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A William Darwin Fox, 12 de junio de 1828
Viernes, 12

Querido Fox,

Me muero de ganas por tener a alguien con quien hablar de
insectos: mi dnica razén para escribir es la de quitarme un
gran peso de la cabeza, de modo que debes entender lo que
percibirds antes de llegar al final de esto: que estoy escribien-
do simplemente por mi propio placer y no el tuyo.

Charles Darwin.
Cartas de Charles Darwin (1825-1859).
Cambridge University Press. 1999.
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Most professional gardeners would be rather surprised to
hear that all these insect-pests are an essential part of the
world of life; that their destruction would be disastrous; and
that without them some of the most beautiful and enjoyable

of the living things around us would be either seriously
diminished in numbers or totally destroyed.

Alfred Russel Wallace. 7he World of Life.
Chapman and Hall. 1911.




1.1. El piojo rojo de California,
Aonidiella aurantii (Maskell)

1.1.1. Posicion taxonomica

El piojo rojo de California, Aonidiella aurantii (Maskell, 1878),
pertenece a la familia Diaspididae, superfamilia Coccoidea, suborden
Sternorrhyncha y orden Hemiptera. Los hemipteros son insectos provistos de
aparato bucal perforador-chupador, en el que las mandibulas y las maxilas,
transformadas en estiletes, se encuentran alojadas en el /abium, constituyendo
una especie de probdscide o pico, el cual se mantiene habitualmente en
posicion horizontal por debajo del cuerpo, cuando no se utiliza. Los
esternorrincos se caracterizan por salir el rostro por detrds de la cabeza, a la
altura de las coxas correspondientes a las patas anteriores, y por los tarsos de
uno a dos artejos (Gomez-Menor, 1955-56). Ademas, en todos los esternorrin-
cos, la penetracion de los estiletes es intercelular, accediendo a los liquidos
internos de las plantas vasculares de las que se alimentan (Nieto-Naftria, 1999).
En general, los Coccoidea presentan las siguientes caracteristicas: tarsos
uniarticulados y acabados en una uifia simple, dimorfismo sexual muy acusado,

cabeza y torax fusionados en las hembras, machos apteros o con un par de alas
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de forma redondeada y nerviacion desarrollada, mientras que las hembras son
siempre apteras (Goémez-Menor, 1955-56; Blay Goicoechea, 1993). La familia
Diaspididae se caracteriza por encontrarse la hembra adulta protegida por un
escudo formado por una o dos exuvias y un tejido de seda a su alrededor. La
hembra carece de patas, las antenas las tiene reducidas a tubérculos y el
abdomen presenta un niumero variable de segmentos fusionados, formando un
conjunto llamado pigidio. El macho posee ojos simples y el segundo par de
alas estd transformado en halterios, que terminan en un gancho caracteristico
(Goémez-Menor, 1937 y 1955-56).

La situacion taxonomica de Aonidiella aurantii (Maskell, 1878) seria,

por tanto, la siguiente:

Clase Insecta

Orden Hemiptera Linnaeus, 1758

Suborden Sternorrhyncha

Superfamilia Coccoidea Fallén, 1814

Familia Diaspididae Targioni-Tozzetti, 1868

Subfamilia Diaspidinae

Tribu Aspidiotini Atkinson, 1886

Subtribu Aspidiotina Atkinson, 1886

Grupo II (con parifisis o esclerosis)

Género Aonidiella Berlese & Leonardi, (1896)
Especie aurantii (Maskell, (1879))

Esta especie presenta las siguientes sinonimias: Aspidiotus aurantii
Maskell, 1878; Aspidiotus citri Comstock, 1881; Aspidiotus coccineus
Gennadius, 1881; Aonidia gennadii Targioni-Tozzetti, 1881; Aonidia aurantii
(Maskell) Targioni-Tozzetti, 1884; Aonidia aonidum Targioni-Tozzetti, 1884;
Chrysomphalus aurantii Cockerell, 1899; Chrysomphalus citri (Comstock)
Lindinger, 1935; Aonidiella coccineus (Gennadius) McKenzie, 1939, y
Chrysomphalus coccineus (Gennadius) Lindinger, 1949 (Leonardi, 1920;
McKenzie, 1938; Bodenheimer, 1951; Blay Goicoechea, 1993).
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El nombre vulgar de los diaspinos generalmente se refiere al aspecto
externo de las hembras. Aonidiella aurantii recibe el nombre de “piojo rojo de
California” en castellano, “poll roig de California” en valenciano, “cochenille
jaune” en francés, “escama roja de los citrus” en portugués y en paises
latinoamericanos, “lapillas” en canario, “cocciniglia rossa forte degli agrumi”
en italiano y “California red scale” en paises de habla angloamericana (Gémez-
Menor, 1937 y 1955-56; De Andrés-Cantero, 1975; Llorens-Climent, 1990).
En el caso de A. aurantii o piojo rojo de California, el apelativo rojo se debe a
que por transparencia se observa el color rojizo anaranjado del cuerpo. Los
machos, al ser alados, no fijos a la planta y con aspecto de diptero se les

denomina vulgarmente “mosquitos” (Goémez-Menor, 1937).

1.1.2. Antecedentes histéricos: origen y distribucién

Aonidiella aurantii fue originariamente descrita en Nueva Zelanda por
W. M. Maskell en 1878 bajo el nombre de Aspidiotus aurantii. Los especime-
nes descritos se encontraban infestando limones y naranjas importados a Nueva
Zelanda desde Sidney, Australia (McKenzie, 1938).

Si bien el género Aonidiella parece presentar una distribucion
cosmopolita, su centro de origen se hallaria en algin lugar de un area
comprendida entre el sureste de Asia continental y el sur del Tropico de Cancer
(DeBach, 1962). Su presencia en América, la region Mediterranea, las islas de
los mares del sur, Nueva Zelanda y también probablemente Australia, seria el
resultado de su posterior introduccion accidental (McKenzie, 1938). La mayor
parte de las plagas de diaspinos mdas importantes han alcanzado su actual
distribucion geografica debido a las actividades del hombre (Beardsley y
Gonzalez, 1975).

Desde el momento de su descripcion, A. aurantii ha sido detectada a lo
largo de todas las regiones tropicales y subtropicales, especialmente donde se
realizan plantaciones de citricos. Actualmente, el piojo rojo de California se
encuentra distribuido por todo el continente australiano y las islas del pacifico,
el continente americano a excepcion de la mitad norte, el Caribe, Sudafrica, la
cuenca mediterranea, India, Iran, Irak, Pakistan, Afganistan, el este de China e
Indochina y Japon (Leonardi, 1920; DeBach, 1962; Viggiani, 1988; CAB,
1996).
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Distribucion en la Peninsula Ibérica

Aonidiella aurantii fue citada por primera vez en la Peninsula Ibérica,
en Valencia, en el afio 1910 por Garcia Mercet. Su presencia en Espaiia tuvo
probablemente su origen en la importaciéon de alguna variedad de citrico
infestada con el diaspino. En 1911, Quayle indicaba su presencia en Espafia en

el mapa de distribucion que ofrecia de esta especie en uno de sus trabajos.

Lindinger en 1912 destac6 su aparicion, ya no s6lo en la Peninsula
Ibérica, sino también en Baleares (Blay Goicoechea, 1993), y en 1917 en las
Islas Canarias (Carnero Herndndez y Perez Guerra, 1986). Leonardi (1920) y
Lupo (1934) constataron su presencia a lo largo de la primera mitad del siglo:
Leonardi (1920) menciona que A. aurantii es una plaga importante del género
Citrus (especialmente de limoneros) en los paises del Mediterraneo oriental
(Egipto, Siria, Palestina y Grecia), pero sin olvidar otras regiones, como China,
Japon, Australia y América del Norte. De Espaiia, indicaba que, como en toda
la parte occidental de la cuenca mediterranea, esta especie era rara y no
causaba ningun dafio. En 1932, Gonzélez-Regueral no mencionaba al piojo
rojo de California entre los diaspinos importantes de ser combatidos ni
tampoco Silverio Planes, en 1936, el cual citaba a Chrysomphalus dictyospermi
(Morgan), Aspidiotus nerii (Bouché) (= hederae (Vallot)), Insulaspis gloverii
(Packard), Cornuaspis beckii (Newman) y Parlatoria ziziphi (Lucas), como las
plagas de importancia de los citricos en ese momento. En 1937, Gomez-Menor
nombraba a A. aurantii en su compendio sobre coccidos, pero sin hacer

mencion alguna al caracter agresivo citado en otros paises.

En 1943, Gomez-Clemente continuaba sin citar a 4. aurantii entre las
plagas de diaspino mas importantes que atacan a los agrios en la regién de
Levante. En un articulo posterior (Gomez-Clemente, 1951-52) apuntaba que de
todos los insectos plaga del naranjo y limonero en Espafa, los coccidos eran
los de mayor importancia econémica. No obstante, y tras estudiar todas las
especies que se encontraban en esos cultivos en la Comunidad Valenciana,
Murcia, provincia de Tarragona, Almeria y Mélaga, en ningin momento aludia

a A. aurantii.

Goémez Menor (1955-56) sefialaba que en Aspe (Alicante) se habia
descubierto la presencia de esta especie, pero de manera anecdotica sobre hojas

y frutos de Citrus limonium Risso, y sugeria que probablemente procediese de



INTRODUCCION

Marruecos. En muestreos posteriores realizados en la provincia de Valencia y
de Castellon tampoco se detecto la presencia de 4. aurantii siendo los coccidos
mas dafiinos para los citricos, en concreto en la provincia de Valencia, Saisettia
oleae (Olivier), C. beckii, Parlatoria pergandii (Comstock), Ch. dictyospermi
y Planococcus citri Risso (Carrero, 1979 y 1980; Melid y Blasco, 1980).

Carnero Hernandez y Pérez Guerra (1986) la localiza sobre limonero
(1977) y sobre mango (1984) en las Islas Canarias pero sin caracter de plaga.
También la encuentra en Madeira sobre membrillo. Blay Goicoechea (1993)
menciona que ha examinado material perteneciente a esta especie recogido en
Aspe en 1956, en el Jardin Botanico de Madrid en 1983 y en 1986 y en Las
Matas (Madrid) en 1989.

A pesar de su presencia en Espafia a lo largo de todo el siglo, no fue
hasta 1985 cuando se detectaron focos de gran virulencia que alcanzaron el
caracter de plaga en los valles de La Casella y La Murta, ubicados en el
término municipal de Alzira (Valencia), en la comarca de la Ribera (Rodrigo y
Garcia-Mari, 1990 y 1992; Alfaro et al., 1993 y 1999).

En Andalucia probablemente este caracter de plaga se presentd con
anterioridad, si bien se cree que se confundié con Ch. dictyospermi, especie
con una coloracion de escudo muy similar, a pesar de que ya se le atribuian
caracteristicas biologicas distintas en cuanto a agresividad y a distribucion en
el arbol (J.L. Ripollés, com. pers.). En 1986 y 1987 se detectaron en esta
comunidad focos importantes de 4. aurantii sobre todo en Sevilla, Huelva y
Cadiz (Alfaro-Lassala et al., 1993; Moner, 1994).

A partir de este momento, su presencia se fue extendiendo por las
comarcas citricolas del norte de Alicante (Marina Baixa y Alta), de Valencia
(fundamentalmente en su mitad sur y por el norte hasta Pucol) y practicamente
de toda Andalucia (Moner, 1994; Llorens-Climent, 1998; Alfaro et al., 1999).
En 1989, todavia no se habia detectado en la provincia de Castellon (Alfaro et
al., 1993), ni tampoco diez afios después (Alfaro et al., 1999). Moner (2000)
indica que en el 2000 se conocia la presencia de este diaspino en algunas

parcelas, pero careciendo de importancia econémica.

En la actualidad, A. aurantii se encuentra por todas las regiones

citricolas de Espafia en menor o mayor intensidad.
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1.1.3. Plantas hospedadoras

El piojo rojo de California es una especie polifaga (Beardsley y
Gonzalez, 1975), que ataca preferentemente a los citricos y, en particular, a las
plantas jovenes (hasta 10-12 afios), constituyendo los viveros una de las

principales vias de dispersion (Crouzel et al., 1973).

El limonero es la variedad de citrico mas susceptible de ser atacada,
seguida del naranjo amargo, pomelo, el grupo de las Valencia, de las Navel vy,
por ultimo, las mandarinas (Quayle, 1932; Koronéos, 1934; Cameron et al.,
1969; Habib et al., 1972; Cameron et al., 1975; VVAA, 1991). Habib et al.
(1972) indican que la susceptibilidad a la infestacion disminuye con el aumento
de las glandulas de aceite, tanto en hojas como en frutos de citricos, indepen-
dientemente de la cantidad de nitrégeno, fésforo e hidratos de carbono en las
hojas. Washington y Walker (1990) también observan cémo los estiletes al ser
introducidos evitan perforar las glandulas de aceite. Sin embargo, cuando las
plantaciones son jovenes, cualquier variedad puede verse afectada gravemente
(Bodenheimer, 1951).

