvieron en contacto con el indculo y fueron
transferidos a los recipientes de prueba. En el presente reporte se inocularon las moscas
siguiendo una metodologia que simulara las condiciones con que las moscas se infectan
normalmente en el campo (Mata, 2005); con respecto a las metodologias anteriormente
descritas, esta forma de contaminacion de las moscas con el hongo entomopatdgeno sugiere
la utilizacion de dispositivos o trampas con atrayentes alimenticios que permitan a la mosca

contaminarse y dispersar esporas entre las moscas con la cual ésta tenga contacto.

La virulencia de un hongo entomopatdgeno depende su capacidad de liberar toxinas y
enzimas que degraden los componentes de defensa que posee el insecto; esta capacidad lo
hace mas o menos efectivo para el control de la plaga objetivo. Los resultados evidencian
que el hongo Metarhizium anisopliae contiene un complejo enzimatico capaz de degradar
con mayor velocidad las estructuras esclerotizadas y membranosas del cuerpo de las
moscas de la fruta evaluadas. Las toxinas que emite un hongo pueden ser de dos tipos:
macromoléculas proteicas y sustancias de bajo peso molecular. De Metarhizium anisopliae
se han aislado esterasas, serilproteasas y sulfidrilproteasas (macroproteinas); ademas de
destruxinas, demetildextruina y protodextruina; posibles responsables de la patogenicidad

que tiene Metarhizium spp contra las moscas de la fruta evaluadas (Monzon, 2001).
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Debido a que el indculo estaba en su forma pura, calcular concentraciones letales medias
fue imposible, por tal motivo en cada repeticion del ensayo se realizo el calculo de cuantas
esporas se encontraban dentro o en la superficie del cuerpo del insecto. En este punto cabe
mencionar que las esporas de los aislados de M. anisopliae fueron absorbidas en mayor
numero que las de los otros aislados probados, este método de conteo de esporas, fue
utilizado por Dimbi et a/, 2003, con rangos similares a los reportados en esta investigacion.
El promedio de la cantidad de esporas absorbidas individualmente por cada mosca,
proporcionan un estimado de la concentracion de esporas que debe de contar una

formulacion a base del mejor aislado.

En cuanto a la presencia o ausencia de micelio en las moscas evaluadas, se confirmo la
tendencia de los aislados de Metarhizium spp y Paecilomyces spp con respecto a la
efectividad de colonizacion. Los aislados de Beauveria spp presentaron también una
respuesta alta con respecto al tiempo en colonizar el cuerpo de la mosca. Estos resultados
son importantes ya que representan un parametro que estima la velocidad con que los

aislados colonizan el interior y la superficie del insecto.

Los aislamientos MTRH-INA N y P-INA P de las especies M. anisopliae y Paecilomyces
spp, muestran caracteristicas que los hacen promisorios para futuras pruebas en campo;
presentan una alta virulencia y patogenicidad contra ambas especies de mosca de la fruta,
su produccion es sencilla (en comparacion con otros agentes de control microbianos) y

puede ser adaptada para su produccion en masa.
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CONCLUSIONES

e Se establecieron poblaciones de moscas de la fruta a partir de los muestreos
realizados en plantaciones de naranja en los cantones Mora y Acosta, de la
provincia de San José, comprobando asi su presencia y la importancia de su

supresion.

¢ El nimero de adultos de mosca de la fruta obtenidos a partir de los muestreos
realizados, disminuyo debido a la presencia de larvas y pupas parasitadas y a la

poca viabilidad de las mismas.

e Los aislados evaluados causaron la muerte de adultos de A. obligua con porcentajes
de mortalidad acumulada de 18.3% a 81.7% a los 4 dias de la inoculacioén y tiempos
letales medios de 1.50 a 7.15 dias. Para C. capitata los porcentajes de mortalidad
acumulada se mantuvieron entre 13.3% y 83.3% % a los 4 dias de la inoculacion y
los tiempos letales medios entre 1.85 a 2.06 dias. Las poblaciones de moscas de los

testigos bajaron después de los 18 dias de iniciadas las pruebas.

e Los aislados MTRH-INA N y P-INA P presentaron los mejores porcentajes de
mortalidad acumulada a los 4 dias después de la inoculacion en C. capitata y A.
obliqua (83.3% y 81.70) y (80.0% y 73.3%) respectivamente, de igual manera los
mejores tiempos letales medios (1.85 y 1.50) y (2.06 y 1.95) respectivamente lo cual

los hace altamente patogénicos bajo condiciones de laboratorio.

e En los conteos de esporas por individuo se determind que el rango en la cantidad de
esporas absorbidas fue de: 1.9 X10° a 2.1 X10° para C. capitata y A. obliqua,
cantidades que sirven como parametro a la hora de realizar formulaciones a partir de

los hongos entomopatdgenos evaluados.
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Los resultados obtenidos a partir del establecimiento de camaras himedas indican la
eficiencia de los hongos entomopatogenos evaluados para colonizar la superficie del

cuerpo de las moscas de la fruta evaluadas.
Los aislados MTRH-INA N y P-INA P poseen las caracteristicas de virulencia y

patogenicidad que los hacen entomopatdgenos de gran capacidad para ser evaluados

bajo condiciones de campo en plantaciones comerciales.
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RECOMENDACIONES

Para futuras evaluaciones /n vitro de la patogenicidad de otros aislados de hongos
entomopatogenos sobre moscas de la fruta, se recomienda medir el efecto que
tienen en los bioensayos el sexo y la edad de las moscas, el recipiente en donde se
mantienen, el efecto de diferentes temperaturas en la patogenicidad y la evaluacion
del efecto de los mejores aislados sobre pupas de las especies de mosca de la fruta

evaluadas.

