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1. Introduccién

El Control Bioldgico por Aumento (CBA), se define como aquella estrategia donde “un
numero muy grande de enemigos naturales son criados y liberados en periodos criticos para
la supresién de poblaciones plaga a corto plazo”. Este tipo de control puede ser integrado
junto con la Técnica del Insecto Estéril en programas que se desarrollen bajo el concepto de
“area extensa”.

En el caso de México, el CBA es una de las estrategias empleadas por la Campana Nacional
contra Moscas de la Fruta para la supresion de poblaciones de moscas silvestres, su
aplicacion se basa en la cria masiva, empaque y liberacion del parasitoide
Diachasmimorpha longicaudata, el cual ha demostrado una alta eficiencia en la reduccion
de poblaciones de moscas de la fruta del género Anastrepha, debido a su gran
adaptabilidad a diversas condiciones climaticas, una respuesta funcional
densodependiente, una capacidad de busqueda y orientacién que le permiten localizar a su
huésped en diferentes circunstancias, asi como una capacidad de discriminacion que lo
continuan posicionando como una especie de primera eleccion para programas de control
biologico por aumento.

La aplicacion exitosa del CBA requiere de dos requisitos fundamentales. El primero es el
establecimiento de la cria masiva de la especie a liberar, la cual debe proporcionar
individuos altamente competitivos a costos razonables. El segundo requisito corresponde al
desarrollo de las metodologias de empaque de estos insectos y de su liberacién en campo,
las cuales deben garantizar el mantenimiento de sus atributos y el desempeno éptimo de
los mismos una vez que sean liberados.

2. Objetivo

Presentar la metodologia que llevara a cabo el personal técnico de los Organismos
Auxiliares de Sanidad Vegetal para la recepcion, empaque y liberacion del parasitoide
Diachasmimorpha longicaudata.
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3. Recepcion, Empaquey Liberacién de Diachasmimorpha longicaudata

Una vez efectuada en laboratorio la cria masiva del parasitoide D. longicaudata, el material
bioldgico en estado de pupa es enviado a los diferentes centros de empaque del pais en
donde bajo condiciones controladas se procede a realizar el empaque para su emergencia y
posterior liberacién en campo.

3.1 Materiales y equipo

ot
N

Recepcion Empaque Liberacién
-Vehiculo -Charolas de plasticode 60 x 50 x10cm -Vehiculo
acondicion -Vaso de precipitado de 250 ml apropiado
ado para -Mesas de trabajo para zonas
transporte -Liberadores tipo “Arturito” geograficas
de material -Bolsas de papel kraf No.20 con base reforzada KP 80-68 de
biolégico delx12x38cm liberacion.
-Almohadilla 6 esponja -GPS
-Rollo de papel de estraza de 58 x 33.6 x 24 cm -Mapas de
-Papel higiénico sin aroma las zonas de
-Miel de abeja liberacion

-Gel insecticida
-Placa de plastico o carton plegado

-Bascula
-Timer para control de fotoperiodo
-Datalogger para humedad y temperatura o

higrotermaografo y termémetro
-Refrigerador
-Equipo de aire acondicionado

3.2 Instalaciones

Las instalaciones del centro de empaque preferentemente debe contar con las siguientes
secciones: recepcion, empaque de pupas, drea de emergencia de adultos y control de
calidad.

Las salas de emergencia deben proporcionar condiciones ambientales con rango de
temperatura minimo de 21°C y maximo de 26°C, con humedad relativa (HR) minima de 65%
y maxima de 75%. Es recomendable contar con una planta generadora de energia en caso
de fallas en el suministro de energia eléctrica.

3.3 Procedimientos
3.3.1 Traslado y recepcién de parasitoides

a) La recepcion del material biolégico se realiza en la sala de entrega de envios del
aeropuerto o directamente en la planta de produccion.,

b) El personal asignado a esta actividad deberd manejar las cajas con cuidado para evitar
golpes y condiciones desfavorables como altas temperaturas y humedad por lluvia.
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c) Las pupas de parasitoides deben trasladarse al centro de empaque en un vehiculo con

capacidad de mantener el rango de temperatura de 15-20° C y una humedad relativa de
50+-609%.

d) Se debe realizar una inspeccion de las cajas, reportando en el formato correspondiente
(formato CBO1) el numero de cajas recibidas, el nimero de bolsas tipo salchicha y el
estado general en que éstas llegaron.

3.3.2 Empaque de pupas de parasitoides para su emergencia

Después de romper la hipoxia de la pupa, mediante la apertura de las bolsas, se inicia el
empaque. Empleando para ello el siguiente procedimiento:

3.3.3 Empaque de pupas de parasitoide en “Arturitos”

* Por cada "Arturito” se coloca el volumen necesario de pupas, para tener en total de
10,000 pupas viables, de acuerdo al apartado de control de calidad (técnica de
determinacion de mililitros por unidad de empaque).

e En el interior del contenedor se colocan materiales que sirvan como areas de reposo y
apareamiento, tales como papel corrugado, tiras de plastico o cartén (Figura 1).

* Para alimentar a los adultos emergidos se aplica papel con miel, el cual se coloca en la
malla de las ventanas del contenedor. Esta actividad se realiza desde el primer dia de
emergencia de los adultos hasta el dia de la liberacion y supervisando la disponibilidad
del alimento diariamente.

e La hidratacion constante de los parasitoides reduce la mortalidad, para lo cual se coloca
una esponja en la tapa o parte superior del contenedor. La esponja se debe mantener
humeda todo el tiempo antes de la liberacién de adultos.
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3.3.4 Mantenimiento del material biologico

Una vez que las pupas parasitadas se empacan, se trasladan al area de emergencia, la
cual debera contar con un fotoperiodo de 12:12 horas luz-obscuridad, una temperatura
de 25°C +1y 70 + 5 % de HR. La emergencia de adultos se cubre en un tiempo promedio
de tres dias, inicialmente emergen los machos, dos dias después empiezan a emerger
hembras (Figura 2).