Ademas de todas las variedades de citricos, las plantas que se
encuentran alrededor de los citricos a menudo se ven sujetas a su ataque. Desde
especies vegetales de consumo como el manzano, peral, granado, algarrobo,
uva, morera, olivo, membrillo, ciruelo, aguacate, higuera, nogal, achicoria y
pistacho, etc., a ornamentales, como son la mayor parte de las especies
pertenecientes al género de las rosaceas, distintas especies del género Solanum,
el ricino, el laurel ornamental (Malosma laurina (Nutt.) Abrams), el sauce,
eucalipto, boj, agave, el género Quercus, el acebo Ilex aquifolium L., el tung
Aleurites fordii Hemsl, el ligustro, el laurel, el género Camelia, Chorisia sp., el
alcanforero Cinnamomun camphora (L.), el cinamomo Melia azedarach L., el
género Yucca, y distintas especies de palmeras, ademas de la Thuja orientalis
L., la flor de pascua Euphorbia pulcherrima Willd., Evonymus japonicus L.,
Althaea sp., y la adelfa Nerium oleander L., entre otras muchas (Quayle, 1911;
Leonardi, 1920; Quayle, 1932 y 1941; Koronéos, 1934; Crouzel et al., 1973;
VVAA, 1991).

En Espana se ha localizado en practicamente todas las especies de

citricos (Blay Goicoechea, 1993). También se ha encontrado en olivo (De
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Andrés-Cantero, 1975), mango (Carnero Hernadndez y Pérez Guerra, 1986),
rosal, nogal y algarrobo (observacion personal). Probablemente esta plaga se
encuentre en muchas de las plantas mencionadas con anterioridad, sin embargo
hasta la fecha no se ha realizado ningun estudio para acotar su rango de plantas

hospedadoras en nuestra latitud.

Ademas de su polifagia, 4. aurantii es una especie eurimera, es decir,
que puede alimentarse de distintas partes de las plantas hospedadoras, a
excepcion de las raices (Beardsley y Gonzalez, 1975). Si bien, y en el caso de
los citricos, prefiere el fruto seguido de ramas verdes y hojas (Carroll y Luck,
1984b; Hare et al., 1990). El 6rgano de la planta atacado puede afectar a las
caracteristicas morfoldgicas de la cochinilla (tamafio del escudo y del cuerpo),
ademas de a la fecundidad, velocidad de desarrollo y supervivencia de los
estados inmaduros (Praloran, 1971; Willard, 1972; Atkinson, 1977; Carroll y
Luck, 1984a; Luck y Podoler, 1985; Walde et al., 1989; Hare et al., 1990; Hare
y Luck, 1991).

1.1.4. Importancia econémica del piojo rojo de California

Desde el momento de su descripcion, e incluso antes de ella, el piojo
rojo de California ha sido considerado como una de las plagas mas importantes
en la mayor parte de los paises del mundo donde se comercializan los citricos
(Quayle, 1911 y 1932; Watson y Berger, 1932; Bodenheimer, 1951; Ebeling,
1959; Compere, 1961; Tashiro y Beavers, 1968; Praloran, 1971; Delucchi,
1975; Talhouk, 1975; Bedford, 1998).

En 1911, Quayle indicaba que ninguna cochinilla en California atacaba
de manera tan rapida y permanente como A. aurantii, infestando todas las
partes del arbol, incluyendo hojas, frutos, ramas y tronco. En un estudio
realizado en 1975 sobre 144 plagas de citricos y en los 34 paises productores,
A. aurantii era la plaga mas importante desde una valoracion mundial, por
delante de la mosca del mediterraneo, Ceratitis capitata (Wiedemann), y la
sexta en extension (Talhouk, 1975). En un andlisis de las plagas en la region
del oeste paleartico realizado en 1995 se indicaba que A. aurantii seguia siendo
el principal problema entomoldgico, seguido de C. capitata y del acaro

Panonychus citri (McGregor) (Vacante y Tropea, 1995).
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Esta cochinilla se considera plaga principalmente por dos motivos:

— Por la capacidad de danar fisicamente al 4rbol y reducir las cosechas si

se presenta en grandes niimeros.

— Por la tolerancia cero en el mercado de la presencia de diaspinos en la
fruta fresca, por lo que incluso una ligera infestacion puede provocar

un descenso significativo de su valoracion.

Ademas, esta especie genera pérdidas econdmicas importantes a los
agricultores no solo debido a la dificultad de comercializar los frutos con la
presencia de escudos en su superficie, sino también debido a su complicado
control asociado a su morfologia y a la facilidad con la que se reproducen. Una
unica hembra gravida puede ser la responsable del inicio de una infestacion
(Beardsley y Gonzélez, 1975).

En Espaiia, el tinico estudio econdomico realizado hasta el momento del
coste que supone A. aurantii se llevo a cabo durante la campaia citricola 2000-
2001. Entonces los dafios evaluados ascendieron a 18 millones de euros (3.000
millones de pesetas) de pérdidas, cifra a la que se afadian los mas de 42
millones de euros (7.000 millones de pesetas) que supusieron los tratamientos

fitosanitarios extras que se realizaron para su control (FECOAV, 2001).

Daiio en la planta

El dafio en la planta es doble: por un lado, un dafo directo causado por
la succion de la savia del vegetal y, por otro lado, indirecto debido al prejuicio
estético que supone su presencia en el fruto y que implica destrios importantes

por pérdida de calidad comercial.

Su ataque inicial se centra en las ramas donde se multiplica
rapidamente llegando a recubrir toda la superficie (figura 1.1). En casos de
fuerte infestacion se producen secas de ramas debido por un lado a la
extraccion de la savia de la planta (que implica la destruccién de células
corticales) (Washington y Walker, 1990), al mismo tiempo que inyecta una
saliva toxica (Ebeling, 1959) que provoca una reduccion en el crecimiento y en
el vigor, una destruccion fisica de los tejidos del hospedador que causa
deformaciones, ademas de alteraciones en su fisiologia y bioquimica, y un
incremento en la susceptibilidad frente a otros agentes destructivos como las

heladas, enfermedades y otros insectos (Quayle, 1932; Bodenheimer, 1951;
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Ebeling, 1959; Praloran, 1971; Crouzel et al., 1973; Beardsley y Gonzalez,
1975; Bedford, 1998).

L8

Figura 1.1. Presencia de A. aurantii en rama de citricos.

El dafio en las hojas se observa sobre todo en hojas jovenes debido a la
aparicion de manchas clordticas alrededor de la cochinilla como consecuencia
del efecto de la saliva toxica sobre la clorofila de las hojas (figura 1.2)
(Ebeling, 1959; Washington y Walker, 1990). Cuando las concentraciones son
elevadas, las hojas se secan y caen provocando fuertes defoliaciones. Este dafio
es sobre todo importante en plantaciones jovenes, y especialmente en las
nuevas brotaciones, debido a que estas defoliaciones detienen el crecimiento y
el futuro desarrollo del arbol puede verse afectado, llegando incluso a matar el
planton (Quayle, 1911 y 1932; Bodenheimer, 1951; Ebeling, 1959; Praloran,
1971; Crouzel et al., 1973; Beardsley y Gonzalez, 1975; Bedford, 1998).

Figura 1.2. Presencia de A. aurantii en hojas de citricos.

El dafio en el fruto se debe mas a un efecto indirecto. La presencia del
escudo en la superficie del fruto, incluso en un nimero reducido, provoca que

la cosecha afectada se destine a destrio y se dificulte la exportacion (figura
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1.3). En casos de fuerte infestacion se puede producir la caida del fruto, que si
bien no supone ningun problema en la cosecha actual si que puede llegar a ser
un problema si las ramas se encuentran densamente afectadas por la plaga. El
numero elevado de escudos en rama puede provocar que la cosecha siguiente
no se desarrolle normalmente, obteniendo frutos de menor tamafio y de baja
calidad. Ademas si bien el dafio no es tan llamativo como en P. pergandii o C.
beckii, el color del fruto también puede verse afectado al presentar manchas de
color marrén verdoso una vez el fruto ha alcanzado la madurez (Quayle, 1932;
Bodenheimer, 1951; Ebeling, 1959; Praloran, 1971; Crouzel et al., 1973;
Beardsley y Gonzélez, 1975; Bedford, 1998).

Figura 1.3. Frutos de citricos con presencia de escudos de A. aurantii en su
superficie.

Ademas se ha observado que el ataque es mdas agresivo en arboles
vigorosos y sanos; a medida que la salud del arbol va decreciendo, el ataque
disminuye llegando a no encontrarse escudos (o muy pocos) cuando el arbol

esta proximo a la muerte (Bodenheimer, 1951).

Sin embargo, todo el dafo se debe a la alimentacion ya que no excreta
ningun tipo de melaza (Quayle, 1932). Esta caracteristica la diferencia de otros
hemipteros y es una consecuencia del tipo de alimentacion intracelular,
fundamentalmente del tejido parénquimatico asociado con los sustratos sobre
los cuales se asienta (tejido del mesofilo en las hojas, tejido del cortex en la
corteza y del flavedo en los frutos) (Washington y Walker, 1990). Los lugares
en los que se alimenta a menudo se encuentran asociados con depresiones,
decoloraciones y otras distorsiones en los tejidos del hospedador, como ruptura
de hojas (Beardsley y Gonzalez, 1975).
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1.1.5. Morfologia y desarrollo

Morfologia

Los adultos de los diaspinos presentan un marcado dimorfismo sexual,
con el macho alado y movil, y la hembra é&ptera y, tras fijarse al sustrato, sésil
(Gullan y Kosztarab, 1997). La clasificacion actual de los diaspinos se basa

fundamentalmente en las caracteristicas morfoldgicas de la hembra adulta.

La caracteristica mas notable de los diaspinos es la presencia de una
cubierta protectora, generalmente llamada escudo, que representa el tipo mas
elaborado de estructura de proteccion encontrada entre las cochinillas y que
tiene la funcion de proteger al insecto frente a las agresiones fisicas y quimicas
del medio ambiente (Gonzalez-Regueral, 1932; Watson y Berger, 1932; Foldi,
1990a). El escudo estd compuesto de material secretado por las glandulas del
cuerpo del insecto (fundamentalmente las del pigidio) y por las exuvias, que se
incorporan al escudo, junto a los pequefios fragmentos de residuos que puedan
descubrir por la superficie de la planta (Dickson, 1951). El escudo, al ser un
producto del insecto y no una parte de €l, se puede eliminar sin causar ningin
dafio a la cochinilla, sin embargo, sin esta cubierta el insecto moriria por
deshidratacion (Foldi, 1990a). Este escudo, a pesar de ser lo suficientemente
translicido como para poder observar el cuerpo del insecto, presenta unas
propiedades fisicas de dureza e impermeabilidad que constituyen una barrera
eficaz contra los productos toxicos de contacto, de ahi la dificultad encontrada
en el control quimico de esta especie (Dickson, 1951). Del amplio listado de
insecticidas disponibles, so6lo aquéllos que presentan cierta lipofilia tienen
alguna posibilidad de ser absorbidos por el escudo (Foldi, 1990a). No obstante,
debido al método un tanto aleatorio de la deposicion del material al formar la
cubierta, el escudo es mas fino en su borde que en cualquier otra parte, al no
depositarse tanto material. Esta fina porcion serd utilizada por las larvas

moviles para salir de debajo de la madre (Dickson, 1951).

El escudo de la hembra se forma durante los tres estados sucesivos que
se corresponden con el ciclo de desarrollo de la hembra, mientras que el escudo
del macho se forma tan sélo durante los dos primeros estados larvarios. No hay
formacion del escudo durante la fase de prepupa y pupa; por esta razén, solo la

exuvia del primer estado se incorpora a la cubierta.

— 13—
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Ademas del escudo dorsal, 4. aurantii presenta un fino velo ventral
elaborado con secreciones céreas ventrales y residuos de la region ventral de la
exuvia. Este velo se observa sobre todo en A. aurantii, mientras que no se da en
Ch. dictyospermi. Esta ausencia de velo, junto a otros caracteres morfologicos,
se utiliza para diferenciar estas dos especies cuando alcanzan el estado de
hembra reproductora (Alfaro-Lassala et al., 1993).

El escudo muestra un claro dimorfismo sexual en los diaspinos. En 4.
aurantii, el escudo del macho es mas pequefio que el de la hembra y normal-
mente tiene una forma oval alargada, un poco convexa; mientras que la hembra
es circular o casi circular (figura 1.4) (Leonardi, 1920). La coloracion del
escudo de la hembra es amarillo terroso, con una gran mancha rojiza en su
mitad al observarse por transparencia el cuerpo de la cochinilla (Leonardi,
1920). El tamafio del escudo de la hembra adulta es de aproximadamente 2 mm
de didmetro, si bien varia en funciéon de la planta hospedadora (Hare et al.,
1990; Hare y Luck, 1991) o de la parte de la planta atacada sobre la cual se esta
desarrollando (Praloran, 1971; Carroll y Luck, 1984a; Luck y Podoler, 1985;
Walde et al., 1989; Hare et al., 1990; Hare y Luck, 1991). En el caso del
macho, el color del escudo es semejante al de la hembra, pero en comparacion
un poco mas claro, y mide de 1 a 2 mm de longitud (Leonardi, 1920; Bedford,
1998).

