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INTRODUCCION

Informacion sobre la plaga

La mosca del vinagre de alas manchadas Drosophila suzukii puede atacar los frutos de
un amplio rango de hospederos tanto cultivadas como silvestres. Entre los frutos mas
destacados se reportan: higo, mora, arandano, persimon, Kkiwi, cereza, frambuesa,
zarzamora, fresa, manzana, durazno, ciruela, uva, pera, chabacano y sauco (Flores y
Linding-Cisneros, 2005; FAO, 2006; Bolda, 2009; DGSV, 2011; Rubi-Arriaga et al.,, 2014;
CABI, 2018).

Los danos son ocasionados principalmente por la alimentacion de las larvas,
observandose frutos que presentan zonas suaves y colapsadas (Figura 1a-c), y dan
oportunidad a que otras especies saprofitas, como diferentes especies de moscas del
vinagre, hongos y bacterias provoquen pudriciones, afectando la calidad vy
comercializacion de la fruta (Walsh et al, 2011; Calabria et al,, 2010). Las caracteristicas
que la hacen particularmente una plaga peligrosa es que tiene preferencia a frutos
Mmaduros y su ovipositor aserrado causa danos fisicos a los mismos (Sasaki y Sato, 1995,
1996; Douglas et al., 20T11).

Informacion taxondmica

Nombre: Drosophila suzukii (Matsumura, 1931)

Sinénimos: Leucophenga suzukii Matsumura, 1931
Drosophila suzukii Kamisawa, 1934

Nombres Mosca del vinagre de alas manchadas (espanol)

comunes: Mosca del vinagre de las cerezas (espanol)

Spotted-wing drosophila (inglés)
Cherry vinegar fly (inglés)

Cherry fruit fly (inglés)

Cherry drosophila (inglés)

(CABI, 2018)
Posicion Reino: Animalia, Filo: Arthropoda, Clase: Insecta, Orden:
taxonémica: Diptera, Familia: Drosophilidae, Género: Drosophila,

Especie: D. suzukii

(Markow y O"Grandy, 2006)




DETECCION E IDENTIFICACION

Deteccion y captura

Los metodos mas comunes para la capturay deteccion de D. suzukii en campo, se basan
en la colocacion de recipientes de plastico transparente con vinagre de manzana
(aproximadamente 200 ml o hasta alcanzar la marca de 2.5 a 4 cm de altura del
contenedor), y trampa pegajosa amarilla. El tamano del recipiente debera tener la
capacidad de al menos 1L, con las perforaciones en los costados. El sitio se debe elegir
en un area con la finalidad de facilitar la entrada del insecto y la altura de colocacion
dependera de la altura de fructificacion de los hospedantes (DGSV, 2014; DGSV-CNRF,
2015).

Los especimenes detectados (huevos, larvas, pupas y adultos) deberan ser preservados
en alcohol etilico al 70 % y debidamente etiquetados (Figura 2).

Las metodologias de deteccion e identificacion morfologicas y morfométricas descritas
en el presente documento de diagndstico estan basadas en las claves de Hsu (1949),
Markow y O'Grandy (2006), Miller et al. (2017).

Para el diagnostico molecular, se puede realizar la extraccion de DNA por el Método del
CTAB (Doyle y Doyle, 1990). La identificacion de la especie D. suzukii a partir de estados
inmaduros como huevo, larva y pupa se debe realizar por medio de técnicas
moleculares, ya que las caracteristicas morfoldgicas externas son muy parecidas entre
especies y no permite una completa diferenciacion morfo-taxonémica (Dhami y
Kummarasinghe, 2014, Escudero-Colmenar, 2014).

IDENTIFICACION MORFO-TAXONOMICA

Descripcion morfologica

Huevo: recién depositados son traslucidos y posteriormente se van tornando de color
blanco (Figura 3). Son de forma oval y su tamano varia entre 0.6 a 0.7 mm de longitud y
0.2 mm de ancho, presentan el extremo posterior redondeado y el anterior en forma de
punta, con dos filamentos de 0.4 a 0.6 mm de longitud, los cuales corresponden a los
tubos respiratorios por donde se lleva a cabo el intercambio gaseoso (Walsh et al., 2017;
Rojas et al. 2019).