Posteriormente los contenedores deben ser movidos a la segunda sala de emergencia
con temperatura de 21 * 1°C y empleando el mismo fotoperiodo de 12:12 horas luz-
obscuridad. Durante esta segunda parte se cubre mayormente la emergencia y hay
mayor probabilidad de copula.

La liberacion en campo se lleva a cabo a los 7 dias después del envio, cuando el mayor
numero de hembras haya emergido (no menos del 40% de adultos).

Se coloca una etiqueta por anaquel (formato CBO2) para facilitar el orden de la
liberacion.

Figura 2. Traslado de unidades de empaque tipo “Arturito” a areas de emergencia.

3.4 Mantenimiento de adultos pre-liberacién

Durante el tiempo de emergencia del parasitoide se debe mantener una vigilancia y
supervision constante de las condiciones ambientales e incluir la revision de las areas para
prevenir el ataque de hormigas y la fuga de adultos.

El proceso de emergencia del parasitoide después del empaque se resume en el Cuadro No.
1.
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Cuadro No. 1. Proceso de emergencia del parasitoide.

Dia O Recepcion de la pupa y empaque

Dial Inicio de emergencia de machos

Dia 2 Continua la emergencia de machos

Dia3 Inicia la emergencia de hembras e inicio de cdpulas

Dia 4 Continda la emergencia de hembras y copulas

Dia506 Una vez que se alcanza el 40% de emergencia, se
procede a la liberacion al dia siguiente

En caso de no alcanzar la emergencia indicada, al octavo dia, se debe liberar el material
disponible con el porcentaje de emergencia que se tenga, con el fin de evitar su
desperdicio.

Por diferentes razones (desarrollo, fisiologia, temperatura, etc) es muy frecuente la
variabilidad en los tiempos de emergencia del parasitoide, por lo cual es importante
programar la liberacion con base en la obtencién de la mayor emergencia. Esto puede ser
antes o después de los dias mencionados en el Cuadro No.. En consecuencia es
recomendable apoyarse con las evaluaciones de emergencia para la liberacion a fin de
tomar esta decisién (Control de Calidad).

3.5 Criterios para elegir las zonas de liberacién

Antes de realizar la liberacion del parasitoide en campo es necesario definir las zonas donde
se llevara dicha actividad, a fin de que los individuos liberados reduzcan las poblaciones de
moscas silvestres y en consecuencia se evite que la plaga se multiplique e invada areas de
hospederos comerciales, para ello, se recomienda dirigir las liberaciones en los siguientes
lugares:

a) Areas con dificil acceso para implementar aspersiones aéreas, terrestres o de control
mecanico a gran escala.

b) Areas marginales con hospederos silvestres de la plaga, donde los productores
dificilmente implementarian acciones de control.

c) Areas con fruticultura orgénica, en las cuales el uso convencional de agroquimicos esta
sumamente restringido.

~—

d) Areas y estaciones del afio con altas precipitaciones, en donde seria poco eficiente un
control quimico aéreo o terrestre.

,

e) Areas urbanas cercanas a huertos comerciales.
f) Huertos de traspatio.

g) Huertos comerciales abandonados. L

\ -
,)< %

h) Huertos que al final de la cosecha no se realiza ningln tipo de control. ,/
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3.6 Liberacion del parasitoide en campo

« La liberacion se realiza con base en un plan previo disenado bajo principios técnicos,
estableciendo areas, puntos, cantidades y temporadas de liberacion.

s Es conveniente que el personal que realice las liberaciones cuente con un mapa o GPS
donde ubiquen los poligonos y bloques de liberacion establecidos. Se recomienda
emplear personal que conozca muy bien la zona.

s El proceso de liberacién se inicia movilizando el material en las unidades de empaque
mediante vehiculos para llevarlos hasta los puntos de liberacion. Esto se realiza en las
primeras horas de la manana.

» Se destapan los recipientes en los puntos de liberacion o bien haciendo un recorrido con
vehiculo si el drea lo permite, llevando los recipientes destapados (esto aplica para
vehiculos tipo pick up). El objetivo es cubrir la mayor parte del area del punto
establecido. Si las condiciones del area no permiten el acceso de los vehiculos, el
desplazamiento se debe realizar a pie.

* las pupas que no emergieron y quedaron en el fondo del recipiente, se colocan dentro
de una bolsa papel kraft No. 20 abierta, la cual se deja en el campo para que los
parasitoides tengan oportunidad de emerger posteriormente.

¢ El horario de liberacién no debe de exceder de las 11:00 a.m., para evitar mortalidad por
altas temperaturas ambientales durante el traslado o la liberacion.

e Esimportante que se lleve un control y seguimiento del material liberado, para lo cual se
debera llenar el formato CBO3 que contiene los datos de; zona de liberacion, superficie,
puntos de liberacion,"Arturitos” utilizados, cantidad de parasitoides liberados y fecha de
liberacion.

4, Evaluaciones de campo por muestreo de frutos
Mediante el muestreo de frutos se puede inferir el grado de infestacion (ntimero de larvas

por fruto o el porcentaje de frutos con larvas) y el parasitismo. Se considera el paso basico
para lograr obtener informacidon certera acerca del efecto de las liberaciones de

parasitoides. ——]
/
4.1 Materiales y equipo y /,-:’}-'
Materiales: Bolsas de polietileno de 5 kg de capacidad /£
Cuchillo de acero inoxidable
Guantes de plastico
Etiquetas J,-"* :
; /
Equipo: Mapa o GPS ;
Vehiculo pick up apropiado para zonas geograficas de liberacion 5
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4.2 Procedimiento

Las muestras de frutos seran colocadas en bolsas de plastico para su traslado. Se clasifican
en bolsas por especie o variedad de fruto, también se pueden hacer las separaciones con
base en otros criterios (arbol, regién, lugar de la toma de muestra, etc), aunque es
recomendable mantener la separacion por especie o variedad de fruto. Las muestras se
deben mantener en lugares frescos, evitando el calentamiento.