Figura 1.4. Dimorfismo sexual presente en el escudo de los diaspinos. A la
izquierda escudo de la hembra y a la derecha, escudos de varios machos de A.
aurantii.

Las exuvias se encuentran recubiertas por las distintas secreciones

procedentes de las glandulas céreas y son de un color amarillento ocraceo. Las

14—
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dos exuvias de la hembra se sitian en posicion central, mientras que en el

macho quedan desplazadas a una posicion lateral (Leonardi, 1920).

Desarrollo

Los estados de desarrollo en la familia Diaspididae difieren en los
machos y en las hembras. La hembra de 4. aurantii pasa a través de tres
estados y el macho a través de cinco; cada estado se encuentra separado por
una muda. Por lo tanto, las hembras de los diaspinos mudan dos veces antes de
alcanzar el estado adulto, mientras que el macho realiza cuatro mudas (Foldi,
1990b; Koteja, 1990). Durante las dos mudas de las hembras (la primera en el
caso de los machos), y el periodo de gravidez y de produccion de larvas, el
cuerpo de la cochinilla y el escudo se unen de manera que éste Gltimo no puede
ser levantado sin alzar al mismo tiempo el cuerpo del insecto. Entre las mudas,
y hasta justo después de la fecundacion, el escudo se puede levantar, dejando al
insecto libre unido firmemente al vegetal (Quayle, 1932). Este hecho es muy
importante cuando se estudia el control biologico ejercido por especies del
género Aphytis, ya que estos parasitoides requieren de un espacio fisico entre el
escudo y el cuerpo de la cochinilla para depositar los huevos.

En la hembra se pueden reconocer dos estados larvarios y un estado
adulto o imago, mientras que en el macho se reconocen dos estados larvarios,
dos estados pupales (prepupa y pupa) y un adulto. Clasicamente, para referirse
a los estados de desarrollo de las cochinillas se habla de larva o ninfa para los
estados del macho y de la hembra en los que se alimenta, y prepupa y pupa al
tercer y cuarto estado del macho durante los cuales no se alimenta (estados de
transformacion) (Koteja, 1990).

Primer estado larvario

El ciclo biolégico de A. aurantii se inicia con la “larva movil”,
denominada en inglés “crawler”, que junto con el macho adulto, constituyen
los dos unicos estados de desarrollo de los diaspinos capaces de desplazarse
(figura 1.5). Dado su caracter ovoviviparo (Dickson, 1951), rara vez se observa
el huevo, de color amarillo palido. La larva mévil, de color amarillo-limoén

claro, tiene ojos, antenas y patas, y tan pronto como abandona el escudo de la

— 15—
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madre inicia la busqueda de un lugar adecuado para fijarse. Una vez lo
encuentra, pliega las patas debajo del cuerpo y se aplana, inserta el estilete en
el tejido de la planta y empieza a alimentarse (Dickson, 1951). La mayor parte
de las larvas se fijaran entre el dia de la emergencia y el dia siguiente (Quayle,
1911; Willard, 1973). Una vez se fijado, cualquier cambio en el lugar de
alimentacion puede causar la muerte de la larva y por tanto la posicion
escogida por la larva moévil serd el lugar permanente para la hembra, mientras
que sera abandonado por el macho adulto (Koteja, 1990). La larva movil mide

0,230 mm de longitud y 0,180 mm de anchura.

Figura 1.5. Larva mévil de A. aurantii (indicada con la flecha).

La secrecion de la cubierta se inicia tan pronto como la larva inserta
sus piezas bucales en la planta y comienza a alimentarse (Quayle, 1911). Las
glandulas marginales laterodorsales y las glandulas tegumentarias del pigidio
comienzan a secretar unos filamentos finos, flexibles y blanquecinos de manera
continua, que al unirse forman una cubierta con aspecto algodonoso que
recubre la parte dorsal del cuerpo. Tras media hora desde el inicio de la
secrecion, la larva empieza a pivotar con movimientos lentos y oscilatorios
alrededor del punto donde se encuentran anclados los estiletes, utilizando sus
patas y el pigidio. Mediante esos movimientos y con la ayuda de las estructuras
pigidiales, la secrecion toma la forma de un perfecto disco (Foldi, 1990b) que
en 24 horas tiene el aspecto de una caperuza blanca algodonosa que da nombre
al estado de “gorrita blanca” o “whitecap” (Dickson, 1951; Tashiro y Beavers,
1968) (figura 1.6).
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Figura 1.6. Estado de gorrita blanca de A. aurantii.

Tan pronto como se forma la cubierta blanca, se inicia una descarga
discontinua de una sustancia liquida originada en los tubos de Malpighi que se
distribuye gracias a los movimientos oscilatorios del cuerpo del insecto. Este
liquido se endurece rapidamente y cementa los filamentos a lo largo de una
banda circular submarginal. El primer estado ya establecido empieza a crecer y
a secretar mas filamentos que se anaden al borde del escudo a medida que se
van cementando juntos. De esta manera, la “gorrita” empieza gradualmente a
alargarse y a hacerse mas convexa (Foldi, 1990b). Después de 4 a 6 dias, el
aspecto algodonoso del escudo da paso a un escudo de color oscuro de forma
circular y con una prominencia central que confiere el nombre al estado y que
se denomina estado de “pezon” o “nipple” (figura 1.7). La cubierta de este
primer estado esta formada sélo por filamentos que se van uniendo gracias al

liquido anal. En este primer estado no se pueden apreciar diferencias entre los

dos sexos.

Figura 1.7. Estado de pezén de A. awurantii. A la izquierda, vista dorsal del
escudo. A la derecha, aspecto del cuerpo de la cochinilla en este estado.

El primer estado larvario lo constituyen, por tanto, la larva movil, el

estado de gorrita blanca y el estado de pezon.
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Una vez ha alcanzado un determinado tamafio, la larva cesa de
alimentarse y, sin retraer los estiletes del hospedador, atraviesa una serie de
cambios morfogenéticos. Los mas obvios en la morfologia externa se
corresponden con la reduccion de las antenas a unos pequefios tubérculos, la
completa reduccion de las patas y la aparicion de nuevas glandulas
tegumentarias. Durante este periodo de muda, el cuerpo de la hembra estd
firmemente adherido al escudo. El interior del cuerpo es acuoso mientras que el
tegumento esta endurecido y al mismo tiempo es muy fragil (Quayle, 1911). La
muda se inicia con la ruptura de la cuticula ventral en el extremo final de la
parte anterior y en los margenes (Quayle, 1911; Koteja, 1990). La parte dorsal,
que se ha endurecido mas que la ventral, se incorpora a la superficie interior
del escudo en una posicion central, mientras que la fina cuticula ventral
permanece bajo del cuerpo del insecto (Dickson, 1951; Foldi, 1990b). Durante
la muda el insecto no se alimenta y, por tanto, es menos susceptible a la accion
de insecticidas sistémicos (Foldi, 1990b) (figura 1.8).

Figura 1.8. Aspecto dorsal (izquierda) y ventral (derecha) de la primera muda
de A. aurantii.

Después de la muda, el insecto se vuelve definitivamente apodo y sus
movimientos circulares son sélo debidos a las contracciones del cuerpo; la
disposicion de los filamentos se asegura gracias al pigidio y a sus apéndices
(Foldi, 1990D).

Segundo estado larvario

Tras la muda, la cochinilla continta alimentdndose y creciendo a
medida que va afiadiendo filamentos al extremo de la cubierta. La exuvia del

primer estado larvario no es visible porque se encuentra recubierta con
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filamentos. La cubierta circular a medida que va aumentando en extension se

vuelve mas aplanada (Foldi, 1990a).

Al final del segundo estado larvario es posible diferenciar los dos
sexos. El macho desarrolla ojos dorsales y ventrales, que se pueden observar
facilmente a través del escudo a partir del decimocuarto dia desde la formaciéon
del estado de gorrita blanca (Tashiro y Beavers, 1968; Koteja, 1990) (figura
1.9). El extremo del abdomen se redondea. El escudo, que al principio es
circular, se va alargando a medida que el cuerpo del macho va creciendo en
tamafio. Como consecuencia de este crecimiento, la cubierta de los primeros
estados y la primera exuvia quedan de manera submarginal (Foldi, 1990b). El
escudo del macho alcanza su forma definitiva y tamafio en este segundo estado.
Esta cubierta protectora producida por el segundo estado larvario sera utilizada
por los estados de prepupa, pupa y adulto. La exuvia del segundo estado, de la
prepupa y de la pupa puede ser eliminada a través de una region del escudo
menos adherida al sustrato o puede quedar debajo del escudo. A diferencia del
macho, el segundo estado larvario hembra no desarrollard ojos, el cuerpo

presentara un aspecto periforme y el escudo serd mas redondeado (figura 1.9).

et

Figura 1.9. Segundo estado larvario hembra (izquierda) y macho (derecha) de

A. aurantii.

En la hembra, tan pronto como la cubierta se ha extendido lo suficiente
como para acomodar el tamafio total del segundo estado, la construccion cesa.
El cuerpo del insecto entonces crece hasta que practicamente ocupa el espacio
de la cubierta, se adhiere a ésta y muda por segunda vez (Dickson, 1951)
(figura 1.10). El dorso, al igual que sucedia durante la primera muda, empieza
a adquirir una pigmentacion rojiza y se endurece. Tras la ruptura de la cuticula,
la region dorsal de la segunda muda se incorpora de nuevo a la region central

de la cubierta debajo de la primera exuvia.
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Para la hembra ésta sera la ultima metamorfosis y muda, de modo que
tras ella apareceran los caracteres del adulto, mientras que el macho aln

atravesara dos mudas mas (Koteja, 1990).

Figura 1.10. Segunda muda de la hembra de A. aurantii. A la izquierda, vista
dorsal de dos cochinillas en este estado y a la derecha, aspecto ventral.

Estado de hembra joven o hembra virgen

Después de la segunda muda, la hembra joven, ya adulta, continia
alimentandose de los tejidos de la planta y secretando filamentos por las
glandulas pigidiales. El escudo y el cuerpo se extienden de nuevo, esta vez para
adquirir su tamafo definitivo. El borde de la nueva cubierta cérea es muy
delgado y fino y presenta un caracteristico color grisaceo que le confiere el
nombre en inglés de “Grey adult stage of female”. Este margen grisaceo

aparece tanto en el segundo estado larvario como en la hembra joven.

La hembra desde el momento en que se inicia la formacion del margen
gris, se encuentra receptiva a los machos. Esta hembra atn sin fecundar se

denomina “hembra joven o hembra virgen” (figura 1.11).

Figura 1.11. Hembra joven de A. awrantii. A la izquierda, vista dorsal del
escudo y a la derecha, aspecto del cuerpo de la hembra joven.
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El pigidio de la hembra virgen se extiende posteriormente a los 16bulos
toracicos y puede ser proyectado hasta el mismo borde del escudo, e incluso en

algunos casos llegarlo a sacar mas alla del escudo.

La forma del cuerpo es casi periforme, presentando la region
cefalotoracica muy desarrollada en relacion con la abdominal, que es conica y
mucho mas estrecha y termina con los angulos postero-laterales prominentes,
dentiformes, y con una escotadura redondeada. En este estado el insecto es mas
largo que ancho y presenta una coloracion amarillenta con la epidermis blanda.

La longitud es de 1 a 1,25 mm y la anchura de 0,9 a | mm.

Estado de hembra gravida

A las 24 horas de la inseminacion, el pigidio se va retrayendo de
manera gradual e irreversible quedando lejos del alcance de los machos; a los
tres dias siguientes, la retraccion total del pigidio ofrece la tipica forma
reniforme con los 16bulos toracicos laterales extendiéndose posteriormente al
pigidio (Tashiro y Beavers, 1968; Tashiro y Moffitt, 1968). Esta forma circular
es la tipica del género Aonidiella (Dickson, 1951). La longitud es de 0,9 mm y

la anchura de 1,5 mm.

Después de la inseminacion, el cuerpo de la hembra se vuelve a unir
por tercera vez al escudo y se vuelve mas rechoncho y turgente al mismo
tiempo que tiene lugar el espesamiento del dermoesqueleto, el cual se va
haciendo cada vez mas robusto y duro, y, de este modo, pasa del color
amarillento a un pardo rojizo e incluso a un rojo mas o menos acentuado. La
rotacion de la hembra cesa y se forma un velo ventral, transparente y
membranoso constituido por las secreciones de las glandulas pigidiales
ventrales y, en algunas ocasiones, también por la incorporacion de fragmentos
de la exuvia ventral. Una vez ha finalizado su crecimiento, la fraccion del
escudo que enfrenta al pigidio queda suelta del sustrato vegetal para permitir la
salida de las larvas moviles (Foldi, 1990a). Esta hembra ya fecundada se
denomina “hembra gravida” o “mature or gravid female” en inglés (figura
1.12).