Larva: la caracteristica distintiva es la presencia de sifunculos o tubos respiratorios en la
parte posterior, los cuales se encuentran fuertemente esclerosados (Figura 4), [6bulos



anales poco conspicuos. La larva es apoda, de color blanco, posee ademas el cuerpo
alargado y de forma cilindrica. Presenta una longitud de 6 mm y 0.8 mm de ancho
(Kanzawa, 1936; Walsh et al., 2011; Rojas et al. 2019).

Pupa: es de forma cilindrica de una longitud de 2a 3 mmy 1.2 mm de ancho, es de color
café claro o marron (Figura 5) y presenta una proyeccion en forma de estrella en la parte
anterior, los cuales corresponden a los espiraculos respiratorios (Kanzawa, 1936).

Adulto: presentan el térax de color amarillo claro o pardo, abdomen con bandas negras.
Una longitud de 2 a 3 mm (Figuras 6a y 7a), presentan dimorfismo sexual, la hembra es
ligeramente mas grande que el macho, ambos poseen ojos de color rojo y una arista
plumosa (Kanzawa, 1936; Hsu, 1949; Rojas et al. 2019).

Macho: Presenta una mancha oscura en el extremo del ala, (Figura 6b), dos peines
sexuales (Figura 6c¢) con tres a seis dientes en el primer par de patas (Hsu, 1949).
Corroborar que el genital del macho (Figura 6d y e) cumpla con las siguientes
caracteristicas:

o Placa anal ovalada. Arco genital ligeramente constreiido en la parte media, con
una fila irregular de sedas a lo largo del margen posterior, con punta tubular
(Figura 6e).

o Clasper primario. Esta estructura es grande con punta aguda (Figura 5d); los

dientes primarios en dos filas separadas, una recta superior de 10-11 y la inferior
de 4. Las sedas marginales también se presentan en dos conjuntos, el superior
de 5yelinferior de 3-5. En otras especies el arreglo es distinto (Hsu, 1949; Markow
y O'Grandy, 2006).

Hembra: Alas sin mancha (Figura 7a), ovipositor evidentemente esclerosado y aserrado,
con los dientes mas oscuros que el resto del ovipositor (Figura 7b), no presenta peines
sexuales (Hsu, 1949; Markow y O'Grandy, 2006). Este tipo de ovipositor permiten rasgar
el epicarpio, para ovipositar provocando una pequeha depresion o cavidad en la
superficie de los frutos (Senasica, 2013; Walsh et al.,, 2011).

Para informacion complementaria de la especie consultar Hsu (1949), Markow vy
O’Grandy (2006) y Miller et al., (2017).



Identificacion de la plaga

La identificacion de adultos de D. suzukii es basicamente por observacion de aquellos
caracteres morfologicos de la especie, mediante microscopio estereoscopico y
compuesto, para ello se debe garantizar durante el proceso de montaje del genital, que
el ejemplar se encuentre en las mejores condiciones posibles (insecto completo, no
desmembrado). En el caso que los ejemplares que presenten las caracteristicas
morfologicas externas danadas, éstos deberan ser identificados por medio del genital,
mientras que, en el caso de las larvas, la identidad de la especie solo podra ser
determinada a través de técnicas moleculares (Dhami y Kummarasinghe, 2014,
Escudero-Colmenar, 2014).

