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Ultraestructura del pupario de Ceratitis capitata (Wiedemann)

(Diptera: Tephritidae)

I. Mavo, A. Garripo, M. MuRiz y E. M. RoBLes-CHILLIDA

La morfologia del pupario de Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidag) ha sido
puesta de manifiesto a microscopia electrénica de barrido y transmision.

La pared del pupario estd formada por tres capas de distinta morfologia y
densidad electrénica: capa externa A, capa intermedia B y capa interna C. La capa A
presenta a su vez, una zoma periférica marcadamente electrén-transparente, con
numerosas cavidades mis o menos esféricas, mientras que la zona interna es notable-
mente més electrén-densa. La capa B presenta una morfologia intermedia entre las
capas A y C. La capa interna C, la de menor densidad electrénica, muestra una
estructuracion pseudocristalina y ausencia total de cavidades.

Se discute la morfologia de las capas del pupario en funcidén del grado de
protecciéon que confiere a la ninfa y en funcion de la capacidad de penetracién de

los agentes externos.
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INTRODUCCION

Ceratitis capitata, mosca mediterrinea de
la fruta, ha sido objeto de numerosos traba-
jos, ya que constituye una de las especies
plaga de mayor impacto econémico. Por
esta razén, con la finalidad de llevar a cabo
un control sobre este insecto, se han reali-
zado estudios desde diversos puntos de vista,
como la utilizacién de las feromonas como
método de lucha (OmiNaTA et al, 1973,
1977; Prokopy et al, 1978; Frrr, 1981;
ZUMREOGLY, 1983), lucha quimica (MELLADO,
1970; ArMSTRONG, Coukey, 1984; KoRreN et
al, 1984; Rice et al, 1984) o técnica de
machos estériles (FERON, 1965; MELLADO et
al, 1966, 1974).

Con respecto a la emergencia de las
larvas de Ceratitis capitata, es de destacar
los trabajos de Mufiz (1973, 1976, 1980),
sobre la influencia de la presion osmética,

formaldehido y soluciones electroliticas sobre
los huevos de esta especie, asi como trabajos
encaminados a determinar el comportamiento
de este insecto en funcién de varios agentes
(Feron, 1962; Muniz, 1977, MufNiz, Ry,
1979; Mufiz, Mora, 1981; MuRiz, Gi,
1984).

Desde el punto de vista morfolégico, uno
de los primeros trabajos realizados sobre
Ceratitis capitata, fue llevado a cabo por
Ruiz-Castro (1945), donde se describe
la morfologia de todas y cada una de las
fases evolutivas, a microscopia Optica. Pos-
teriormente, RoBLes-CHiLLiDA (1975) pone
de manifiesto la morfologia del cori6n, des-
arrollo embrionario y larva de Ceratitis ca-
pitata; la ultraestructura del cori6n fue de-
terminada por DaLial et al, (1986) y la
morfologia ultraestructural de los quimiorre-
ceptores fel funiculo, por Mavo et al. (1987).
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Estudios sobre la morfologia del pupario
en Dipteros, han sido realizados reciente-
mente por ROTHERAY (1986) y SKIDMORE
(1986), sin embargo, existe un desconoci-
miento de la ultraestructura del pupario de
Ceratitis capitata y su relacién con el grado
de proteccién que ofrece a la ninfa, asi
como la resistencia que ejerce el pupario a
la penetracion de sustancias quimicas. Por
esta razon, se ha considerado de interés
realizar un estudio ultraestructural de pupario
de Ceratitis capitata, dada la carencia de
resultados en esta fase del desarrollo em-
brionario.

MATERIALES Y METODOS

Los especimenes de Ceratitis capitata se
obtuvieron de una poblacién cultivada en el
Instituto de Edafologia y Biologia Vegetal,
C.S.I.C. de Madrid. Se utilizaron pupas de
6 dias de edad, que fueron preparadas para
su examen a microscopia electronica de
barrido (MEB) y transmisién (MET).