P4
~

Identificacion de la zona de muestreo. Inicialmente se deben analizar en el laboratorio
dos aspectos importantes:

a) Conocer con ayuda de mapas y georreferenciadores la zona donde se |levara a cabo el
muestreo, haciendo especial énfasis en el area de liberacion.

b) Planificar el muestreo con base en las referencias previas (incluyendo datos histéricos)
y apoyandose en datos de trampeo de la zona. Lo anterior permite proponer una
cantidad préctica de frutos a muestrear durante la estacion correspondiente.

Recoleccion de muestras

a) Colectar frutos de un punto de liberacion considerando la cantidad recomendada en
el parrafo de tamaro de muestra de este apartado. Los frutos seran recolectados del
suelo y aquellos que presenten sintomas de estar infestados con larvas de tercer

estadio.

b) Registrar los siguientes datos conforme a lo previsto en el formato CBO4: fecha de
colecta, lugar de colecta, especie y variedad de fruto, asi como tipo de fruta.

Tamano de muestra. El nimero de frutos dependera de su tamafo y el area de
liberacion. Los frutos hospedantes de moscas del género Anastrepha se pueden
clasificar, desde el punto de vista practico, en tres grupos.

a) Frutos pequefios: Se incluyen especies y variedades de frutas del género Spondias
spp. guayabas de variedades pequenas, caimito, etc. La muestra en este caso debe ser
de 500 g a un kilogramo, lo cual incluye un nimero de alrededor de 20 a 30 frutos
por muestra.

b) Frutos medianos: En este grupo se consideran a las guayabas de tamafo mediano,
chicozapotes y mangos de variedades pequefas, naranja, etc. Se recomienda una
muestra de 3 a 5 kg, lo cual incluye de un niumero entre 10 a 20 frutos.

c) Frutos grandes: Frutos como mangos y chicozapotes de variedades grandes, toronja,
mamey, etc. En este caso la muestra debe ser mayor de 5 kg, alrededor de 10 frutos.

Traslado de muestras. Se trasladardn lo mas pronto posible a los laboratorios de
diseccion. Para evitar mortalidad de larvas por sobrecalentamiento de las frutas, se
recomienda emplear camionetas con aire acondicionado o en su defecto realizar esta
actividad por la manana y proteger las muestras del calor directo.
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2

3)

4)

El

4.4 Mantenimiento de estados inmaduros y emergencia

4.3 Tratamiento de la muestra en el laboratorio

El tratamiento de las muestras es el segundo paso obligatorio para asegurar que la
informacién que se obtenga sea confiable. El principal parametro que se pretende
obtener después del tratamiento de las muestras es el grado de infestacion de las
frutas. Durante este procedimiento se deben tomar las mayores precauciones para
evitar la mortalidad inicialmente de larva y posteriormente durante el proceso de
desarrollo en forma de pupa.

4.3.1 Materiales y equipo

Materiales: Arena fina o vermiculita fina grado | (suelo artificial)

Pinzas entomoldgicas

Pinzas de diseccion

Cuchillo de acero inoxidable

Charolas de diseccion

Bolsas de polietileno de alta densidad de 5 kg de capacidad

Equipo: Balanza con capacidad para 10 kg.

4.3.2 Procedimiento

Contar el nimero de frutos y pesar el total de la muestra, los datos obtenidos, asi como
los de identificacion de cada muestra se registran en el formato CBOS. Los datos de
importancia son: Especie y variedad de fruto, fecha de colecta, lugar de colecta, nimero
de frutos y peso de frutos.

Disectar en laboratorio los frutos muestreados el mismo dia de su colecta, para ello se
cortara en pedazos el material vegetal con ayuda de un cuchillo sobre una charola.

Buscar con una pinza entomologica o pinza de diseccion las larvas de tercer estadio
desarrolladas al interior de los frutos.

Contar y colocar las larvas colectadas en contenedores con vermiculita humeda para
continuar su desarrollo, registrar el nimero de larvas muertas o pupas encontradas. Se
complementa el formato CBO5 con los datos del niumero de larvas colectadas por
muestra.

desarrollo posterior de los estados inmaduros es un proceso que requiere cuidados

especiales para poder obtener el mayor nimero de adultos emergidos. El porcentaje de
emergencia de adultos (moscas o parasitoides) es el principal logro de esta parte. Un
porcentaje de emergencia adecuado (40 - 60 %) permite cubrir la segunda parte de los
objetivos del muestreo. Se puede considerar como la parte final del proceso de muestreo y
de donde se pueden calcular parametros importantes como el porcentaje de emergencia y
el porcentaje de parasitismo.

-ﬂzi‘
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4.4.1 Materiales y equipo

Materiales: Contenedores cilindricos de plastico de 7 cm de diametro por 8 de alto
con tapa de tela de organza.
Vermiculita fina
Atomizador de plastico de 500 ml
Tamiz del No.10
Charola de diseccion

Equipo: Contador manual de tres digitos
4.4.2 Procedimiento

* Las larvas colectadas por diseccion de fruta son distribuidas en contenedores cilindricos
de plastico (7 x 8 cm) con una capa de vermiculita de 2 cm de grosor.

» Colocar las larvas en cada contenedor, los cuales se deben mantener organizados con la
referencia del nimero de muestra de acuerdo al etiquetado previo.

* Etiquetar los contenedores de manera individual con los datos del niimero de muestra,
fruto, nimero de larvas y fecha de diseccion.

* Colocar los contenedores a 26°C y 60-80% de H. R. El desarrollo de los estados
inmaduros hasta la emergencia serd variable lo cual dependerd de la especie en
desarrollo. La mayor parte de las especies de moscas del género Anastrepha y el
parasitoide D. longicaudata emergen entre 15 a 20 dias después de la pupacion del
hospedante.

¢ Durante el desarrollo es necesario mantener humeda la vermiculita mediante la
aplicacion de agua por medio de un atomizador hasta dejar un sustrato himedo y
homogenizado. En este proceso se debe evitar la formacion de grumos que puede
propiciar la formacion de hongos y la consecuente mortalidad de las larvas o pupas en
desarrollo.