Las hembras que no son inseminadas en un determinado periodo de
tiempo, dejan de crecer, pueden abandonar el escudo y secretar productos de

cera anormales a medida que degeneran los ovariolos (Koteja, 1990).
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Figura 1.12. Hembra grdvida de A. aurantii. Vista dorsal del escudo en el que
se puede observar por transparencia la forma arrifionada caracteristica del
cuerpo.

Estado de hembra reproductora o de hembra con larvas

Cuando comienza la produccion de larvas, las nuevas larvas moéviles
pueden permanecer hasta un dia o dos debajo de la cubierta de la hembra antes
de iniciar la migracion (Tashiro y Moffitt, 1968). Esta hembra con la presencia
de larvas bajo el escudo se denomina “hembra reproductora o hembra con
larvas” (figura 1.13).

Figura 1.13. Hembra reproductora de A. aurantii.

Desarrollo del macho

Al final del segundo estado larvario y tras el desarrollo de ojos
dorsales y ventrales, se inicia la formacion de los esbozos de las antenas, de las

patas, de las alas y de la cubierta peneal, mientras que las piezas bucales y las
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glandulas del tegumento se reducen (Koteja, 1990). Las transformaciones
morfogenéticas empezadas al final de este segundo estado larvario se contintian
en el tercer estado denominado “Prepupa” y en el cuarto estado denominado
“Pupa’ (figura 1.14). Los esbozos de los apéndices son mayores en la pupa que
en la prepupa, pero aparte de ello no se observan cambios morfogenéticos
esenciales. Tales cambios pueden percibirse durante la metamorfosis de la
pupa en la estructura del térax y en la genitalia externa. Tras la cuarta muda, el
“macho adulto” emerge con un cuerpo endeble, falto de piezas bucales pero
con las patas, alas y antenas bien desarrolladas (Leonardi, 1920; Koteja, 1990)
(figura 1.15). El color del cuerpo es anaranjado, a excepcion de las antenas, el

estilo, las patas y la mancha toracica que son pardas. Los ojos son de color

violeta. Su longitud rara vez supera el milimetro, excluyendo el segmento
genital (Leonardi, 1920).

Figura 1.14. Estado de prepupa (izquierda) y pupa (derecha) del macho de A.

aurantii.

Figura 1.15. Macho adulto alado de A. aurantii.
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En la figura 1.16 se representa de manera esquemadtica el ciclo

completo de desarrollo de A. aurantii.

o 20 estado 22 muda hembra hembra
1¢* estado larvario joven gravida
hembra

hembra Estado

reproductora de @
gorrita
blanca

5O ‘ @

larva Estado
mévil de
pezén . da

20 estado  prepupa pupa macho
larvario adulto
macho

Figura 1.16. Ciclo completo de A. aurantii. (Modificado de Forster et al.,
1995).

1.1.6. Biologia y ecologia

La reproduccion de A. aurantii es obligatoriamente sexual, siendo
imprescindible la presencia del macho para la fecundacion de la hembra (Nel,
1933). La fecundacion tiene lugar en el estado de hembra joven y por ello, el
crecimiento y desarrollo entre los dos sexos est4 correlacionado. El desarrollo
de la prepupa en los machos coincide con la segunda y ultima muda de la
hembra, y el paso a pupa con la finalizacion de la segunda muda de las
hembras. Con el paso a adulto alado de los machos, el margen gris de la
hembra incrementa en longitud rapidamente indicando que se encuentran
receptivas para la inseminacion del macho (Tashiro y Beavers, 1968). Las
hembras virgenes empiezan a ser atractivas para el macho desde el momento en
que se vislumbra el inicio del margen gris hasta 84 dias después, siendo sin
embargo mas atractivas durante las dos primeras semanas desde el principio de

la formacion de dicho margen gris. La hembra libera una feromona que atrae al
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macho para facilitar la copula, pudiendo ser fecundada hasta ocho veces por el
mismo o diferente macho, pero sin que ello influya en la capacidad reproduc-
tiva. Ni la edad del macho (hasta 4 horas después de la emergencia) ni la
abundancia de hembras se ha observado que afecte a la capacidad de copula del
macho (Tashiro y Moffitt, 1968).

Las hembras son ovoviviparas. Los huevos, practicamente desarrolla-
dos, eclosionan en su interior, emergiendo las larvas moviles en el momento de
la puesta (Tashiro y Moffitt, 1968).

Las poblaciones de A. aurantii pueden verse afectadas por factores
abidticos (principalmente temperatura y humedad) y bidticos (tejido vegetal

sobre el cual se desarrollan o variedad de planta hospedadora).

Factores abioticos

La temperatura afecta a la fecundidad, duracion del ciclo biolégico y
longevidad de A. aurantii. Tashiro y Ebeling (1968) encontraron que a 25 °C 'y
con una humedad relativa del 70%, la produccion total de larvas por hembra
rondaba entre 102 y 479, con una media de 352 larvas por hembra. Willard
(1972) observo que a 30 °C se producian 267 larvas de media frente a las 45,6
larvas a 15 °C. Ebeling (1959) da unos valores de 73 larvas por hembra
mientras que Nel (1933) habla de 150 a 28 °C y Bourijate y Bonafonte (1982)
de 221 larvas por hembra. Willard (1972) observd que a 35 °C, A. aurantii
presentaba las mayores tasas de fecundidad, situdndose su rango Optimo de
temperaturas entre 25-35 °C, mientras que los umbrales minimos y méaximos se

encontrarian alrededor de los 10 y los 40 °C.

Willard (1972) estudi6 el efecto de cuatro temperaturas en el desarrollo
de A. aurantii y observo que las bajas temperaturas alargaban la duracion del
desarrollo: a 29 °C la hembra completaba su desarrollo en 44,3 dias y los
machos en 25,2 dias, mientras que si la temperatura descendia hasta 15 °C, las
hembras tardaban 209 dias y 149 dias los machos, ademas de presentar unas
mortalidades mas elevadas. Yu (1986) estimé que, en condiciones de laborato-
rio y con una temperatura de 26,7 °C, desde que emergian las larvas hasta que
las nuevas hembras empezaban a producir nuevas larvas, transcurrian

aproximadamente 40 dias, mientras que los machos aparecian al vigésimo
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tercer dia desde que se fijaban. Y obtuvo la misma duracidon cuando sometia a
las larvas a las temperaturas fluctuantes del campo en tres momentos determi-
nados entre mayo y julio. Munger y Cressman (1948) tampoco encontraron
diferencias en la velocidad de desarrollo entre temperaturas fluctuantes o
constantes. Tashiro y Beavers (1968) detectaron los primeros machos a los 23
dias a una temperatura de 25 °C y una humedad relativa del 70%, mientras que
Quayle (1932) estim6 un periodo ligeramente superior en invernadero (28 dias
desde la fijacion de las larvas) para la aparicion de los machos, transcurriendo
42 dias hasta que se observaban las primeras larvas moviles. Cuando el tiempo
era mas frio podian pasar hasta 150 dias hasta darse la aparicion de las

primeras larvas.

Las temperaturas elevadas, propias del verano, son ademas
responsables de una disminucion en el tamafio del cuerpo de la cochinilla (Yu,
1986; Yuy Luck, 1988; Hare et al., 1990).

La longevidad de la hembra se calcula que es de 4 a 5 meses, mientras
que si no son fertilizadas pueden llegar a vivir incluso periodos superiores a 6
meses (Bodenheimer, 1951). La longevidad de los machos adultos, en condi-
ciones de laboratorio, oscila entre las 14 y 28 horas a 25 °C o0 42 horas a 10 °C,
en condiciones de oscuridad (Tashiro y Beavers, 1968). A 40 °C, la mortalidad
empieza una hora después de la emergencia, mientras que a 15 °C viven hasta
29 horas (Yan y Isman, 1986). La longevidad no se ve afectada por la presencia
o la ausencia de las hembras (Tashiro y Beavers, 1968). El pico de emergencia
de los machos se sitiia al final de la tarde y puede llegar a cesar en condiciones

de semioscuridad (Tashiro y Beavers, 1968; Yan y Isman, 1986).

Los estados en crecimiento y la hembra gravida son los estados mas
tolerantes al frio (Mc Laren, 1971; Mc Laren y Buchanan, 1973; Abdelrahman,
1974b; Rodrigo y Garcia-Mari, 1992). En otofio se encuentra una mezcla de
todos los estados, pero con la llegada del invierno la mayor parte de los estados
mueren, excepto los indicados anteriormente, homogeneizandose las poblacio-
nes. La hembra joven inverna en estado virgen o de hembra gravida siempre y
cuando haya sido fecundada con anterioridad. Con respecto al calor se observa
que los estados en crecimiento y la hembra gravida son los mas tolerantes

seguidos de las larvas moéviles y el estado de pupa (Abdelrahman, 1974b).
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Bodenheimer (1951) observd que en el campo el porcentaje de sexos
variaba en funcion de la época del afio, obteniéndose mas machos (60%) en
junio y julio y mas hembras de enero a mayo, mientras que en laboratorio
rond6 el 50%. Exposiciones a temperaturas de 15 °C, junto a un retraso en la
fecundacion de la hembra, provocaba un desvio en la proporcion de sexos,
llegando a obtenerse hasta un 80% de machos cuando la hembra tenia 40 dias
de edad (Bourijate y Bonafonte, 1982).

La temperatura y la humedad se consideran los principales factores
reguladores del nimero de generaciones de cochinilla que se dan por afio,
variando substancialmente entre las diferentes regiones, pero oscilando por lo
general entre dos y seis (Beardsley y Gonzélez, 1975). En California esta
cochinilla presenta de media tres generaciones al afio e incluso puede darse una
cuarta (Ebeling, 1959; Carroll y Luck, 1984a; VVAA, 1991). En Marruecos (EI
Kaoutari, 2004), Creta (Alexandrakis, 1983) y Uruguay (Asplanato, 2000),
también se observan tres generaciones. En distintas regiones de Israel se han
descrito de tres a seis generaciones (Sternlicht et al., 1981). En las regiones
mas calidas y secas de Queensland (Australia) puede alcanzar hasta seis
(Bodenheimer, 1951). El maximo se encuentra en Sudafrica donde se pueden

dar desde cuatro hasta siete generaciones (Bedford, 1998).

En la Comunidad Valenciana se observan tres generaciones, con un
maximo de inmaduros a finales de mayo, otro a finales de agosto y un tercero,
menor y parcial, en noviembre o diciembre, en funcion de las condiciones
climaticas (Ripollés, 1990; Rodrigo y Garcia-Mari, 1990 y 1992; Rodrigo,
1993; Rodrigo y Garcia-Mari, 1994).

El desarrollo de una generacion requiere 1100 grados dia (°F) sobre
una temperatura umbral de 11,7 °C (VVAA, 1991). Segun Bodenheimer (1951)
la temperatura umbral es un poco superior, 12,3°C, y la constante térmica de
690 °D. Kennett y Hoffmann (1985) dan una temperatura umbral de desarrollo
de 11,6 °C y una constante térmica de 616,4 °D. Otros autores estiman un
umbral de desarrollo para las hembras ligeramente inferior, 11,46 °C, y una
constante térmica de 639,8 °D, mientras que para los machos calculan un
umbral de desarrollo de 12,58 °C y una constante térmica de 331,0 °D (Yu,
1986; Yu y Luck, 1988).
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Las distintas generaciones se distribuiran de manera diferente en el
arbol. En la primera generacion, las larvas moéviles se instalan sobre el fruto.
En la segunda generacion, las larvas ya convertidas en hembras adultas con
larvas producen nuevas larvas moviles que se fijan sobre el fruto, dando lugar a
un importante aumento del nimero de escudos. Durante el otofio, si se produce
una tercera generacion, la infestacion en fruto puede ser muy elevada (Alfaro et
al., 1999; Rodrigo et al., 2004).

Factores bidticos

Los factores biodticos que afectan principalmente a las cochinillas son
el tejido vegetal sobre el cual se desarrollan y la especie y variedad de la planta

hospedadora.

Bodenheimer (1951) encontr6 una mayor fecundidad en las hembras
criadas sobre frutos que sobre hojas. Carroll y Luck (1984a) indicaron que el
sustrato mas favorable era el fruto seguido de hojas o tallos verdes y el peor la

madera.