Para MEB, 10 pupas fueron deshidratadas
al aire y cubiertas con oro en un evaporador
a vacio. Las muestras fueron examinadas a
20 kv en un microscopio electronico de
barrido ISI 100 A.

Para MET, 10 pupas fueron cortadas a
tres niveles: nivel 1, a través del casquete
superior, nivel 2, a través de la zona media
y nivel 3, a través del casquete inferior.
Posteriormente fueron fijadas en tetroxido
de osmio al 2% en tampon fosfato 0,25M
durante dos horas a 4°C. La fijacién fue
seguida de deshidratacion en una serie gra-
duada de etanol y las muestras transferidas
a 1,2 epoxy-propano. Las pupas fueron des-
pués mantenidas en una mezcla 50:50 de
epoxy-propano y resina Epon durante 24
horas a temperatura ambiente.

Aproximadamente 200 cortes seriados ul-
trafinos fueron realizados con una cuchilla
de diamante en un ultramicrotomo Reichertr
OM U2. Los cortes fueron tefiidos con
acetato de uranilo y citrato de plomo y
observados a 80 kv en un microscopio
electronico de transmisién Philips EM 300.

Simultineamente, llevamos a cabo algunos
ensayos para determinar la supervivencia de
las pupas y emergencia de los adultos. De

esta forma, se constituyeron 4 grupos de
diez especimenes, que fueron sumergidos en
una solucion de tetroxido de osmio al 2%
en tampon fosfato (0,25M, 4°C) durante 2,
4, 5 y 8 horas, respectivamente. Se observd
emergencia después de estos tiempos de
permanencia en el fijador en cada uno de
los cuatro grupos.

RESULTADOS

MEB.—E| pupario de Ceratitis capitata
tiene forma ovoide, alargada, de unos 4
mm. de longitud y 2 mm. de anchura. Su
superficie externa presenta una serie de sur-
cos, separados entre si por una distancia de
450 um., aproximadamente, que se corres-
ponden con las delimitaciones de los seg-
mentos de la ninfa (fig. 1). El interior del
pupario se encuentra tapizado por un mate-
rial de aspecto membranoso (fig. 2).

MET —La pared del pupario de Ceratitis
capitata en el nivel 1, proximo a la linea
de apertura (fig. 3), estd formado por tres
capas (A, B y C), mds o menos delimitadas
entre si en lo que respecta a su morfologia
y distinta densidad electronica.

En la capa externa A, se pueden distinguir
dos zonas; la més periférica muestra una
marcada electron-transparencia, probablemen-
te debido a la propia estructura esponjosa
de esta zona, en la cual el nimero de

Fig. 1.—Microfotografia a microscopia electronica de

barrido de la pupa de Ceratitis capitata,, mostrando los

niveles por los que se secciond el pupario para su

posterior observacion a microscopia electronica de trans-
mision. X 35.
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Fig. 2.—Microfotografia a microscopia electronica de
barrido del interior del pupario, mostrando el matenal
membranoso. X 50.

formaciones cavernosas o cavidades mis o
menos esféricas, es muy abundante, distin-
guiéndose, aunque muy tenuamente, las pa-
redes limitantes de las citadas cavidades. La
zona mas interna de la capa A, presenta un
mayor engrosamiento a nivel de las paredes
limitantes de las cavidades, adquiriendo un
aspecto mds compacto y, por lo tanto, mu-
cho mas electron-denso. En su conjunto,
esta capa externa A, de apariencia amorfa,
muestra un aspecto reticular, sobre todo en
su zona periférica. El grosor de la capa
externa A es, aproximadamente, de 5,7 um.

La capa intermedia B, presenta una den-
sidad electronica similar a la zona inmediata
superior de la capa A, si bien comienza a

Fig. 3.—Seccion transversal del pupario a nivel 1,

cerca de la linea de apertura, mostrando la capa

externa (A), la capa intermedia (B) y la capa interna
(C). X 6.400.