¢ De acuerdo a los tiempos mencionados previamente, el dia 14 después de la pupacion
del hospedante, se recomienda separar las pupas de la vermiculita con la ayuda de un
tamiz No.10. Las pupas se regresan al contenedor el cual se mantiene cerrado.

* Los adultos emergidos (moscas o parasitoides) deben permanecer en el contenedor

cerrado una vez iniciada la emergencia. Debido a los diferentes tiempos de desarrollo, es
necesario mantener los adultos sin agua y sin alimento por un tiempo de 10 dias, para
acelerar la mortalidad y poder contar los insectos emergidos con mayor facilidad.

e Cubierta la emergencia de adultos en cada recipiente, el contenido es vertido sobre una
charola para contabilizar el nimero de moscas y parasitoides emergidos por sexo. Los
datos se registran en el formato CBO6.
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4.5 Calculos de emergencia y parasitismo

Los parametros de emergencia y parasitismo son los principales indicadores obtenidos del
procesamiento de las muestras colectadas en campo. Estos datos pueden ser utiles para
realizar un analisis integral en donde se incluya el efecto de las liberaciones de D.
longicaudata como un factor mas de supresion de moscas en la region.

Con los resultados obtenidos se puede facilitar la toma de decisiones sobre la cantidad de

parasitoides a liberar, el niumero representativo de muestras en campo, desarrollo de otras

actividades aplicadas en el control de moscas en la region, etc.

4.5.1 Materiales y equipo

Equipo: Computadora y calculadora

4.5.2 Procedimiento

¢ Calculo de parametros

a) Porcentaje de emergencia. El nimero total de adultos emergidos, incluyendo moscas y
parasitoides es relacionado con el nimero de larvas y/o pupas obtenidos de cada

muestra. Se aplica la siguiente férmula:

Porcentaje de emergencia = (Numero de adultos emergidos) (100)
Ndamero de larvas + Numero de pupas

El porcentaje de emergencia es muy variable, depende de muchos factores: sin embargo,
un porcentaje entre el 60-80% se puede considerar como satisfactorio.

b) Porcentaje de parasitismo. Los parasitoides emergidos son relacionados con el nimero
total de adultos emergidos (la suma de moscas y parasitoides), con la siguiente férmula:

Porcentaje de parasitismo (Numero de parasitoides emergidos) (100)
Numero de moscas y parasitoides emergidos

El porcentaje de parasitismo es variable en los diferentes tipos de fruto, el grado de
infestacion y la temporada. No obstante, se considera que niveles superiores al 50% indican
un efecto importante de los parasitoides sobre las poblaciones de moscas de la fruta.

e Registro de datos. Los datos se registran en el formato CBO06. La informacion se puede |
representar de diferentes maneras: la relacion entre el porcentaje de larvas por fruto Yy —

parasitismo, relacion entre el porcentaje de fruta infestada y parasitismo, etc. De la
misma manera los datos de emergencia y parasitismo se pueden clasificar por fruto, por
periodo o por area.

a) Tiempo de muestreo. Los muestreos se deben mantener todo el periodo de liberacion y
se debe extender por un periodo de un mes, después de finalizar la liberacién de
parasitoides.

N
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b) Recomendaciones generales. La informacion generada debe ser archivada para poder
crear un historial de estos parametros. La informacidn histdrica del parasitismo en cada
area es la herramienta mas importante para llevar a cabo un buen analisis de los efectos
de los parasitoides en la region.

5. Control de calidad
5.1 Recepcion del material biolégico en el aeropuerto.

El personal del Organismo Auxiliar de Sanidad Vegetal es el encargado de recibir las cajas
con pupa de D. longicaudata, ya sea por parte de la agencia de carga en el aeropuerto o
por medio de recepcién terrestre. Las actividades a realizar posteriormente son:

1. Verificar la temperatura del 11% de las bolsas tipo salchicha recibidas en cada envio; este
porcentaje establece la posibilidad de monitorear la temperatura de una bolsa salchicha,
en caso de recibir Unicamente una caja por envio de nueve salchichas.

2. La medicion se realiza insertando un termoémetro digital de vastago corto tanto en la
parte superior como inferior de la bolsa tipo salchicha. Temperaturas menores a 24°C, se
consideran aceptables.

3. Registrar las temperaturas por envio.

4. Trasladar el material biolégico hacia el Centro de Empaque, en un vehiculo equipado
con aire acondicionado para proporcionar temperaturas entre 15 y 20°C.

5.2 Recepcién del material biolégico en el Centro de Empaque

La recepcidn del material biologico en los Centros de Empaque, se debe llevar a cabo de la
siguiente manera:

1. Registrar la temperatura del interior de las bolsas tipo salchicha utilizando un
termometro digital de vastago.

2. Mantener un registro de las temperaturas por envio.

3. Verificar los datos del envio contenidos en la caja #1 de cada envio, referido en el Anexo
B, formato CBO7. Este formato generado en la Planta Moscafrut especifica la calidad y la
cantidad de la pupa enviada, asi como la hora de inicio de hipoxia. —

4. Abrir las bolsas tipo salchicha, registrar el término de la hipoxia.

5. Iniciar a la brevedad el empaque del material bioldgico. En caso de no ser posible el
empaque inmediato, romper la hipoxia y mantener la pupa a 22+1°C, colocar la pupa en
charolas de plastico de 60 x 50 x 10 centimetros, con una capa maxima de pupa de 3
centimetros de grosor, proceder al empaque antes de que inicie la emergencia.