El tejido y variedad vegetal sobre el cual se fijan las larvas también se
ha observado que ademads de variar la fecundidad, afecta a la supervivencia y al
desarrollo del piojo rojo. Los individuos desarrollados sobre fruto tuvieron una
mayor supervivencia y un desarrollo mas rapido que los criados sobre ramas
verdes o hojas (Quayle, 1932; Bodenheimer, 1951; Willard, 1972; Atkinson,
1977; Carroll y Luck, 1984a; Hare et al., 1990; Hare y Luck, 1991). El follaje
fue el sustrato méas uniforme y adecuado para el establecimiento de la
cochinilla, independientemente de la variedad de citrico (Hare et al., 1990).
Dentro del grupo de los citricos, el limon fue la variedad mas susceptible de ser
atacada, seguida del naranjo amargo, pomelo, el grupo de las Valencia, de las
Navel y, por altimo, las mandarinas (Quayle, 1932; Cameron et al., 1969;
Habib et al., 1972; Cameron et al., 1975; Yu, 1986; VVAA, 1991). También
Bodenheimer (1951) observo que la cochinilla sobre limén era mas fértil tanto
en fruto como en hojas. Hare et al. (1990) observaron que los hibridos con una
elevada proporcion de mandarina Citrus unshiu Markovitch y Citrus reticulata
Blanco en sus ancestros, soportaban poblaciones de cochinillas més bajas que

la linea pura del limoén de la variedad Eureka, variedad que soportd densidades
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mas elevadas (Cameron et al., 1969 y 1975). Habib et al. (1972), estudiando las
densidades totales en hoja, detectaron que los cultivos de mandarino también
eran los menos susceptibles, seguidos de los cultivos de naranjo (Citrus

sinensis (L.) Osbeck), limon y pomelo (Citrus paradisi Macft.).

La region del arbol donde crecen también afecta al tamafio de la
cochinilla, alcanzando el mayor volumen cuando se desarrollan sobre el fruto
seguido de la hoja o la rama (Praloran, 1971; Carroll y Luck, 1984a; Luck y
Podoler, 1985; Hare et al., 1990; Hare y Luck, 1991). Walde et al. (1989)
observaron que las cochinillas en el estado de hembra joven presentaban el
menor tamafio en madera, seguidas en orden creciente de las cochinillas que se
encontraban en tallos y hojas y, por ultimo, en frutos. Yu (1986) encontraba
ademas un mayor tamaio en las cochinillas situadas sobre los brotes que en las
ramas. Del mismo modo, la variedad de citrico también afecto al tamafio de la
cochinilla. Hare et al. (1990) encontraron que los cuerpos de las hembras de la
cochinilla alcanzaban un mayor tamafio en las hojas de mandarina que en las
de pomelo, presentando un tamafio intermedio en las hojas de limonero y de
naranjo (Hare et al., 1990), mientras que eran mas grandes en el tronco de

limonero y de pomelo seguido de naranjo y por ultimo de mandarino.

El porcentaje de sexos también varid en funcion del sustrato vegetal,
obteniéndose mas machos en hojas que en ramas (Rodrigo y Garcia-Mari, 1990
y 1992). Carroll y Luck (1984a) detectaron ademas una mayor proporcion de
machos en la descendencia de hembras de A. aurantii criadas sobre ramas

deterioradas que sobre ramas sanas.
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1.2. Control biolégico del piojo rojo
de California

1.2.1. Ectoparasitoides: género Aphytis Howard

DeBach (1974) indicd que el control biolégico mediante enemigos
naturales era el método mas econdmico y permanente para regular las
poblaciones de diaspinos en citricos. Dentro de los enemigos naturales, los
ectoparasitoides eran los mds eficaces y en concreto los pertenecientes al
género Aphytis Howard (DeBach, 1974; Rosen y DeBach, 1979 y 1990; Rosen,
1994). Hasta el extremo que DeBach (1962) lleg6 a afirmar en el caso concreto
de A. aurantii: “En todas las regiones que he visitado, no he encontrado a

Aonidiella aurantii libre del ataque de Aphytis sp.”

1.2.1.1. Posicién taxondémica

El género Aphytis pertenece a la familia Aphelinidae, dentro de la
superfamilia Chalcidoidea. Es un grupo cosmopolita y muy amplio de
pequefios himenopteros de color amarillento o grisaceo, que rara vez exceden
el milimetro de longitud y que se desarrollan exclusivamente como
ectoparasitoides primarios de diaspinos (Flanders, 1953; Rosen y DeBach,
1979).
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Este género se caracteriza por tener un cuerpo robusto de
aproximadamente un milimetro de longitud de color amarillento o grisdceo e
incluso algunas veces moteado. La cabeza transversa es igual de ancha que el
torax, con el frontovértex amplio y los ocelos dispuestos en un triangulo
equilateral u obtuso. Las mandibulas estan bien desarrolladas y las antenas
presentan generalmente seis segmentos. El torax es ligeramente mas largo que
ancho, con el pronoto corto, mesonoto trapezoidal, axilas con parapsis y
escutelo transverso. El metanoto es alargado y el endofragma alargado y
redondeado en el apex. El propodeo es largo, presentando en el margen
posterior una crénula en forma de escamas. El gaster es subsésil, mas largo que
el torax, con el noveno y décimo tergito abdominal unidos en un syntergum
apical, y con el séptimo esternito abdominal sin alcanzar la punta del gaster. El
ovopositor es apenas visible fuera del abdomen, con la parte basal dentro de los
esternitos y la apical expuesta. Las patas presentan cinco segmentos en los
tarsos. Las alas anteriores estan bien desarrolladas, de 2,5 a 3 veces mas largas
que anchas, hialinas u oscurecidas (incluso algunas veces moteadas). El disco
presenta abundantes sedas, excepto en la base que muestra un speculum bien
definido y oblicuo. El speculum presenta un area delta en su base, formada por
varias filas de sedas. El borde marginal es corto. La vena marginal es mas larga
que la submarginal, con una vena estigmal corta y la postmarginal ausente. Las
alas posteriores son lanceoladas, redondeadas en la punta. El macho no
presenta un dimorfismo sexual marcado, diferenciandose de la hembra por una
coloracion mas palida, las alas anteriores mas hialinas y la maza con un menor
numero de sensilios, ademas de presentar en ocasiones los segmentos
funiculares reducidos. La genitalia estd formada por unos escleritos digitales

bien desarrollados, que finalizan en un tnico saliente (Rosen y DeBach, 1979).

Las caracteristicas que permiten diferenciar a este género de otros
géneros de afelinidos mas proximos son: la venacion de las alas anteriores
considerablemente mas larga que la mitad de la longitud del ala con una vena
marginal considerablemente mas larga que la vena submarginal; el propodeo
considerablemente mas largo que el metanoto presentando una crénula
marginal, y las alas anteriores con un éarea delta con varias filas de sedas

delimitada en su base por el speculum.
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La posicion taxondmica del género Aphytis es la siguiente:

Clase Insecta

Orden Hymenoptera

Suborden Apocrita
Superfamilia Chalcidoidea
Familia Aphelinidae
Subfamilia Aphelininae

Género Aphytis Howard, 1900

Las sinonimias del género Aphytis son Aphelinus Dalman, 1820;
Paraphytis Compere, 1925; Prospaphelinus De Gregorio, 1914 y Syediella
Shafee, 1970.

De las 90 especies de Aphytis revisadas por Rosen y DeBach (1979),
en tan solo quince afios la lista se ha incrementado a 105 (Rosen, 1994). Sin
embargo, su pequefio tamano, la practica inexistencia de caracteres fiables en
su determinacion, la presencia de especies gemelas, o incluso la ausencia de
machos en muchas especies, dificulta que se describan nuevas especies y que
siga siendo hasta la fecha un grupo que presenta muchas dificultades a la hora
de ser abordado taxonémicamente, y que se requieran estudios de hibridacion,
etologicos y mas recientemente moleculares, para llegar a determinar las
especies correctamente (Flanders, 1953; Quednau, 1964; Rosen y DeBach,
1979). DeBach (1969) insiste que el control bioloégico debe basarse en un
conocimiento preciso de la posicion taxondémica del hospedador y de sus
enemigos naturales para evitar posibles errores en la introduccion de especies.
En este sentido, el listado de especies del género Aphytis introducidas por error
y descartadas por su fallo en el control de la plaga es muy extenso (DeBach,
1969).

1.2.1.2. Antecedentes histéricos: origen y distribucién

Todos los paises que presentan en sus cultivos el piojo rojo de
California, cuentan con una historia mas o menos larga de introducciones de
enemigos naturales, destacando sobre todo los pertenecientes al género Aphytis

(ver revision en Rosen y DeBach, 1978). De todas las especies introducidas
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hasta el momento, las que parecen jugar un mayor papel en el control de las
poblaciones de 4. aurantii son Aphytis melinus DeBach y Aphytis lingnanensis
Compere; no obstante, no hay que olvidar el papel ejercido por Aphytis
chrysomphali (Mercet), el cual, a principios de 1930, se consideraba el inico
ectoparasitoide de A. aurantii, introducido accidental o voluntariamente en
muchos paises (DeBach 1962).

California fue pionera en la introduccion de enemigos naturales para el
control de A. aurantii. Esta plaga se detect6 hacia 1890 (Quayle, 1911) y desde
entonces se han introducido en California 52 especies diferentes entre
depredadores y parasitoides, de las cuales once pertenecen al género Aphytis
(Rosen y DeBach, 1978). No obstante, de las once especies liberadas, las dos
especies de Aphytis que mayor papel han tenido han sido 4. melinus y A.
lingnanensis. Aphytis lingnanensis se introdujo desde China en 1947, y en un
corto periodo de tiempo consiguid controlar las poblaciones de cochinilla
situadas en las regiones costeras. Aphytis melinus, originario de India y
Pakistan, se introdujo en 1956, y en 1958 ya estaba perfectamente establecido,
controlando la plaga sobre todo en las regiones del interior de California y
convirtiéndose en el enemigo natural mas efectivo (DeBach, 1969; Rosen y
DeBach, 1978 y 1979).

Tras el éxito observado en este pais en el control de A. aurantii, la cria
y posterior suelta, o directamente la suelta de al menos estos dos parasitoides,
se ha ido extendiendo a otros paises en los cuales esta plaga causa dafos, casi
siempre como respuesta a las resistencias encontradas a los distintos productos

quimicos utilizados en el momento (Bedford y Cilliers, 1994).

Otros paises que cuentan con una larga tradicion de introduccion de
enemigos naturales para el control del piojo rojo son Australia (Dahms y
Smith, 1994; Smith et al., 1997), Israel (Rosen, 1965 y 1967), Chipre
(Orphanides, 1984), Grecia (DeBach y Argyriou, 1967; Argyriou, 1969), Italia
(Siscaro et al., 1999), Marruecos (Bénassy y Euverte, 1967), Sudafrica
(Bedford y Cilliers, 1994; Bedford, 1998) y Argentina (Crouzel et al., 1973; De
Santis y Crouzel, 1994). En practicamente todos, la especie que parece

controlar mejor las poblaciones de cochinilla es 4. melinus.
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Sudafrica es uno de los pocos paises en el que los enemigos naturales
indigenas que controlan las poblaciones de cochinillas nativas, en concreto
Aphytis africanus Quednau, han atacado eficazmente a 4. aurantii, hasta el
punto de ser capaces de ofrecer un control biologico satisfactorio (Bedford y
Grobler, 1981). En algunos lugares se ha alcanzado un control tan efectivo, que
el destrio ha llegado a ser mas bajo con los enemigos naturales que con la
aplicacion de plaguicidas (Bedford y Grobler, 1981; Bedford y Cilliers, 1994).

En la figura 1.17 se representa todas especies de Aphytis descritas

sobre A. aurantii.

En Espafia, las primeras sueltas voluntarias con especies del género
Aphytis datan de 1976, con la introduccion de A. melinus desde el insectario de
“La Station de Zoologie et de Lutte Biologique” de Antibes (Francia) y,
posteriormente, en 1996, desde el insectario de la Universidad de Riverside
(California). En 1999, se liberd la segunda especie de Aphytis implicada en
control de A. aurantii, A. lingnanensis (Verdu y Pina, 2002). Aphytis
chrysomphali se consideraba una especie autdctona de la zona mediterranea
que se encontraba parasitando naturalmente a Ch. dictyospermi y posterior-
mente, tras su aparicion, a 4. aurantii. Otras especies de Aphytis introducidas
en Espafia voluntariamente para el control de otros diaspinos son A.
lepidosaphes para el control de C. beckii, desde el insectario de Antibes
(Ripollés, 1990) y Aphytis holoxanthus DeBach. La introduccion de esta ultima
especie ha sido indicada por la Organizacion Europea y Mediterranea para la
Proteccion de las Plantas (Jacas et al., 2006), pero se desconoce si realmente ha
tenido lugar tal introduccion y cual era la plaga diana. A parte de estas cuatro
especies de Aphytis, en nuestros cultivos se encuentran presentes otras especies

parasitando a éstas o a otras cochinillas (ver figura 1.18).