Para la identificacion de adultos de D. suzukii se proporcionan las siguientes claves
modificadas de Hsu (1949), McAlpine et al, (1987) y Miller et al., (2017), Yuzuki y Tidon

(2020):
I Clave para la identificacion de adultos de Drosophilidae (McAlpine et al.,1987)
1. Antena con tres artejos antenales.....eveeeeeeeeeeeeeeeeeesiiccc. 2
1. Antena con mas de tres artejos antenales.........e... Otras familias
2. Ala con cuatro o cinco celdas posteriores.....eeeeeeeeeeeeee Otras familias
2°. Ala con menos de cuatro celdas posteriores.......... 3
3. ANISEA PIUMIOSG oo sseseeseeee 4
3 ANSEA SIMNPIC e Otras familias

4, Torax de color amairillo claro o pardo, abdomen con bandas
negras. Cuerpo con una longitud de 2 a 3 mm, ojos de color

FOJO (FIQUIFAS B Y 7).coorooeeeeoeee e Drosophilidae (Il)
4°. No cumple con ninguna de las caracteristicas anteriores... Otras familias
Il Clave para la identificacion de adultos del género Drosophila (Miller et al.,
2017).

l. Mesonoto y placa orbital de la cabeza con dos lineas blancasy Zaprionus
Negras a todo 10 [argO. ...

1". Mesonoto y placa orbital de la cabeza sin lineas blancas y negras

R ule [ (o3 F=Tg @ @ NN 2
2. Ruptura subcostal presente en el ala......eeee Mycodrosophila
2°. Ruptura subcostal ausente en el ala.......ceeee 3



3. Un par de sedas dorsocentrales en el toraX.....cvrerrenen, Otro género
3". Dos pares de sedas dorsocentrales en el toraX......oeeeeee.... Drosophila (1)
. Clave para la identificacion de adultos de Drosophila suzukii (Hsu, 1949)
1. Hembra (FIQUIa 6Q).......cccocccovoooeeeeeeeeeesseveeee s 2
T2 MACIO . 3
2. Ovipositor aserrado, con dientes cortos, ensanchados vy
fuertemente esclerosados (Figura 7b)........eoocceeeeeeeeeeeee D. suzukii
2. Ovipositor con dientes cortos, ensanchados, pero nunca
fuertemente esclerosados 0 a manera de Sierra.....eccvceee Otras especies
3. Ala con una mancha oscura en el apice presente (Figura 6b)..... 4
3". Ala con una mancha oscura en el apice ausente.....cc..... Otras especies
4. Primer par de patas con dos peines sexuales presentes (Figura
BC) ..ot 5
4. Primer par de patas con un peine sexual presente....... Otras especies

5. Peine sexual con cuatro a seis dientes y genital con dientes
primarios estrechamente cercanos entre si, mas largos que los
primarios y separados unos de otros (Figura6d y e)............. D. suzukii

5°. Peine sexual diferente a las caracteristicas anteriores.... Otras especies

Procesamiento de adultos (macho) (extraccion de genital)

1. El procesamiento de adultos debe considerar los materiales indicados en el
Cuadro 1y Figura 8ay b.

2. La diferenciacion de las hembras respecto a los machos, se observan con las
caracteristicas antes mencionadas.

3. La toma de fotografias debe tener su respectiva escala del cuerpo completo,
ademas de obtener imagenes de los peines sexuales (macho), venacion alary la
presencia de la mancha en el apice del ala, mientras que, para el caso de la
hembra, se considera el ovipositor. Antes de la extraccion del genital, es necesario
que el adulto analizado bajo el microscopio estereoscopico cuente con al menos
el primer par de patas o el abdomen completo.

4. El genital debe ser montado en portaobjetos usando el siguiente método:



Método de montaje del genital (macho) [Acevedo-Reyes et al. (2019),
Modificado de Rodriguez (1994)]

©

10.

El espécimen se debe colocar en posicion ventral sobre una capsula de
porcelana, caja Petri o siracusa. Con ayuda de las pinzas y agujas de diseccion,
separar el abdomen del ejemplar.

Colocar el abdomen en un tubo de ensayo que contenga solucion de hidroxido
de potasio al 40 % +2 %y llevarlo a bafo Maria por 10 min =2 min cuando el agua
este en ebullicion.

Decantar el exceso de hidroxido de potasio y realizar seis lavados con 1 mL de
agua destilada. Remover todo el contenido interno del abdomen en la capsula
de porcelana con ayuda de un pincel de pelos cortos y finos, o bien con alfileres
entomologicos del #00.