Fig. 4 —Seccion transversal del pupario a nivel 2,
correspondiente a la zona media, mostrando las mismas
tres capas que en el nivel 1. Notar la diferencia de
grosor con respecto al nivel 1, A=capa externa; B=capa
intermedia; C=capa interna. X 6.400.

aparecer una cierta ordenacion o estructura-
cion en bandas claro-oscuras, pudiendo to-
davia apreciarse gran cantidad de cavidades,
las cuales van disminuyendo a medida que
aumenta la ordenacion en bandas. Asi mis-
mo, la densidad electronica también dismi-
nuye conforme nos acercamos a la tercera y
Gltima capa C. El grosor de la capa inter-
media B es, aproximadamente, de 2,8 um.

En la capa interna C, la densidad elec-
tronica ha disminuido notablemente respecto
a la capa B, como asi mismo el namero de
cavidades. Esta capa interna C es la que
presenta una mds clara estructuracion en
bandas, observindose perfectamente la exis-
tencia de bandas claras, dehmitadas por
otras oscuras considerablemente mas delgadas.
Esta capa interna C se encuentra limitada
en su parte inferior por una membrana
perfectamente definida. El grosor de la capa
interna C es, aproximadamente, 2,8 um.

El grosor de la pared del pupario en el
nivel 1, es, aproximadamente, de 11,3 um.

La pared del pupario en el nivel 2 (fig.
4), corresponde a su parte media y estd
constituido por las mismas tres capas des-
critas en el nivel 1, si bien la zona mds
periférica de la capa externa A, muestra
una membrana limitante bien definida y
marcadamente electron-densa. El espesor de
las tres capas en el nivel 2, ha variado
notablemente con respecto al nivel 1, siendo
sobre todo, en la capa mds interna C,
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donde se aprecia una considerable disminu-
cion de grosor. El espesor total de las tres
capas en el nivel 2, se encuentra disminuido
en un 25%, aproximadamente, en compara-
cién con el nivel 1. Este espesor es, aproxi-
madamente, de 8,5 um.

La pared del pupario en el nivel 3,
préximo al casquete inferior, posee una es-
tructura equivalente al nivel 1 descrito ante-
riormente.

Con relacion a la supervivencia-emergencia
del adulto, pudo comprobarse como el nu-
mero de nacimientos fue del 100% en todos
y cada uno de los cuatro lotes estudiados.
Asi pues, seria interesante llevar a cabo en
un futuro, estudios encaminados a determinar
la actividad reproductora de estos individuos,
después de sometidos al tratamiento, con la
finalidad de obtener pardmetros que corres-
pondan a las tasas de fecundidad, fertilidad
y longevidad de parejas aisladas.

DISCUSION

El pupario de Ceratitis capitata a MEB,
presenta una serie de caracteristicas morfo-
légicas que coinciden, en general, con las
descritas por Ruiz-Castro (1945). S6lo con
relacion al tamafio del pupario, nuestros
resultados muestran pequefias diferencias con
los de este autor. Asi, Ruiz-CasTrO (1945)
presenta dimensiones del pupario que oscilan
entre 4,65 y 4,72 mm. de longitud y 2,12 y
232 mm. de anchura, mientras que en
Ceratitis capitata no hemos observado la
existencia de puparios que sobrepasaran los
42 y 2,1 mm. de longitud y anchura,
respectivamente. MuRiz, GiL (1984) encon-
traron pupas de Ceratitis capitata con valores
medios maximos de 4,78 mm. de largo y
2,17 mm. de ancho, pupas éstas que proce-
dian de hembras de 21 dias de edad. Asi
pues, parece logico pensar que el tamaiio
de la pupa pueda estar influenciado por la
edad de la generacion parental.

El pupario de Ceratitis capitata, en com-
paracion con el de Dacus oleae muestra
una forma mds achatada y un tamafio lige-
ramente menor, resultados éstos que estdn
en consonancia con los obtenidos por Ruiz-
CasTrO (1948), si bien este autor admite la
posibilidad de que las dimensiones del pu-

pario de Dacus oleae varien, disminuyendo
notablemente si las larvas son separadas del
fruto antes de alcanzar su completo des-
arrollo, no llegando a tener, en este ultimo
caso, una longitud mayor de 3,5 mm.