6. Durante el empaque, el drea debera mantenerse a 24+1°C y 75:5% de humedad relativa.

Para registrar las condiciones ambientales se puede hacer uso de un equipo Datalogger de Z.
temperatura y humedad en el cuarto de empaque.
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53 Muestreo

5.3.1 Materiales y equipo

Materiales: Vaso de precipitado de plasticode 1L
Cuchara para muestreo
Abatelengua

5.3.2 Procedimientoy calculo

« El muestreo debe realizarse al azar en el 11% de las bolsas tipo salchicha recibidas, este
porcentaje indica la posibilidad de muestrear una bolsa salchicha en caso de recibir una
caja por envio (de nueve salchichas); sin embargo, el porcentaje debe estar en funcion de
la cantidad de material recibido y a la precision que se requiera en cada caso.

« La muestra debe ser representativa del lote recibido, homogénea y al azar, para lo cual se
procedera a abrir la bolsa salchicha de manera longitudinal, de extremo a extremo
(Figura 3); y se tomara la muestra tanto de la parte superior como de la inferior, ademas
de las partes extremas y del centro de la bolsa, al abrir la bolsa se debe romper
solamente el plastico evitando al maximo el dafio a la pupa cercana a abertura.

e« Obtener una muestra de 500 ml de pupas por envio.

S5

54 Determinacion del volumen de pupas por unidad de empaque

El resultado se utiliza para asegurar que cada unidad de empaque (contenedor tipo
“Arturito”) contenga un volumen de pupas viables necesarias para obtener la cantidad
adecuada de adultos por recipiente.

5.4.1 Materiales y equipo

Materiales: Vaso de precipitadode 1L
Probeta graduada de plastico de 500 mi

Equipo: Balanza semianalitica

-

Figura 3. Muestreo de pupas en bolsas tipo salchicha <

J
~N
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5.4.2 Procedimiento y calculo

Contenedores “Arturitos”
Obtener una muestra de acuerdo a lo descrito en el punto 5.3 de este manual.

Debido a la presencia de vermiculita numero 1ll con porcentaje de granulometria de
77% (tamiz #4, 6 y 2 ASTM), es necesario considerar el volumen que representa la
vermiculita en la muestra. Para descontar la vermiculita presente en la muestra de
pupas del parasitoide, se mide 100 ml, se separan las pupas de la vermiculita y se
pesan ambos.

Pupa 2265g
Vermiculita namero Il 339g
Total 26.04g

Del peso total obtenido, determinar el porcentaje en peso que le corresponde a la
vermiculita y a la pupa.

Pupa 86.98
Vermiculita 13.02

Para determinar la cantidad de pupas que se deben colocar por unidad de empaque,
se procede de la siguiente manera:

En cada contenedor tipo “Arturito” se colocaran 10,000 pupas viables, las cuales se
distribuyen en el fondo del recipiente. Por lo tanto, para determinar la cantidad de pupas,
consideraremos como ejemplo que de la mezcla recibida se obtuvo 75% de viabilidad, el
dato de viabilidad se obtendra del formato CBO7 enviado por la Planta Moscafrut. Asi
tenemos que;

No. de pupas por contenedor = M = 13,333

Si consideramos que la mezcla se recibio con 75,529 pupas por kilogramo, mediante
la regla simple de tres, tenemos:

75,529 pupas 1,000 g x=176.53¢g
13,333 pupas X

Mediante la regla de tres simple tenemos:

176,53 g 100.00 % x=22.98g
X 13.02 %

Se suman 176.53 g + 22.98 g = 199.51 g, se redondea al inmediato superior (200 g) y se
pesa esta cantidad de material biolégico (pupa + vermiculita, como fue recibido).

Una vez pesada la cantidad de pupa requerida se mide en una probeta de 500 ml
para obtener el volumen a utilizar (Figura 4).

4
~

.
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Figura 4. Determinacion de peso y volumen
5.4.3 Reporte

e Los resultados obtenidos se registran en el CB0O8 del Anexo B y se reportan a la DGSV y a
la Planta Moscafrut via Internet utilizando el formato CBOI1.

5.5 Emergencia y proporcion de sexos

Esta prueba aplica para decidir el momento adecuado de liberacion, la emergencia total de
parasitoides y la proporcion de sexos.

5.5.1 Materiales y equipo

Materiales: Vaso de precipitadode 1l
Celdillas (ver caracteristicas en Anexo A)
Cinta masking-tape de 2 pulgadas
Contador manual

Equipo: Higrotermaografo.
5.5.2 Procedimiento y calculo

La pupa del parasitoide D. longicaudata se envia a 48 horas para la emergencia, por lo que
una vez empacado se espera gue primero emerja el macho y dos dias después la hembra,
por lo cual la liberacién debe realizarse dos dias después de la emergencia de las hembras
para asegurar el mayor nimero de copulas posibles. En términos practicos, se debe liberar
el parasitoide en un tiempo promedio de siete dias después de haberse empacado. Para la
emergencia total del parasitoide se debe mantener las celdillas dos dias mas después de la
liberacion.

Procedimiento

¢ Obtener una muestra de acuerdo a lo descrito en el punto 5.3 de este manual.

N

i
~N

—_—
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e Eliminar las impurezas y homogeneizar la muestra tomada, contabilizar cinco
repeticiones de 100 pupas y colocar una pupa por cada compartimiento de celdillas
(Figura 5), la muestra restante se retorna para su empaque.

» Trasladar las celdillas a las salas de emergencia, donde se tiene el material biolégico
empacado.

Figura 5. Colocacion de pupas en celdillas

« A partir del cuarto dia de haberse empacado las pupas parasitadas, se revisa diariamente
la emergencia. Cuando se alcance como minimo el 40% de emergencia, con una
proporcion mayor de hembras, se considera adecuado para liberar al siguiente dia.

e En las salas de emergencia, se deben registrar permanentemente las condiciones
ambientales (revisar mantenimiento del material de Empaque y Liberacion). Los registros
de las condiciones ambientales permiten detectar cualquier anomalia en la emergencia
del material biologico y con anticipacién, de ser necesario, reprogramar la fecha de
liberacion de los insectos.

+ Dos dias después de la liberacion realizar la lectura de la emergencia total; si las
emergencias son bajas se recomienda dejar la pupa no emergida para verificar si se debe
a un atraso en la madurez de la pupa. Ademas contabilizar el niumero de hembras y
machos presentes en cada celdilla. ——]
Calculo

* Emergencia para liberacién = Niumero de machos + Nimero de hembras (Cuadro 2).