Extraer el genital dispuesto en el ultimo segmento abdominal y posteriormente
transferirlo a otro tubo de ensayo y adicionar etanol al 96 % hasta cubrirlo y dejar
reposar el genital por 10 min = 2 min. Se puede obviar los enjuagues con agua
destilada y realizar los lavados directamente con etanol al 96 % (deshidratacion
directa) cuando el genital se encuentre libre de cualquier contenido interno.
Transferir el genital al aceite de clavo y dejarlo por un periodo de 10 min £ 2 min.
Montar en balsamo de Canada el genital aclarado, extendiéndolo
completamente en el portaobjetos en vista dorsal. Posteriormente colocar el
cubreobjetos, cuidando de no dejar burbujas.

La laminilla se observara empleando el microscopio compuesto.

Etiquetar las laminillas, como se menciona en el apartado 3.5.

Colocar las laminillas en plancha de calentamiento, horno o estufa de secado a
40 °C + 2 °C durante siete dias, con la finalidad de preservar la laminilla para
coleccion o evidencia de las determinaciones realizadas.

Después de secar, las laminillas deben sellarse usando una doble capa de esmalte
o barniz transparente.

Procesamiento de larvas de Drosophilidae

1.

El material utilizado para el procesamiento debe ser: minucia™, alfileres
entomologicos #00, pinzas entomologicas, vidrio de reloj, capsula de porcelana,
caja Petri o siracusa, etanol al 70y 96 % (Cuadro 1y Figuras 8a y b).

Las fotografias deben tomarse con escalas adecuadas. Antes de cualquier
diseccion se debe de constatar que la larva analizada bajo el microscopio
estereoscopico corresponda a la familia Drosophilidae, por lo cual se debe
visualizar el cuerpo completo de la larva, los sifunculos respiratorios fuertemente
esclerosados, I6bulos anales y espiraculos anteriores.
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3. La larva sospechosa a D. suzukii tendra como caracteristica principal: |obulos
anales poco desarrollados y protuberantes, por lo que se enviaran para el
diagnostico molecular de acuerdo a Folmer et al,, 1994,

DIAGNOSTICO MOLECULAR
Extraccion de DNA por el Método del CTAB 2 % (Doyle y Doyle, 1990)

Preparar solucion amortiguadora CTAB 2% (buffer de extraccion) de acuerdo a lo
siguiente: CTAB 20.0 g, NaCl 82.0 g, Tris Base 2.42 g, EDTA 146 g para un volumen de
1000 mL de agua destilada.

Mezclar bien los reactivos y agregar lentamente 750 mL de agua destilada. Si
permanecen grumos, calentar en microondas o en parrilla, hasta ebullicion y seguir
agitando. Aforar a un litro, ajustar el pH a 8.0 y esterilizar en autoclave durante 20
minutos a 15 psi.

Procedimiento:
1. Calentar la solucion amortiguadora de extraccion (CTAB) a 65 °C.

2. En un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, agregar 500 pL de solucion CTABy 4
uL de proteinasa K (20 mg/mL) y colocar el espécimen larvario indicado en el
inciso 3) del punto 3.2.5 de este documento.

Macerar con un pistilo o bien macerar en un mortero con nitrogeno liquido.
Mezclar por inversion, para homogenizar el tejido con la solucion amortiguadora.
Incubar en bafio Maria, a una temperatura de 65 “C/90 min.

Retirar los tubos y dejar enfriar de 5 a 10 min a temperatura ambiente (23-25°C).

N oo u & W

Adicionar 500 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Agitar los tubos por
inversion durante 10 min a temperatura ambiente.

8. Centrifugar a 1200 rfc a temperatura ambiente durante 5 min para formar la fase
acuosa (superior) y la fase organica (inferior).

9. Recuperar aproximadamente 450 L de la fase superior acuosa y depositarla en
otro tubo de microcentrifuga esteril de 1.5 mL.