Los estudios comparativos entre diversas
ultraestructuras del pupario de otros insectos,
con el de Ceratitis capitata, ha presentado
el inconveniente de la escasez de datos
bibliograficos, lo que ha impedido poder
establecer la logica correlacion de resultados.

Consideramos interesante destacar las ca-
racteristicas ultraestructurales de las tres capas
constituyentes del pupario de Ceratitis capi-
tata y la relacion que pueda existir entre
cada una de ellas y el grado de proteccion
que confieren a la ninfa.

La ultraestructura esponjosa que puede
observarse en la capa externa A e intermedia
B, presenta diversos grados de intensidad.
De esta forma, consideramos posible que,
en funcién de esta esponjosidad, el grado
de penetracion de cualquier sustancia sea
distinto, segiin se trate de la capa externa,
intermedia o interna. En el caso concreto
de la accion del tetréxido de osmio, se ha
podido comprobar cémo su accion fijadora
se muestra intensa en las capas externa A e
intermedia B, pero notablemente disminuida
en la capa interna C, lo que justifica la
distinta densidad electrnica que se observa
entre ellas. Esto puede ser achacable a la
propia accion fijadora del tetroxido de osmio,
que al ser mds intensa en las capas mas
externas, dificulta por si misma la penetracion
del fijador hacia las capas mds profundas.
Esta podria ser una de las explicaciones por
las cuales el tetroxido de osmio no ha sido
capaz de atravesar, con la misma intensidad,
la capa interna C, y de esta forma, la ninfa
ha permanecido intacta produciéndose la
total emergencia de los adultos. En cualquier
caso, la existencia de la capa interna C, por
su carencia absoluta de cavidades y peculiar
estructura, dificulta por si misma de forma
natural la penetracion de cualquier agente
externo.

Por otro lado, parece deducirse de las
diferencias de grosor observadas en la pared
del pupario, a nivel de los casquetes polares
(niveles 1 y 3) y a nivel de la zona media
(nivel 2), que la mayor proteccion a la ninfa
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tiene lugar donde existe un mayor grosor
del pupario, es decir, en los niveles 1 y 3,
que son precisamente los correspondientes a
la regi6n cefélica y al 6rgano ovipositor.

En resumen, puede deducirse que la pared
del pupario presenta una ultraestructura capaz
de ofrecer un alto grado de proteccion a la

ABSTRACT

ninfa, lo que confiere a esta fase del des-
arrollo embrionario una gran resistencia fren-
te a los agentes agresivos externos, lo cual
estaria en consonancia con ¢l hecho de que
la emergencia de los adultos tiene lugar en
el 100% de las pupas que fueron sumergidas
en la solucién de tetroxido de osmio.

Mayo, A.; GARRIDO, A.; MuRiz, M.; ROBLES-CHILLIDA, E. M. (1989): Ultraestructura
del pupario de Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae). Bol. San. Veg.

Plagas, 15 (2): 143-148.

It has been described the puparium morphology of Ceratitis capitata (Diptera:
Tephritidae) by means of scanning and transmission electron microscopes.
The puparium is constitued by three strata with different morphology and different

electron density: Outer stratum A, intermediate stratum B and inner stratum C.
Stratum A shows a peripherical zone, extremely electron-pale, with several cavities
more or less spherical, whereas the inner zone is considerably more electron-dense.
Stratum B shows an intermediate morphology between stratum A and stratum C.
Inner stratum C, with a lower electron density, shows a pseudo-crystalline structure

and it lacks cavities.

The strata morphology of the puparium is discussed with respect to the protection
which confers to the nympha, and with respect to the penetrability of external agents.

Key words: Ceratitis capitata, puparium, ultrastructure.
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