—35__



INTRODUCCION

Especies de Aphytis | Paleartica | Neartica | Neotropical | Afrotropical | Oriental | Australiana Referencias
A. africanus * (Bedford y Cilliers, 1994;
Quednau Bedford, 1998)
A. aonidiae * " (Rosen y DeBach, 1979;
(Mercet) De Santis y Crouzel, 1994)
A. chilensis Howard * (Rosen y DeBach, 1979)
(Smith, 1978; Rosen y
DeBach, 1979; Troncho et
A. chrysomphali * * * * * * al., 1992; De Santis y
(Mercet) Crouzel, 1994; Hayat,
1994; Prinsloo y Neser,
1994; Viggiani, 1994)
A. comperei % (Hayat, 1994)
DeBach y Rosen vab
(Palmer y Mound, 1990;
A. coheni DeBach * * Prinsloo y Neser, 1994;
Viggiani, 1994)
A. desantisi (De Santis y Crouzel,
DeBach y Rosen 1994)
A. diaspidis % % (Rosen y DeBach, 1979;
(Howard) Prinsloo y Neser, 1994)
A. fisheri DeBach * (Hayat, 1994)
A. hispanicus %
Ros DeBach, 1979
(Mercet) (Rosen y DeBach, )
(Rosen y DeBach, 1979;
A. hlgllgCan}i/’luS * * * Hayat, 1994; Viggiani,
eBac 1994)
(Smith, 1978; Rosen y
DeBach, 1979; De Santis y
A. lingnanensis * * * * * * Crouzel, 1994; Hayat,
Compere 1994; Prinsloo y Neser,
1994; Viggiani, 1994;
Smith et al., 1997)
¢A. mandalayensis? %
Hayat, 1994
Rosen y DeBach (Haya )
A. mazalae
* Hayat, 1994
DeBach y Rosen (Hayat, )
(Smith, 1978; Rosen y
DeBach, 1979; De Santis y
. Crouzel, 1994; Hayat
* * * * * * 5 > 5
A. melinus DeBach 1994; Prinsloo y Neser,
1994; Viggiani, 1994;
Smith et al., 1997)
A. mytilaspidis % (Dean, 1955; Rosen y
(Le Baron) DeBach, 1979)
A. philippinensis %
Hayat, 1994
DeBach y Rosen (Haya )
A. pinnaspidis «
Ros DeBach, 1979
Rosen y DeBach (Rosen y DeBach, )
. % % (Hayat, 1994; Siscaro et
A. proclia (Walker) al.. 1999)

Figura 1.17. Especies de Aphytis citadas sobre A. aurantii en las seis regiones

biogeogréficas.
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Especies de Aphytis

Hospedadores

Referencias

A. aonidiae (Mercet)

Aonidia lauri

(Viggiani, 1994)

A. chilensis Howard

Aspidiotus nerii

(Rodrigo, 1993; Viggiani, 1994)

A. chrysomphali (Mercet)

Aonidiella aurantii

(Troncho et al., 1992; Blay Goicoechea, 1993; Rodrigo,
1993; Pina et al., 2003)

Chrysomphalus dictyospemi

(Mercet, 1912; Mercet, 1923; Limon et al., 1976; Melia
y Blasco, 1980;Viggiani, 1994; Pina et al., 2001)

Chrysomphalus aonidum

(Garcia-Mari et al., 2000)

A. diaspidis (Howard)

Aspidiotus nerii

(Rodrigo, 1993)

Chrysomphalus dictyospermi

(Rodrigo, 1993)

¢Parlatoria pergandii?

(Carrero, 1980)

A. hispanicus (Mercet)

Aonidiella aurantii

En el presente estudio

Chrysomphalus dictyospermi

(Rodrigo, 1993)

Comstockiella sabalis

(M.J. Verdu, com. pers., 2006)

Parlatoria pergandii

(Gomez-Clemente, 1943; Limon et al., 1976; Troncho,
1992; Rodrigo, 1993; Viggiani, 1994)

A. holoxantus DeBach

i?

(Jacas et al., 2006)

A. lepidosaphes Compere

Cornuaspis beckii

(Ripollés, 1990; Viggiani, 1994)

A. lingnanensis Compere

Aonidiella aurantii

(Verdu y Pina, 2002)

A. maculicornis (Masi)

Parlatoria oleae

(Viggiani, 1994)

A. melinus DeBach

Aonidiella aurantii

(Melia y Blasco, 1980; Troncho et al., 1992;
Rodrigo, 1993; Viggiani, 1994; Pina et al., 2003)

Aspidiotus nerii

En el presente estudio

A. mytilaspidis (Le Baron)

Chrysomphalus dictyospermi

(Rodrigo, 1993)

Lepidosaphes ulmi

(Mercet, 1921; Viggiani, 1994)

A. opuntiae Risbec

Diaspis echinocacti

(Viggiani, 1994)

Aphytis sp. grupo lingnanensis

Aonidiella aurantii

En el presente estudio

A. proclia (Walker)

Aspidiotus nerii

(Melia y Blasco, 1980)

Parlatoria pergandii

(Mercet, 1921)

Figura 1.18. Especies de Aphytis presentes en Espana y sus hospedadores. El
hospedador entre interrogantes indica que la especie hospedadora no aparece
vinculada a la especie de Aphytis indicada en el libro de Rosen y DeBach

(1979).
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1.2.1.3. Morfologia y desarrollo

La hembra del género Aphytis perfora con su ovopositor la cubierta de

la cochinilla y deposita uno o varios huevos encima o debajo, pero nunca

dentro del cuerpo de la cochinilla.

Figura 1.19. Huevos de A. chrysomphali en la regién ventral del cuerpo de la

hembra joven de A. aurantii.

El huevo, de color blanquecino, ovalado y pedunculado, queda
adherido a la superficie del cuerpo de la cochinilla por un pequefia almohadilla
adhesiva (figura 1.19) (Rosen y Eliraz, 1978; Rosen y DeBach, 1979). Durante

el proceso de incubacion el huevo aumenta en tamafio, hasta que el corion se

fragmenta y emerge la larva.

Figura 1.20. Larvas de distintos estados de A. chrysomphali sobre el estado de

hembra joven de A. aurantii.

La larva, protegida por la cubierta, y succionando los fluidos
corporales desde el exterior, atraviesa tres estados larvarios que pueden ser
reconocidos por su distinto tamafio y por la forma de las mandibulas, ademas
de por el nimero de espiraculos abiertos (figura 1.20). Las exuvias larvarias no

pueden ser detectadas facilmente con el microscopio dptico. A medida que la
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larva se alimenta, el cuerpo del hospedador va decreciendo hasta que solo
queda un resto del tegumento (figura 1.20, derecha).

Hacia el final de este estado, la larva del tercer estado atraviesa un
corto periodo de prepupa, si bien en esta fase no se observa ni apélisis ni
ecdisis, y por tanto no se puede considerar un verdadero estado a pesar de que
se trata como si lo fuera. En este momento la alimentacion cesa, el intestino
medio se une con el posterior y excreta material fecal en forma de caracteristi-
cos meconios, de color pardo o negro, con forma de barrilete. Entra en un
periodo de reposo durante el cual tiene lugar la metamorfosis (Rosen y Eliraz,
1978; Rosen y DeBach, 1979). La prepupa es de color blanquecino, con el
extremo caudal mas apuntado que en la fase de larva y se le pueden apreciar
los futuros 6rganos de la pupa (figura 1.21).

Figura 1.21. Prepupa de A. chrysomphali sobre el estado de hembra joven de A.
aurantii.

Figura 1.22. Pupas de A. chrysomphali. A la izquierda, pupa con coloracién de
ojos granate y a la derecha con una coloracién verde, que indica la préxima
emergencia del adulto.



INTRODUCCION

La pupa es exarada y estd claramente aplanada dorsoventralmente,
siendo considerablemente mas ancha que gruesa (figura 1.22). En la pupa se
observan los rudimentos de las antenas, piezas bucales, patas y esbozos alares.
En esta fase se pueden diferenciar los dos sexos. La coloracion de los ojos de la
pupa, a medida que va madurando, pasa de ser incolora a roja y finalmente
verde. La pigmentacion de la pupa es variable y se puede utilizar como caracter
taxondmico (Quednau, 1964; Rosen y Eliraz, 1978; Rosen y DeBach, 1979),

junto a la forma de los meconios (DeBach et al., 1978).

El adulto emerge de la cochinilla o bien practicando con sus
mandibulas un orificio de salida ovalado, o bien simplemente empujando hacia
arriba el escudo cuando no se encuentra firmemente sujeto al sustrato (figuras
1.23 y 1.24). La exuvia de la pupa se rompe en tres fragmentos, de los cuales el
fragmento toracico y el cefalico permanecen bastante integros (figura 1.24)
(Rosen y DeBach, 1979).

Figura 1.24. Exuvia, meconios y orificio de salida de A. chrysomphali en una
hembra joven (izquierda) y en un macho (derecha). Estos elementos indican
que la cochinilla ha sido parasitada por un miembro del género Aphytis.
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Tras la emergencia, el adulto deja tras de si la exuvia de la pupa, los
meconios, el resto del cuerpo de la cochinilla y a menudo el orificio de salida
en el escudo (figura 1.24), que es la indicacion inequivoca de que esa

cochinilla ha sido parasitada por Aphytis (Rosen y DeBach, 1979).

El dimorfismo sexual en los adultos esta poco desarrollado. El color
del cuerpo en ambos casos suele ser amarillo, presentando en algunas especies
regiones del cuerpo mas oscuras e incluso de color pardo, que son utiles en la
identificacion (figura 1.23). Las antenas poseen normalmente seis artejos, si
bien en algunos casos tan sdlo se observan cinco. El diferente numero de sedas
en el torax, abdomen y alas, y sobre todo la forma y el numero de 16bulos de la
crénula, son las caracteristicas que se utilizan en la determinacion de los
adultos (Quednau, 1964; Rosen y DeBach, 1979).

1.2.1.4. Biologia y ecologia

Sin duda, el caracter mas remarcable del género Aphytis es que se
desarrolla exclusivamente como ectoparasitoide primario de diaspinos (Rosen
y DeBach, 1979). La hembra adulta perfora con su ovopositor la cubierta de la
cochinilla y deposita de uno a varios huevos encima o debajo, pero nunca
dentro del cuerpo de la cochinilla. Para lograrlo requiere que el cuerpo de la
cochinilla se encuentre libre debajo de la cubierta. Esto le condiciona a utilizar
determinados estados del hospedador, decantdndose por hembras jovenes y

segundos estados larvarios (Quednau, 1964; Forster et al., 1995).

Desde la puesta del huevo, el periodo de desarrollo hasta adulto es
generalmente corto, a no ser que entre en un periodo de diapausa que en
algunas especies es en forma de larva (Rosen y DeBach, 1979). La duracion
del ciclo estd asociada a factores climaticos (temperatura y humedad,
principalmente), siendo muy variable en funcion de la especie (Viggiani,
1984). Por lo general, la fase de pupa tarda aproximadamente un tercio del total
del desarrollo del insecto (Rosen y DeBach, 1979).

La mayoria de Aphytis son multivoltinos, desarrollindose de forma
continua a lo largo del afio y presentando de dos a tres generaciones por cada

una del hospedador. Yu (1986) observo que por cada generacion de A. aurantii
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se producian 3,4 de A. melinus, por lo que para que A. melinus persista es

necesario que se solapen varias generaciones de la cochinilla.

Un gran numero de Aphytis son biparentales y se reproducen
sexualmente. Estas especies exhiben una reproduccion arrenotoca, donde los
huevos sin fertilizar dan lugar a machos y los huevos fertilizados a hembras
(Doutt, 1959; Rosen y DeBach, 1979). Sin embargo, hay un porcentaje elevado
de especies en las que se desconoce la existencia del macho o se da en un
nimero tan reducido que se consideran uniparentales (Rosen y DeBach, 1979;
Viggiani, 1984). Estos adultos exhiben una partenogénesis telitoca donde la
descendencia es en su practica totalidad hembra, sin la necesidad de la
fecundacion del macho (Doutt, 1959; Rosen y DeBach, 1979). Recientemente
se ha detectado la presencia de la bacteria Wolbachia en las especies
uniparentales A. chilensis, A. yanonensis, A. diaspidis y A. chrysomphali, y en
la linea uniparental de 4. lingnanensis (Zchori-Fein et al., 1994 y 1995; Werren
et al, 1995; Gottlieb et al., 1998). Esta bacteria puede causar en sus
hospedadores un gran nimero de alteraciones reproductivas como son la
incompatibilidad citoplasmica, la feminizaciéon, o la induccion de una
partenogénesis telitoca obligada, entre otras (Werren, 1997a; Floate et al.,
2006). En muchas especies de himenoOpteros uniparentales, produce dicha
partenogénesis (Huigens y Stouthamer, 2003). A diferencia de Ia
partenogénesis con base genética, este tipo de partenogénesis puede revertirse
mediante tratamientos térmicos o antibidticos, obteniéndose una descendencia
formada exclusivamente por machos (Stouthamer et al., 1990a; Stouthamer y
Luck, 1991). Sin embargo, estos machos pueden desde ser reproductivamente
funcionales a no poder copular con la hembra. La relacion de Wolbachia con
este tipo de partenogénesis obligada se ha demostrado en todas las especies de
Aphytis en las que se ha detectado Wolbachia (Zchori-Fein et al., 1995), a
excepcion de A. chilensis y A. chrysomphali. En ambos taxones estd aun por
determinar si hay relacion entre la presencia de Wolbachia y la partenogénesis
que presentan estas especies, asi como su repercusion sobre las pautas
comportamentales si se consigue anular dicho proceso partenogenético y se

produce descendencia masculina.