10. Agregar 1/2 volumen (50 % de lo recuperado) de isopropanol (2-propanol) al 100
% a -20 “C. Mezclar por inversion y dejar en reposo al menos 10 min para favorecer
la precipitacion del DNA.



Paso opcional: incubar las muestras toda la noche a -20 °C, sobre todo si no es visible
el DNA precipitado.

1. Centrifugar a 1200 rfc a temperatura ambiente durante 30 min, para precipitar
y formar la pastilla de DNA. Desechar el isopropanol por decantacion.

12. Agregar 500 plL de etanol al 70 %, y despegar su pastilla para su lavado, después
centrifugar por 5 min, a 1200 rfc y desechar el etanol por decantacion y repetir el
lavado. Dejar secar la pastilla a temperatura ambiente o utilizar un equipo para
secar la pastilla de ADN (MiVac DNA concentrator).

13. Resuspender la pastilla en 50 pylL de agua libre de nucleasas o algun buffer TE (10
MM Tris-HCI, T mM disodium EDTA, pH 8.0).

14. Guardar las muestras a -20 °C hasta utilizarlas.

Nota: Cuando el DNA es congelado y descongelado, empieza a degradarse. Por eso,
debe congelarse si se va a almacenar a largo plazo, y de preferencia, una vez
terminados todos los analisis. Si el DNA va a utilizarse en varios proyectos, con largos
intervalos entre uno y otro, conviene hacer alicuotas y colocarlas en tubos para su
congelacion; de esta manera, cada alicuota de ADN es descongelada una sola vez,
al comienzo de cada proyecto.

Verificacion de la calidad del DNA

La calidad del DNA obtenido se determina por medio de espectrofotometria y debe
cumplir con una pureza de: 1.8-2.0 en la relaciéon A260/A280 (Lehninger, 1975) y 1.8-2.0
en la relacion A260/A230 (von Ahlfen y Schlumpberger, 2010).

Ensayo de PCR con iniciadores generales

Para la determinacion de la identidad de Drosophila suzukii se utilizan los iniciadores
propuestos por Folmer et al, 1994 (Cuadro 2), que amplifican la region DNA mitocondrial
(MmtDNA) de 710 pb.

Los iniciadores se utilizan por separado, usando las concentraciones de mezcla de
reaccion del Cuadro 3. Considerar dos repeticiones por muestra, incluyendo los
controles. Programar el termociclador de acuerdo a lo descrito en el Cuadro 4.



Controles para las pruebas moleculares

En todos los ensayos de PCR descritos en este documento, es necesario incluir los
siguientes controles:

Control positivo: provee un patron de referencia para comparar los resultados positivos.
Puede ser DNA plasmidico y/o DNA de total de D. suzukii previamente confirmado
mediante secuenciacion.

Control negativo de reactivos: es la mezcla de reaccion sin molde (DNA/clona). Descarta
falsos positivos y contaminacion de la reaccion.

Interpretacion de resultados para los ensayos de PCR
Los resultados seran validos solamente bajo los siguientes criterios:

= El control positivo para el ensayo de PCR con el par de iniciadores LCO1490/HC0O2198
debe de generar un amplicon de 710 pb.

= E| control negativo de reactivos no debe de generar ninguna amplificacion.

= Las muestras se consideran sospechosas a D. suzukii cuando generen el amplicon de
710 pb.

Identificacion de la plaga

Para reportar una identificacion positiva de D. suzukii, la amplificacion de la prueba de
PCR se debe confirmar por medio de la secuenciacion.

1) Enviar los productos de PCR a secuenciar, atendiendo las especificaciones para el
envio de muestras de la institucion a la que se solicita el servicio.

2) Al recibir los archivos de sus secuencias en formato .abl con su respectivo
electroferograma, estos deberan ser editados para obtener su secuencia consenso.

3) Obtenida la secuencia, se debera ingresar a la herramienta de alineamiento
Nucleotide BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI con la finalidad de
comyparar con las secuencias depositadas.