Se recomienda realizar pruebas a los aislados que presentaron mayor patogenicidad
en condiciones de laboratorio, con el fin de tener mayor cantidad de parametros que
justifiquen su incorporacion en campo. Dentro de las pruebas que se recomiendan se
encuentran: resistencia de las esporas a luz ultravioleta, crecimiento radial, pruebas

de germinacion en diferentes temperaturas.

Con el fin de explicar las diferencias significativas obtenidas entre la patogenicidad
de aislados del mismo género de los hongos entomopatogenos evaluados, de una
forma molecular y genética, se recomienda realizar caracterizaciones moleculares
de los diferentes aislados con los que cuenta el Laboratorio de Fitoproteccion del
Centro Especializado en Agricultura Organica del Instituto Nacional de v
Aprendizaje, esto con el fin de tener informacion acerca del emparentamiento entre
los aislados y los géneros. Ademas se recomienda realizar estudios de
caracterizacion de las enzimas involucradas en los procesos de penetracion del
hongo al insecto, con el fin de aumentar el conocimiento del mecanismo y buscar

nuevas formas de aumentar la patogenicidad de los aislados.
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Para verificar la efectividad en el campo de los mejores aislados (P-INA P y
MTRH-INA N), se recomienda realizar pruebas ambientales y de efectividad a nivel

de campo; todo esto dentro de un manejo integrado de la plaga.

Para la incorporacion de los mejores aislados, se recomienda la utilizacién de
atrayentes (alimenticios o sexuales) con trampas que permitan contaminar el insecto
con el inoculo (dispositivos autoinoculadores). Ademds se recomienda la aspersion
de formulaciones en las bases de los arboles de frutales con el fin de controlar la

plaga en su estado pupal.
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ANEXOS

Anexo 1. Formula de Abbott para la correccion de la mortalidad.

me_mb
1-m,

M =

Donde:

M = Mortalidad.

m. = mortalidad en el extracto.

my, = mortalidad en el blanco.

Anexo 2. Distribucion geografica de la C. capitata a nivel mundial.

B Present: national recont . Present subnational record CABVEPPD |10 Coarmilie caphats, Disiribution Meps of Piant Pasis e, 1
CAR NTERIATROMAL Wislingford LS.

RSN TR0 DCAR INTEMMA TRONAL 1008

Europa; Albania, Alemania, Austria, Bélgica, Bulgaria, Croacia, Eslovenia, Espana (Islas

Baleares, Islas Canarias), Federacion Rusa, Francia (Corcega), Gran Bretafia, Grecia
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(Creta), Holanda, Hungria, Italia (Cerdena, Sicilia), Lituania, Luxemburgo, Malta, Portugal
(Azores, Madeira), Republica Checa, Suiza, Ucrania y Yugoslavia.

Asia; Afganistan, Chipre, Corea, India, Israel, Jordania, Libano, Arabia Saudita, Siria,
Turquia y Yemen.

Africa; Argelia, Angola, Benin, Botswana, Burkina Faso, Burundi, Camertin, Cabo Verde,
Congo, Costa de Marfil, Egipto, Etiopia, Gabon, Ghana, Guinea, Kenya, Liberia, Libia,
Madagascar, Malawi, Mali, Mauritania, Marruecos, Mozambique, Nigeria, Niger, Reunion,
Santa Elena, Principie y Sao Tome, Senegal, Islas Seychelles, Sierra Leona, Sudafrica,
Sudan, Tanzania, Togo, Tunez, Uganda y Zimbabwe.

América; Argentina, Belice, Bermuda, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica,
Ecuador, El Salvador, Guatemala, Honduras, Jamaica, Antillas Holandesas, Nicaragua,
Panamad, Paraguay, Peru, Puerto Rico, Surinam, Estados Unidos de Norteamérica, Uruguay
y Venezuela.

Oceania; Australia e Islas Marianas del Norte y Nueva Zelanda (Landaverde, 2002;

SEGARPA, 1995).
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Anexo 3. Hospederos de importancia economica atacados por C. capitata

Nombre Cientifico Nombre comiin Preferencial Ocasional
Anacardium Marafién +
occidentale
Annona cherimolla Chirimoya +
Annona glabra Anona de rio +
Annona hayesi Anona +
Annona muricata Anona +
Annona purpurea Anona +
Annona reticulata Anona +
Annona squamosa Anona blanca +
Averrhoa carambola Carambola +
Capsicum annum Chile +
Carica papaya Papaya +
Casimiroa edulis Matazano +
Cidonia oblonga Membrillo +
Citrus auranticus Naranja agria +
Citrus grandis Pomelo +
Citrus limon Limoén +
Citrus reticulata Mandarina +
Citrus cinencis Naranja +
Coffea spp Café +
Chrysobalanus icaco Icaco +
Chrysophyllum cainito  Caimito +
Eugenia jambos Manzana rosa +
Eugenia uriflora Pitanga +
Eriobotrya japonica Nispero japonés +
Ficus carica Higo +
Lycopersicum Tomate +
sculentum
Malus silvestris Manzana +
Mangifera indica Mango +
Passiflora edulis Granadilla +
Persea americana Aguacate +
Ponteria sapota Zapote +
Prunus americana Albaricoque +
Prunus cerasus Cereza +
Prunus domestica Ciruela +
Prunus persea Durazno +
Psidium guajava Guayaba +
Pyrus communis Pera +
Syzigium aquiem Manzana de agua +
Solanum melongena Berenjena +
Spondias mombim Jobo +
Spondias purpurea Jocote +
Terminalia catappa Almendro +
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Anexo 4. Variacion mensual de las poblaciones de los géneros de moscas de la fruta

Anastrepha y Ceratitis, en muestreos realizados en fincas productoras de la zona de la

Regional Central Sur del Ministerio de Agricultura y Ganaderia.
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