La hembra de Aphytis es esencialmente monogama. Sélo se aparea una

vez, normalmente al poco tiempo de emerger, y el esperma se almacena en la
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espermateca. En cambio, el macho es poligamo y puede fecundar a varias
hembras (Rosen y DeBach, 1979).

Las hembras son sinovigénicas, es decir emergen con un nimero
reducido de huevos e irdn madurando nuevos huevos a lo largo de su vida
(Viggiani, 1984). Sin embargo, el nimero de huevos con los que emergen, el
tiempo que tardan en madurar los primeros huevos y el nimero maximo de
huevos que son capaces de acumular y producir dependera de cada especie
(Opp y Luck, 1986; Collier, 1995) y serd un indicativo de sus estrategias
reproductivas como adulto (Ellers, 2000; Jervis et al., 2001; Jervis y Ferns,
2004). La longevidad de la hembra dependera de varios factores ecoldgicos,

siendo los mas importantes la alimentacion y la temperatura.

Seleccion del hospedador

El proceso de seleccion del hospedador se considera que esta formado
por cuatro pasos (Doutt, 1959; Vinson, 1976; Rosen y DeBach, 1979):

— seleccion del hébitat
— busqueda del hospedador
— aceptacion del hospedador

— idoneidad del hospedador

La seleccion del héabitat no suele ser un problema debido a que la
mayoria de Aphytis emergen en el mismo lugar en el que se encuentra el
hospedador (Rosen y DeBach, 1979). Morgan y Hare (1998) demostraron que
las hembras de A. melinus parecian utilizar pistas volatiles para dirigirse hacia
una planta, infestada o no con cochinilla, y que esas huellas las aprendian al

asociar los distintos aromas de las plantas con la presencia del hospedador.

La busqueda del hospedador dentro del habitat puede implicar mas
dificultades. El adulto busca la cochinilla de manera aleatoria mediante
pequenias carreras y cortos vuelos (DeBach y Sundby, 1963), y cuando la
distribucion de la cochinilla no es homogénea, la especie que presente una
mayor capacidad de dispersion presentara una ventaja adicional. Mc Laren
(1976) senalé que 4. melinus, en un ambiente sin hospedadores, tenia una

mayor capacidad de dispersion y una mayor velocidad de movimiento que 4.
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chrysomphali, caracteristicas que apuntan a que puede estar mas adaptado a
explotar una mayor cantidad o proporcion de habitat. Por el contrario, A.
chrysomphali parece estar mas adaptado para explotar subunidades de
distribucion o de espacio, como por ejemplo una unica fruta, rama u hoja, por
lo que un ejemplar de esta especie seria mas probable que encontrase
hospedadores en densidades de moderadas a elevadas. Aphytis melinus también
mostrd una mayor capacidad de dispersion que A4. lingnanensis (DeBach y
Argyriou, 1967; Rosen y DeBach, 1979).

La aceptacion del hospedador es el paso mds importante. Los
requisitos para atacar al hospedador puede ser el “olor” de la cochinilla, la
localizacién, el tamafio o la forma (Doutt, 1959; Baker, 1976). Quednau y
Hiibsch (1964) observaron que A. coheni parecia responder a unas pistas
quimicas emitidas por el hospedador y algo similar encontraba Sternlincht
(1973) para esta misma especie. Luck y Uygun (1986) posteriormente
detectaron que las kairomonas emitidas por el escudo parecian jugar un papel
muy importante en el reconocimiento y aceptacion del hospedador, paso previo
al examen interno. Hare et al. (1993) descubrieron que el principal
componente de la kairomona implicada en el reconocimiento del hospedador
era la O-caffeoyltyrosine y que A. melinus parecia responder cuantitativamente
a la variacion en la concentracion de este componente. Ademas existia una
relacion entre el maximo de produccion de este componente y el momento en
que esta cochinilla era mas susceptible al ataque de Aphytis (Hare et al., 1993;
Morgan y Hare, 1997). Igualmente, y dado que este componente se incorpora a
la cubierta durante su formacion, el sustrato sobre el que crezca la cochinilla
también afectard notablemente a la concentracion de esta kairomona. Las
cochinillas fijadas en un sustrato de baja calidad como es la rama, seran las que
menor cantidad de kairomona emitan (Hare y Morgan, 2000). Este componente
ademas se ha observado que puede ser utilizado para mejorar la eficacia del
parasitismo de A. melinus cuando es criado sobre un hospedador alternativo
distinto de A. aurantii, al favorecer el reconocimiento posterior en campo
(Hare, 2000).

Tras localizar al hospedador, la hembra procede a reconocerlo con las
antenas, las piezas bucales, los tarsos y la punta del abdomen (Baker, 1976). En

este punto, el parasitoide evalta si el hospedador esta ya parasitado para evitar
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el superparasitimo. Segun Flanders (1951), esta diferenciacion la realiza
gracias al “olor” que deja el primer parasitoide. Esto ha sido comprobado en
tres especies de Aphytis (A. coheni, A. lingnanensis y A. melinus), donde la
marca externa que depositan tras parasitar la cochinilla la utilizan para detectar
si el hospedador esta libre o no (Van Lenteren y DeBach, 1981).

Una vez ha localizado el habitat y al hospedador adecuado, el ultimo
paso es que éste sea totalmente idoneo para la puesta (Doutt, 1959). Tras una
fase de exploracion externa, escoge un lugar en el escudo del hospedador y lo
perfora con el ovopositor. Cuando atraviesa el escudo empieza una nueva fase
de exploracion, pero esta vez del cuerpo de la cochinilla, primero externamente
y después internamente, y tan s6lo con la punta de los estiletes del ovopositor.
Si la cochinilla es adecuada para la puesta, extraera los estiletes del interior del
cuerpo de la cochinilla y pondrd el huevo, escogiendo un lugar fuera del
cuerpo, pero siempre dentro del escudo. Van Lenteren y DeBach (1981) detec-
taron que A. coheni, A. lingnanensis y A. melinus también modificaban interna-
mente al hospedador, de manera que si el parasitoide no habia detectado la
marca olorosa externa y habia pasado a la exploracion interna, en esta etapa

también podia rechazarlo y evitar la puesta.

En la aceptacion e idoneidad del hospedador entran en juego muchas
variables: del hospedador dependera el tamafo, fecundidad, longevidad, vigor,
tasa de desarrollo, porcentaje de sexos e incluso el comportamiento del
parasitoide que de ¢l emerja (Clausen, 1939; Salt, 1940; Abdelrahman, 1974a;
Sandlan, 1979; Charnov et al., 1981; Luck et al., 1982; Luck y Podoler, 1985;
Opp y Luck, 1986; Reeve, 1987; Rosenheim y Rosen, 1992; Jervis et al.,
2001). A pesar de que existen multiples factores que pueden afectar al
porcentaje de los sexos (Clausen, 1939; Doutt, 1959), el tamafio del
hospedador puede influir de dos maneras: primero porque las hembras tienen la
capacidad de diferenciar el tamafio del hospedador y en funcién de éste realizar
la puesta de un huevo hembra o macho, y segundo porque del tamafio
dependera que la hembra ponga mas de un huevo, y en funcién del niumero de

huevos variara el sexo de su descendencia (Vinson, 1976).

Ademas, en los diaspinos, no todos los estados del hospedador son
adecuados para realizar la puesta. Quednau y Hiibsch (1964) indicaron que los

estados de muda no eran adecuados por la falta de un espacio entre el cuerpo
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de la cochinilla y el escudo. Sin embargo, la causa principal se localiza en el
rigido ectodermo del cuerpo de la cochinilla que impide que el ovopositor
pueda perforarlo (Baker, 1976). Y lo mismo sucede con las hembras gravidas o
hembras con larvas. Los primeros estados larvarios tampoco son adecuados
para la puesta, dado que su reducido tamafio no permite el desarrollo del
parasitoide (Baker, 1976).

Factores que afectan a la distribucion y abundancia de Aphytis

En la distribucion y abundancia de Aphytis se ha observado que juegan
un papel importante tanto los factores abidticos como los bidticos. Dentro de
los abidticos o fisicos estan el efecto de la temperatura, de la humedad, de la
luz y de los plaguicidas. Los factores bioticos que parecen afectar a las
poblaciones de Aphytis son la cochinilla y la planta hospedadora, el alimento
de los adultos, los enemigos naturales de Aphytis y la competicion, tanto
intraespecifica como interespecifica, que puedan ejercer las distintas especies
de Aphytis (Rosen y DeBach, 1979).

Factores abioticos o fisicos

Las temperaturas extremas son el factor de mortalidad maés
importante en las especies de Aphytis (Rosen y DeBach, 1979). Abdelrahman
(1974b) observo que todos los estados de A. chrysomphali eran mas tolerantes
al frio extremo y menos al calor extremo que los estados de 4. melinus, al
someter a los parasitoides a unas temperaturas minimas de —1,1 °C y maximas
de 38,7 °C. Los estados mas tolerantes al frio, en orden de mayor a menor
tolerancia, fueron la pupa, el adulto y el huevo y, por ultimo, la larva. En el
caso de A. lingnanensis, la pupa parece ser la mas tolerante a las bajas
temperaturas y el adulto el menos tolerante, con el huevo y la larva
manifestando un rango intermedio (DeBach et al., 1955). En el caso del calor,
el orden fue ligeramente diferente, de mayor a menor tolerancia: la pupa, la
larva y el huevo y, por ultimo, el adulto. El adulto de 4. chrysomphali fue el
mas susceptible a las altas temperaturas y a las bajas humedades relativas. A 32
°C so6lo vivio unas horas (Kfir y Luck, 1984). Los estados de Aphytis fueron en
general ligeramente menos tolerantes a los extremos de calor y de frio que los

estados susceptibles de ser parasitados del hospedador (Abdelrahman, 1974b).
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La produccion de descendencia también se vio afectada por las
temperaturas, siendo mas elevada para A. lingnanensis a altas temperaturas,
mientras que 4. chrysomphali se vio beneficiada por las bajas temperaturas
(DeBach y Sisojevic, 1960). Aphytis chrysomphali, cuando se comparaba con
A. melinus, producia un menor nimero de hembras en todas las temperaturas
ensayadas. A 20 °C, A. melinus producia 25,6 hembras y A. chrysomphali 21,3
hembras, a 25 °C, 30,3 y 21,1 hembras respectivamente, y a 30 °C, 31 hembras
frente a las 6,6 hembras puestas por 4. chrysomphali (Abdelrahman, 1974c).
Aphytis lingnanensis, a 15,6 °C producia 18,4 individuos frente a los 32,2 a
26,7 °C y A. melinus ponia 11 individuos frente a los 28,2 en ese rango de
temperaturas indicado (Rosen y DeBach, 1979).

En las especies biparentales, el porcentaje de sexos también se vio
afectado con un descenso de las temperaturas. Tras un dia de exposicion a 15,6
°C, el 74% de la progenie de A. lingnanensis era macho comparado s6lo con el
33,5 % cuando las temperaturas eran de 26,7 °C. En el caso de A. melinus, a
15,6 °C se obtenia un 91% de machos frente al 49% a 26,7 °C (Rosen y
DeBach, 1979). Cuando los adultos de A. lingnanensis se exponian a
temperaturas de -1 °C durante 6 horas practicamente toda la descendencia era
macho (DeBach et al., 1955) y el mismo efecto relacionado con las bajas
temperaturas se observo para A. melinus (Kfir y Luck, 1979; Hoffmann y
Kennett, 1985). Cuando exponian a estas dos especies a temperaturas variables
también extremas de frio y calor de nuevo observaban este sesgo hacia los
machos (Kfir y Luck, 1984). Sin embargo, segiin Abdelrahman (1974b),
cuando se sometia a 4. melinus a ciclos de temperaturas minimas de —1,1 y
maximas de 38,7 °C, la descendencia que se obtenia era normal (2:1, hembra:

macho).

La temperatura también afecta a la longevidad. A una temperatura
constante de 10-15,6 °C, A. melinus vive entre 84 y 104 dias y a una
temperatura de 21-26,7 °C, entre 20 y 53 dias (Rosen y DeBach, 1979). Aphytis
melinus en todas las temperaturas examinadas (20, 25 y 30 °C) fue mas
longevo que 4. chrysomphali (Abdelrahman, 1974c).