4) Los resultados del porcentaje de cobertura e identidad (deberan tender hacia el 100
%), el valor de E (debera tender a cero) con esta informacion se confirma el resultado
por la técnica de secuenciacion.




Consideraciones

La determinacion positiva a D. suzukii a partir adultos puede realizarse mediante el uso
de claves taxondmicas y microscopia oOptica. Para huevos, larvas y pupas la
determinacion debera realizarse necesariamente por técnicas moleculares.

Preservacion

La preparacion permanente del genital de D. suzukii se obtiene con el medio de
montaje balsamo de Canada, para ello se debe colocar el portaobjetos en una estufa de
secado (35 °C + 2 °C), por treinta dias aproximadamente. Posteriormente se etiquetan
(etiqueta 1y 2) de acuerdo a lo indicado en la Figura 2 y se conservan en porta-laminillas.
Los especimenes completos deben conservarse en alcohol al 70 % con sus respectivos
datos de colecta, taxondmicos y geograficos.

Etiqueta 1 (izquierda): familia, género, especie, nombre del determinador, fecha de la
determinacion y técnica de montaje.

Etiqueta 2 (derecha): lugar de recolecta (pais, estado y municipio), localidad y/o paraje,
coordenadas geograficas, hospedero, fecha de recolecta y nombre del recolector.

REGISTROS

Los registros y las evidencias del proceso de diagnostico de D. suzukii deben conservarse
segun lo descrito en NIMF 27 (2012) y conforme al Manual del Sistema de Gestion de
Calidad.

En caso de un resultado positivo se deberan cumplir los siguientes puntos:

1. Los datos de rastreabilidad de la muestra, registros y las evidencias fisicas y
digitales sobre el diagnodstico de D. suzukii.

2. Los ejemplares preservados en alcohol al 70 %, mientras que el genital sera
preservado en laminilla. Todo el material debe ser resguardados por un periodo
minimo de 30 dias como evidencia de la identificacion morfo-taxondmica.

3. La evidencia fotografica de los principales caracteres de identificacion
morfoldgica y morfométrica de D. suzukii.

4. DNA obtenido, en congelacion a -20 °C (de ser posible a -70 °C)

5. Registro de los resultados de las pruebas moleculares (fotografias del gel y
archivos de secuencias).
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Para el caso del primer diagnostico de esta especie que realice el Laboratorio de
Pruebas, debera remitir al CNRF el Informe Técnico y el material biolégico para
corroboracion in vitro, con base en las especificaciones indicadas en la Circular No. 40
con fecha 03 de mayo de 2021. Asimismo, para los casos positivos a D. suzukii
posteriores, se debera remitir al CNRF lo siguiente:

e Informe técnico con descripcion detalladay evidencia de las técnicas utilizadas para
el diagnostico (incluir imagen de geles).
e Montajes permanentes con las estructuras requeridas para la identificacion morfo-

taxondmica.
e DNA del espécimen, con soporte documental de la evaluacion de la calidad (valor

de absorbancia Azsonzso Y Azso/azzo, Y cOncentracion).
e Archivos generados por secuenciacion Sanger con ambos iniciadores en formato.

abl con su respectivo electroferograma.
e Evidencias del alineamiento de secuencias con el banco de datos del NCBI o arbol

filogenético.
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ANEXOS

Figura 1. Dafos causados por D. suzukii. a) Pudricion del fruto (zarzamora); b) Hundimientos por
oviposicion; c) Pudricion del fruto (ardndano), se observan pupas. CNRF-Laboratorio de
Entomologia y Acarologia

Familia: Drosophilidae Lugar de recolecta:

Gé D il Meéxico, Michoacan
ero:
ener R Hospedero: Frambuesa

Especie: suzukii Fecha de recolecta:
Determinador: 16/09/2014

L- Portillo

Recolector: A- Marin

Figura 2. Etiquetado de la laminilla. CNRF-Laboratorio de Entomologia y Acarologia
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0.5mm

Figura 3. Huevo de D. suzukii. CNRF-Laboratorio de Entomologia y Acarologia
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Figura 4. Larva de D. suzukii. CNRF-Laboratorio de Entomologia y Acarologia