Cuadro No. 2. Calculo del porcentaje de emergencia del parasitoide.

Repeticion | Cuarto dia Quinto dia Sexto dia

0] 1354+3%=16 158 +15 @ =30 154 +24 Q=39
02 Ng+59=16 173 +18 @ =35 178 +23 2 =40
03 143+32=17 143 +16 @ =30 143 +23 Q=37
04 103+4% =14 163 +139 =29 163 +27 @ =43
05 1583+29=17 143+15@=29 153+25Q =40
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Se considera como el porcentaje de emergencia para liberacion, el promedio obtenido
de las cinco repeticiones, en este caso seria 40%, con lo cual se toma la decision de
iniciar la liberacion de parasitoides.

La proporcion sexual y total de parasitoides emergidos, se obtiene promediando los
resultados obtenidos en cada repeticion (Cuadro 3):

Cuadro No. 3. Calculo de la proporcion sexual del parasitoide.

Numero de | Numero de | Namero de | 12!~ d€ | pejacion
repeticion hembras machos parasitoides M /H
emergidos

a A% 19 63 1/2.32
o 48 15 63 1/3.20
o 42 26 68 1/162
S 40 30 70 1/133
go 37 20 67 1/2.35
Promedio 66.2 1/216

Numero de hembras
NUmero de machos

Relacion Macho: Hembra =

e Por lo que, se asume que la proporcion sexual es de 1/ 216, lo que significa que por
cada macho se liberaron 2.16 hembras.

Reporte:

Los resultados obtenidos se registran en el CB0O9 del Anexo B y se reportan a la DGSVy a
la Planta Moscafrut via correo electronico en el formato CBOL1.

NOTA IMPORTANTE:

Los siguientes datos indican un porcentaje aceptable de emergencia total:

Porcentaje promedio

. Desviacion estandar
de emergencia

S

s

Diachasmimorpha longicaudata 51.41 878 '
—~J
Cuando los valores de emergencia sean inferiores a los antes referidos, el Coordinador &
Estatal de la Campania Nacional contra Moscas de la Fruta debera notificar esa situacion a la W/
Planta Moscafrut para su atencion procedente, %
Otro factor importante a considerar para interpretar los resultados obtenidos en esta
prueba es el tiempo de hipoxia al que esta expuesto el material biolégico durante el |
proceso de traslado de la pupa desde la Planta Moscafrut al Centro de Empaque. En el N
Cuadro No. 4 se muestra el efecto de la hipoxia sobre la emergencia del parasitoide a _/
diferentes temperaturas. L
P2l B
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Materiales:

Cuadro 4. Porcentaje de emergencia de D. longicaudata a diferentes tiempos de hipoxia y

distintas temperaturas.

B 4
™

Porcentaje de emergencia
del Parasitoide

Temperatura | Tiempo de hipoxia (Hrs.)
°C

6 12 |24 |48 |72
15 709% | 69% | 67% | 72% | 70%
20 67% | 65% | 62% | 64% | 63%
25 65% | 62% | 59% [ 609% | 50%

5.6.1 Materiales

5.6 Longevidad sin agua y sin alimento (Inanicién)

Vaso de precipitado de plasticode 1L

Charola de plastico de 35 x 45cm

Celdillas (ver caracteristicas en Anexo A)

Abatelengua
Contador manual

5.6.2 Procedimiento y calculo

Procedimiento:

Eliminar las impurezas y homogeneizar la muestra tomada, contabilizar cinco
repeticiones de 100 pupas y colocar una pupa por cada compartimiento de celdillas. La

muestra restante se retorna para su empaque.

Revisar diariamente las celdillas, contabilizando y anotando en el formato CB10 del
Anexo B el numero de parasitoides emergidos y el nimero de parasitoides muertos; la
prueba termina cuando exista el 50% de mortalidad del total de adultos emergidos

(Figura 6).

s Obtener una muestra de acuerdo a lo descrito en el punto 5.3 de este manual.

El resultado de esta prueba proporciona informacion sobre el tiempo de vida probable del
insecto liberado en el campo, sin que haya obtenido agua ni alimento y ademas nos puede
permitir inferir el intervalo de tiempo entre liberaciones.

——]

~c.
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Figura 6. Calculo de longevidad de parasitoides

Calculo

Tiempo a la emergencia:

¢ El tiempo a la emergencia es el periodo desde que se rompe la hipoxia del material
biolégico hasta que se obtiene el 50% de emergencia.

Considerando un ejemplo, tenemos:

e Si la emergencia total (100%) es de 73 parasitoides, entonces el 36.50 de parasitoides
representa el 50%; toda vez que para fines practicos, se redondea al nimero inmediato

inferior, por lo tanto, 36 parasitoides representara el 50% de emergencia.

e Para obtener la fecha y la hora en la que emergié el 50% de parasitoides, obtenemos del

formato CB10 la siguiente informacion:

/
=1

Hora de o i ;
et Parasitoides emergidos
Inicio de prueba (Ruptura de la hipoxia) 08:00 0
Diauno 08:00 1 =
Diados 08:.00 4
Dia tres 08:00 10
Dia cuatro 07:00 38
¢ Por lo tanto el 50% de emergencia (36 parasitoides) lo obtendremos entre el dia tres y el
dia cuatro. El dia tres a las 08:00 horas habian emergido 10 parasitoides y el dia cuatro a
las 07:00 horas habia 38 parasitoides emergidos.
.'/
» Para realizar el calculo se debe solicitar la hoja electrénica para la medicion de tiempo q;-'
la emergencia al Departamento de Control de Calidad de la Planta Moscafrut. Este
4
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formato electrénico esta programado para que de manera automatica se obtengan los
resultados.

Tiempo de longevidad sin agua y sin alimento

* La longevidad es el periodo que sobrevive el insecto desde que emergio el 50% de los
parasitoides hasta que se presenta el 50% de mortalidad.