Sifinculo o tubo
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s
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1mm

Figura 5. Pupa de D. suzukii. CNRF-Laboratorio de Entomologia y Acarologia
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Figura 6. Adulto (macho) de D. suzukii. a) Vista lateral del cuerpo completo; b) Ala; c) Peine sexual
en pata anterior; d) Genital vista lateral, 1: dientes primarios; 2: dientes secundarios; 3: placa anal,
4: clasper primario; e) Genital, vista frontal, 1: dientes primarios; 2: dientes secundarios; 3: placa

anal, 4: clasper primario. CNRF-Laboratorio de Entomologia y Acarologia
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Figura 7. Adulto (hembra) de D. suzukii. a) Vista lateral del cuerpo completo;
b) Ovipositor, 1: Placa anal, 2: Ovipositor. CNRF-Laboratorio de Entomologia y
Acarologia
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Figura 8. Reactivos y materiales utilizados en la determinacion del estado adulto de
Drosophila suzukii (genital). a) Reactivos: hidroxido de potasio al 40 %, agua destilada, etanol
(70 y 96%), aceite de clavo y balsamo de Canada. b) Materiales. CNRF-Laboratorio de
Entomologia y Acarologia

Cuadro 1. Materiales utilizados para la identificacion de adultos de D. suzukii

Material Reactivos Equipo
. Hidroxido de potasio al Plancha de
V d tado (250 mL
aso de precipitado mu 40 % calentamiento o
Estufa de
d
Tubo de ensayo (5mlL) Agua destilada geca © .
Microscopio
compuesto

Pinzas para tubo de ensayo Etanol (96 y 70%)
Minucia™ Aceite de clavo
Pinzas entomoldgicas
Agujas de diseccion
Portaobjetos Fucsina acida
Cubreobjetos
Vidrio de reloj,
capsula de porcelana, caja

Petri o siracusa
Marcador indeleble
Alfiles entomoldgicos #00

Balsamo de Canada
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Cuadro 2. Iniciadores para la deteccion de D. suzukii (Folmer et al., 1994)

. Nombre del P Tamario
Tipo iniciador Secuencia (5 23) (pb)
Forward LCO 1490 5'-CCTCAACAAATCATAAAGATATTGG -3°

710
Reverse HCO 2198 3-TAAACTTCAGCGGTGACCAAAAAATCA-5’

Cuadro 3. Mezcla de reaccion para la deteccion de D. suzukii

Reactivos Concentracion inicial Concentracion final Volumen (pL)

Buffer de PCR 10 X 1X 2.5
MgClz 50 mM 1.5 mM 0.75
dNTP 10 mM 0.2 mM 0.5
Forward 10 uM 0.4 uM 1
Reverse 10 pM 0.4 uM 1
Taq platinum 5 U/uL 0.05 U/uL 0.25
DNA 2
Agua grado biologia 17
molecular

Volumen total 25

Cuadro 4. Programa del termociclador

Etapa Tem?%;‘ tura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 60 s 1
Desnaturalizacion 94 30s
Anillamiento 45 90s 4
Extension 72 60s
Desnaturalizacion inicial 94 30s
Desnaturalizacion 51 90s 35
Anillamiento 72 60s
Extension 72 5 min 1
Conservacion 12 oo
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AVISO
La metodologia descrita en la presente ficha técnica para el diagnodstico de Drosophila
suzukii (Matsumura, 1931), tiene un sustento cientifico que respalda los resultados
obtenidos al aplicarlo. La incorrecta implementacion o variaciones en la metodologia
especificada pueden derivar en resultados no esperados por lo que es responsabilidad
del usuario seguir y aplicar el procedimiento de forma correcta.

Forma recomendada de citar:

SENASICA. Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria. 2021.
Ficha Técnica de Diagnodstico de: Drosophila suzukii. Tecamac, México: Autor.

Esta ficha técnica fue elaborada, revisada y validada por el Centro Nacional de
Referencia Fitosanitaria.
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