¢ Siguiendo el ejemplo anterior, para obtener la fecha y la hora del 50% de mortalidad,
consideremos que si la emergencia total (100%) 73 parasitoides, entonces el 36.50 de
parasitoides representa el 50%; toda vez que para fines practicos, se redondea al numero
inmediato inferior, por lo tanto, 36 parasitoides representara el 50% de mortalidad.

¢ Del formato CB10 obtenemos la siguiente informacién:

Hora Numero de Hora Numero de
de parasitoides de parasitoides
lectura muertos lectura muertos
Inicio de prueba
(Ruptura de la 08.00 0 Dia siete 08:00 2
hipoxia)
Diauno 08:00 0 Dia ocho 08:00
Dia dos 08:00 0] Dia nueve 08:00
Dia tres 08:00 0 Dia diez 08:00 n
Dia cuatro 07:00 1 Dia once 08:00 18
Diacinco 08:00 1 Dia doce 08:00 33
Dia seis 08:00 1 Dia trece 08:00 47

» Por lo tanto, el 50% de mortalidad (36 parasitoides) lo obtendremos entre el dia doce yel
dia trece. El dia doce a las 08:00 horas habia 33 parasitoides muertos y el dia trece a las
08:00 horas habia 47 parasitoides muertos.

* Para realizar el calculo se debe solicitar la hoja electrénica para la medicion de tiempo
de longevidad del parasitoide al Departamento de Control de Calidad de la Planta
Moscafrut. Este formato electrdnico esta programado para que de manera automatica se——]
obtengan los resultados.

5.6.3 Reporte

* Los resultados obtenidos se registran en el CB10 del Anexo B y se reportan a la DGSV ya
la Planta Moscafrut via correo electrénico utilizando el formato CBO1.

?//

.
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6. Anexos
Anexo A. Materiales
Contenedores tipo “Arturito”

Bote de plastico con tapa de 20 litros de capacidad, con tres ventanas laterales circulares
opuesta la una de la otra, cada una de 20 cm de diametro para mantener la ventilacion
dentro del contenedor, las cuales se cubren con malla mosquitera de fibra de vidrio pesada,
color gris de 1.5 milimetros de luz; la tapa del bote debe tener un corte circular de 15 cm de
diametro, el cual estara cubierto con el mismo tipo de malla que las ventanas laterales
(Figura 7).

Figura 7. Unidad de empaque tipo “Arturito”
Alimento del parasitoide:

a) Elaborar una mezcla con miel de abeja y papel higiénico: Cortar o desmenuzar el papel
en trozos pequefios (Figura 8), colocar una capa de papel en el fondo de un recipiente y
cubrir con miel, alternar de esta manera capas de papel y miel, hasta completar la
cantidad requerida a una proporcion 1 litro de miel por 1 rollo de papel higiénico (Figura
9), mezclar ambos ingredientes en una batidora o bien de forma manual hasta obtener
una mezcla de consistencia pastosa y homogénea (Figuras 10 y 11) y conservar a
temperatura ambiente en recipientes tapados (se puede conservar en refrigeracion).
Cuando la miel no sea espesa, se podrd usar una proporcién de un litro por dos rollos de

paReL o . _ — : i

Figura 8 Figura 9
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Fﬂigura 10 Figura

b) Elaboracion de mezcla de miel: Se mezcla la miel cristalizada con miel liquida en
una proporcion de 1:1 (Figuras 12 y 13) hasta obtener una mezcla de consistencia
pastosa y homogénea (Figura 14), mantener en refrigeracion por 20 dias, después
se puede conservar a temperatura ambiente en recipientes tapados.

Figura12 Figura13 Figura 14

Celdillas: consisten en rejillas cuadradas de plastico que se construyen con rejilux
de Y2 x V2 x V2 pulgadas utilizado como base en las lamparas fluorescentes de techo,
se corta en tramos de 10 x 10 celdas, se pega la base de acrilico blanco opaco (16 x
16 cm) con pegamento liquido de resina sintética y para taparla se utiliza una hoja
de acrilico transparente (16 x 16 cm), la cual es asegurada con cinta masking tape
durante las evaluaciones (Figuras 15 y 16).

3 EHE VTR LY

Figura 15 Figura 16

v,
\
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Anexo B. Formatos para reporte y seguimiento

'\

Formato CBOL. Reparte ldel ial biclégico de p itold, ibido en el centro de
empaque del Comité Estatal de Sanidad Vegetal del Estado de
No.desemana:.____ (del _de_ al ___ de_ de__ ) Especie: Diochasmimorpha longicaudata
Datos de envio (Informacién de la hoja de envio generada en la Planta Moscafrut) Hojalde 2
Fechade | Nimero T:;?:g: I::i;‘:'?: Fecha de Numero de | Pupacién P:i::::e Viabilidad Numero de Kilegramas | Millones
envio de envio exposicién | expasicién (36]) [§.5] pupas por Kg de pupas de pupas

hipoxia hipoxia (ma)

Total/Promedio

Datos de recepcién (Informacién generada por el centro de empaque)

Temperatura promedio

Numero de | Temperatura promedio de la salchicha con pupa en de la salchicha con
cajas el aeropuerto pupa al recibirse en el

centro de empaque

Fecha de recepcién Observaciones

Total/Promedio
Datos de empaque
Pupas Pupas 3
Fechade | Numero de Fechade Horade Horasde | Métodode | Tipode por viables | Numera de | Temperatura
empaque | salchichas | fTPIMiento | rompimiento | S | empague | alimento | unidad ¢ | unidades | enlasalade
de hipoxia de hipoxia fras u:izad empacadas | emergencia
Y
Total/Promedio /

Unidad = Bolsa, “Arturita®
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No. de semana:

(del

de al

de

de

)

Formato CBO1. Reporte semanal del material biolégico de parasitoides recibido en el centro de
empaque del comité Estatal de Sanidad Vegetal del Estadode

A
N

Especie: Diachasmimorpha longicaudata

Datos de calidad del producto (Informacién generada por control de calidad del centro de empaque) Hoja2de 2
Numero Peso de Viabilidad | Emergencia Proporcién sexual L?nge_v!c'iad Tiempo a I_a
deenvio | PUYP3 (96) (%) Numerode | Nimerode | Relacign | INanicion | emergencia
(mg) hembras machos H:M (horas) (horas)
Promedio
Datos de liberacién (Informacién generada por el centro de empaque)
Emergencia | Totalde i
Fecha de Li"l‘ap:;f;lé? Métodode | deceldillas adultos s;"g erfc[e-.de
liberacion emeraencia liberacién antesdela voladores “_'| e:a_cmn]
9 liberacion | liberados s
e =
e

Responsable del centro de empaque Responsable de control de calidad

Responsable de liberacion
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Formato CB02. Registro de pupa empacada
Numero de Nur_nero de Numero de Fecha de Fechade Fecha de Zona de
anaquel unidades upas envio prapable liberacion liberacién
q empacadas pup emergencia
Formato CBO3. Control y seguimiento del material liberado

reeha e Fechaae :I nLich;Zr:scc’lee CZ?JL?:Z?&E Zbhaos Superficie Flantos de

envio liberacién pa liberacién P liberacion

empaque liberados
Formato CBO4. Registro de muestras colectadas

No.de Fecha de Lugar de Especiede | Variedad de No. de frutos Peso de —

muestra colecta colecta Fruto fruto frutos




AGRICULTURA &’ SENASICA
A

Clave: MTOCNMFCB

=

Version: 4

MANUAL TECNICO PARA LAS OPERACIONES DE CAMPO DE LA CAMPANA

NACIONAL CONTRA MOSCAS DE LA FRUTA

SECCION IV: CONTROL BIOLOGICO

Emisién: 09/2019

Pagina 28 de 31

-

Formato CBOS. Registro de larvas obtenidas de los frutos

+
No.de Fecha de Fruto No.de Pesode Larvas Pupas Larvas + tar::?’K
muestra colecta frutos frutos colectadas | colectadas | pupasffruta pds frutag
Formato CBO6. Registro de emergencia de adultos
No. de . "
No. de frut ladies Emergencia de moscas Emergencia de parasitoides %
muestra Lo pupas Emergencia % Parasitismo
colectadas
Prop. Prop.
Hembra | Macho | Total sexual Hembra Macho Total sexual

¥
S
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Formato CB07. Hoja de envio del material biolégico
MOSCAFRUT
Planta productora de moscas de la fruta
estériles y parasitoides

Médulo de produccién de Diachasmimorpha longicaudata

Envio de pupas a los estados

\

Hipoxia Envio
Fecha Hora Fecha
Inicio Numero
Final Destino
Fechade |Pupaciéna| Fechade | Kilogramos | Pupas por | Cantidad l?upa Pesode .
exposicién | las72 hrs. | emergencia | de pupas | Kilogramo | de pupa w{agge ?:ng? Observaciones
Total de envio Kilogramos Millones de pupas
No. de cajas:

No. de salchichas:

Si se presenta algun
problema con el
material biolégico, favor
de comunicarse al
teléfono 01 (962) 643 50
29,3 50 30 Ext. 129,
Departamento de
Control de Calidad;
Metapa de Dominguez,
Chiapas, México.

Responsable de

produccién Control de calidad

—
Responsable de envios
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Formato CBOS. Mililitros por unidad de empaque

Fecha de - . "
eniiie Fecha de recepcion No. de envio Peso (gr) Porcentaje
Vermiculita 1l
Pupa
Total 100
Pupas viables .
por-: rrdtods Porcentaje de Peso de pupa Pupas por gr. para ml. para
viabilidad m kilogramo empagque empaque
de empaque (mg) g paq paq
Formato CB09. Emergencia para liberacién, emergencia total y proporcién de sexos
Emergencia para liberacién Proporcién de sexcs
Cuarto dia Quintodia Sexto dia Emaergencla
al (2 dil
ol B e g
v recepchin " recepcidn la Na d Mo d Pr 180
e i "u::'o"’ rr::::h;s her:u:s ‘:ap:::l
Ho de Mo de Emergencia | Mo de Mo de Emergencia | No de Ko de Emergencia
machos | hembras 9] maches | hembras ] machos | hembras [x.2]
1
2
3
&
5
Prormed o

¥
\
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Formato CB10. Longevidad sin agua y sin alimento (Inanicién)

Especie: D. longicaudata

Fin de |a hipoxia (dia):

Fecha de envio:

Fin de la hipoxia (hora):

Fecha de recepcién:

N

Fecha Hora Fecha Hora Fecha Hora
crz?a‘i::ﬁi pa:i;-tgiedes parr::i-tgiedes :Ie?c"ﬁ; pa::l(s}i.tg?des pa:?iigﬁies ::Ijaﬁfa parr;gi.tgﬁ:ies pazzl-tgﬁ:les
emergidos muertos emergidos muertos emergidos muertos
01 (0]} 01
02 02 02
03 03 03
o 04 04
05 05 05
Suma Suma Suma
Fecha Hora Fecha Hora Fecha Hora
Node | orashoides | parasiaites | | N%,92 | paraskoides | porsiaes | | N%.9€ | parecionies | parsciardes
emergidos muertos ermergidos muertos emergidos muertos
(0] 01 01
02 0z 02
03 03 03
% 04 04
05 05 05
Suma Suma Suma
Fecha Hora Fecha Hora Fecha Hora
No.de | paracioics | parasolces | | N9,92 | parasioles | parasiades | | N0-8 | paraciories | pansiceis
emergidos muertos emergidos muertos emergidos muertos
o]} 01 01
02 02 02
03 03 03
a% 04 04
05 05 05
Suma Suma Suma
Fecha Hora

50% de parasitoides emergidos:

50% de parasitoides muertos:

Longevidad sin agua y sin alimento (horas)

Tiempo a la emergencia (horas)
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