El efecto de la temperatura en el desarrollo del parasitoide ha sido
ampliamente estudiado. Rosen y Eliraz (1978) estudiaron el efecto de la

temperatura en el desarrollo de A. chilensis y observaron que las bajas
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temperaturas alargaban el desarrollo: a 19 °C tardaba 48,8 dias de media frente
a los 18,6 dias que tardaba a 28 °C. Rao y DeBach (1969) observaron que A.
lingnanensis, A. coheni, A. africanus, A. melinus, A. fisheri y A. holoxanthus
requerian entre 12 y 13 dias para completar su desarrollo a 26,7 °C. Segin
DeBach y Sisojevic (1960), 4. chrysomphali tenia un periodo de desarrollo
mas corto a todas las temperaturas probadas (30,6, 25 y 19,4 °C) cuando se
comparaba con A. lingnanensis. Abdelrahman (1974c) sélo encontraba la dura-
cion de desarrollo de A. chrysomphali més corta a 20 y 25 °C, al compararla
con la obtenida con A. melinus. Mientras que DeBach y White (1960) sélo
encontraban diferencias significativas que pudieran aportarle ventajas a A.
chrysomphali cuando competia con A. lingnanensis a 15,6 °C. A esta tempera-
tura, A. chrysomphali tardaba 45 dias en completar su desarrollo frente a los 54

dias requeridos por A4. lingnanensis.

Los umbrales de desarrollo hallados para las distintas especies varian
segun los autores. Abdelrahman (1974c) indica que para A. melinus es de 11,1
°C y para A. chrysomphali de 8,5 °C. Yu (1986) fija el umbral de desarrollo
para A. melinus en 9,65 °C y da una constante térmica de 229,56 °D. Kfir y
Luck (1984) ofrecen unos valores mas bajos para todas las especies: un umbral
de desarrollo de 6,77 °C y una constante térmica de 272,8 °D para A. melinus,
5,91 °C y 263,43 °D para A. chrysomphali y 9,09 °C y 237,52 °D para A.

lingnanensis.

La humedad y la luz parecen tener una menor importancia que la
temperatura. Si bien las bajas humedades combinadas con elevadas tempera-
turas pueden tener un efecto muy marcado en las poblaciones de Aphytis
(DeBach et al., 1955). Las tres especies de Aphytis, pero sobre todo A.
chrysomphali, cuando se exponian a temperaturas de 32 °C y a un 10% de
humedad relativa vivian menos de un dia, y no superaban los tres dias cuando,
a esa misma temperatura, la humedad aumentaba al 40% (Kfir y Luck, 1984).
La luz parece tener un papel importante en el inicio del vuelo y en la bsqueda
de hospedadores (Rosen y DeBach, 1979).

Los plaguicidas de amplio espectro utilizados para el control de los
diaspinos y otras plagas como la mosca del mediterraneo, C. capitata, son el
factor abidtico que mas negativamente afecta a los enemigos naturales, y en

concreto a las especies de Aphytis. El malation, organofosforado utilizado para
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el control de A. aurantii, y actualmente sobre todo para el control de C.
capitata, se ha observado que afecta a los enemigos naturales del piojo rojo de
California, ademas de a otra fauna auxiliar presente en los campos de citricos
(Abdelrahman, 1973a y b; Cohen et al., 1994; Michaud, 2003; Garcia-Mari y
Olivares, 2004; Urbaneja et al., 2004). Este producto es absorbido y retenido
por el escudo del insecto, de manera que cuando el parasitoide emerge a través
de un orificio hecho con las mandibulas ingiere el producto y muere (Cohen et
al., 1994).

El clorpirifos, plaguicida empleado habitualmente para el control del
piojo rojo, se ha observado que puede modificar el sexo de los himendpteros
parasitoides, y entre ellos el de A. melinus, disminuyendo el nimero de

hembras en la descendencia (Desneaux et al., 2007).

Un modo de aumentar el control biologico y de integrarlo con el
control quimico reside en la cria de enemigos naturales resistentes a los
insecticidas cominmente utilizados. Una de las lineas de trabajo actuales se
centra en conseguir adultos de Aphytis, en concreto A. melinus y A.
lingnanensis, resistentes a organofosforados (Havron y Rosen, 1994; Spollen et
al., 1994). Se ha conseguido con algunos productos para A4. holoxanthus
(Havron y Rosen, 1988) y A. lingnanensis (Havron y Rosen, 1994), y
recientemente se han empezado a comercializar algunas razas de A. melinus
resistentes a algun insecticida (Flint y Dreistadt, 1998). Sin embargo, incluso la
especie resistente puede ser susceptible al insecticida, ya que no son inmunes
ni a todas las dosis ni a todos los tipos de plaguicidas, y ademas puede haber
otros insectos beneficiosos que no sean resistentes a esos plaguicidas (Flint y
Dreistadt, 1998).

El polvo es otro factor abidtico que afecta a las poblaciones de Aphytis.
Las particulas de polvo parecen interferir en el parasitismo debido a que los
adultos pasan la mayor parte del tiempo limpiandose, ademas de alterar el
tegumento de las membranas intersegmentales provocando la muerte por
deshidratacion. El efecto perjudicial del polvo es tal que concentraciones
apenas evidentes pueden reducir notablemente la puesta de la hembra de
Aphytis (Rosen y DeBach, 1979).
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Factores bioticos

La cochinilla hospedadora puede afectar al desarrollo de los adultos
de Aphytis de diversas maneras. Por un lado se encuentra el efecto que tiene en
la fecundidad y en el porcentaje de sexos del parasitoide, la especie de
cochinilla utilizada. Por ejemplo, A. lingnanensis produjo el doble de
descendencia hembra cuando se desarrolld sobre Aspidiotus nerii que cuando
lo hizo sobre A. aurantii (DeBach y White, 1960; DeBach y Sundby, 1963).
Los estados de desarrollo de la cochinilla también puede condicionar el
desarrollo de las poblaciones de Aphytis. En A. nerii, el 90% de los estados de
desarrollo de A. nerii pueden ser utilizados por A. melinus frente al 20% de los
estados de desarrollo de A. aurantii (DeBach y White, 1960; DeBach, 1969;
Yu y Luck, 1988). Aonidiella aurantii atraviesa a lo largo de su desarrollo por
momentos en los que el tegumento se endurece de tal manera que impide que el
ovopositor de la hembra del parasitoide atraviese el escudo (Baker, 1976). El
tamafio de la cochinilla también se ha observado que afecta a numerosos
parametros bioldgicos del parasitoide, como pueden ser la fecundidad y

longevidad.

La planta hospedadora puede tener un efecto indirecto sobre la
fecundidad y eficiencia de Aphytis a través del efecto que tiene sobre el tamafio
de la cochinilla. Tal y como se ha indicado al tratar la biologia de la cochinilla,
tanto el tejido vegetal sobre el que se fija la larva mévil como la variedad de la
planta pueden afectar al desarrollo de las poblaciones del parasitoide a través

del efecto que tienen sobre el tamafo que alcanza la cochinilla.

La alimentacion del adulto es un aspecto clave para su supervivencia.
El adulto necesita un aporte de hidratos de carbono, que los consigue del
néctar, melaza u otras sustancias azucaradas, y una fuente proteica, que la
obtiene a través de las picaduras alimenticias realizadas sobre el hospedador
(Viggiani, 1984; Jervis y Kidd, 1986; Heimpel y Collier, 1996; Heimpel et al.,
1997). En ausencia de azucares y de hospedadores tanto A. lingnanensis
(Heimpel et al., 1994) como A. melinus (Heimpel et al., 1997) no lograron
superar de media los tres dias. En ausencia de miel, pero en presencia de
hospedadores, tan sélo el 10% de A. melinus y el 20% de A. lingnanensis
sobrevivio mas de tres dias (Heimpel et al., 1994). En la situacion contraria,

so6lo miel y ausencia de hospedadores, A. melinus vivio 17 dias de media
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(Heimpel et al., 1997). En presencia de hospedadores y miel, A. melinus vio
incrementada su longevidad de 17 a 30 dias (Abdelrahman, 1974a; Heimpel et
al., 1997).

Traboulsi (1968) enumerd una serie de enemigos naturales, depreda-
dores y parasitoides, que podian afectar a las poblaciones de Aphytis. Segln el
autor, los mismos coccinélidos depredadores utilizados en el control del
diaspino, en momentos de ausencia de hospedadores pueden atacar cochinillas
que estén parasitadas por Aphytis. Ademds cita a los dcaros Pyemotes
ventricosus (Newport) y P. herfsi Oudemans. Entre los ectoparasitoides se
encuentran varias especies del género Azotus Howard y entre los
endoparasitoides, Physcus testaceus Masi, Marietta exitiosa Compere, una
especie del género Apterencyrtus Ashmead, ademds de Pteroptrix (=Casca)
parvipennis (Gahan), ésta Gltima en concreto sobre 4. chrysomphali. También
Marietta javensis (Howard) puede afectar las poblaciones, en este caso, de
Comperiella bifasciata Howard (Atkinson, 1983; Samways, 1985).

Traboulsi (1968) destaca el papel de las hormigas, como predadoras
activas. Rosen y DeBach (1979) indicaron que los enemigos naturales de
Aphytis eran de escaso impacto sobre sus poblaciones, a excepcion de las
hormigas que, ademas del efecto de la depredacidon, interferian en el
parasitismo. El nivel de interferencia era tal que podian utilizarse las hormigas
como método biologico para evaluar la eficiencia de la especie de Aphytis
(DeBach et al., 1951), alternativo al uso del enmangado de ramas (Smith y
DeBach, 1943) o al método de comprobacion quimico (DeBach, 1946). La
especie Linepithema humile (Mayr) parece ser una de las principales
responsables del ineficiente control de los parasitoides (DeBach et al., 1949), si
bien se ha encontrado el mismo efecto con otras hormigas (por ejemplo,
Solenopsis xyloni McCook y Formica aerata (Francoeur)) y sobre otros
enemigos naturales de 4. aurantii como C. bifasciata (Martinez-Ferrer et al.,
2003). Entre las hormigas encontradas en Espafia asociadas a hemipteros en
citricos figuran, a parte de L. humile, Camponotus sylvaticus (Olivier),
Tapinoma erraticum (Latreille), Lasius grandis Forel, Formica rufibarbis
(Fabricius) 'y Plagiolepis pygmaea (Latreille) (Gomez-Menor, 1937,
Vanaclocha et al., 2005).
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La competicion entre especies puede ser de tipo inter o intraespecifico.
Tal y como se ha indicado previamente, la mayor parte de las especies de
Aphytis son capaces de diferenciar un hospedador parasitado de uno sano para
evitar situaciones de superparasitismo (Van Lenteren y DeBach, 1981). No
obstante, es frecuente encontrar mas de un huevo del mismo género (especies

gregarias) e incluso de distintos géneros (parasitismo multiple) (figura 1.25).

Figura 1.25. A la izquierda, varias pupas de la misma especie (4. chrysomphali)

compartiendo una misma cochinilla. A la derecha, dos especies distintas, A.

melinus 'y Aphytis sp. grupo lingnanensis sobre la misma cochinilla.

La competencia a nivel intraespecifico fundamentalmente tiene lugar
cuando las densidades del hospedador son reducidas o cuando el nimero de
adultos del parasitoide es muy elevado (DeBach y White, 1960). La
competencia interespecifica puede darse con cualquier densidad de la
cochinilla y entre especies del mismo o distinto género (Borer, 2002). En este
punto se distinguen dos tipos de competencia, la dada entre especies
homoélogas que comparten un mismo nicho ecoldégico y que puede acabar con
la supresion de una de las especies, y la observada entre especies que se
consideran no homologas donde, a pesar de explotar un mismo recurso,
presentan alguna diferencia que les permite coexistir y potenciar su efecto. El
ejemplo clasico de desplazamiento entre especies homologas, sensu DeBach y
Sundby (1963), es el observado en California con tres especies de Aphytis
(DeBach y Sundby, 1963; Rosen y DeBach, 1979), donde 4. melinus, especie
considerada superior en practicamente todas sus caracteristicas biologicas,
desplazd a A. lingnanensis hacia las zonas costeras, el cual a su vez habia
desplazado a A. chrysomphali. Posteriormente, se ha observado que A. melinus
y A. lingnanensis no son estrictamente homologas, dado que utilizan
cochinillas de tamafio diferente para realizar la puesta de huevos hembra, y esta

diferencia es la que aventaja a A. melinus: al utilizar las cochinillas de menor
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tamafio se apropia del hospedador antes de que alcance el tamafno requerido
para ser parasitado por A. lingnanensis (Luck et al., 1982; Luck y Podoler,
1985; Opp y Luck, 1986).

Funcion del género Aphytis sobre las poblaciones de A. aurantii

Las hembras del género Aphytis causan la muerte de su hospedador a

través de dos mecanismos:
— la puesta de uno o varios huevos sobre el cuerpo de la cochinilla.

— mediante la accion predatoria de las picaduras de alimentacion y de las

picaduras de prueba o mutilacion.

Las picaduras de prueba o mutilacion son aquellas en las que el adulto
perfora varias veces el cuerpo de la cochinilla sin alimentarse y sin realizar la
puesta (figura 1.26), mientras que las de alimentacion, tal y como se ha
indicado previamente, son necesarias para la maduracion de nuevos huevos
(DeBach y White, 1960; DeBach, 1962; Rosen y DeBach, 1979).

Figura 1.26. Picadura de prueba o mutilacién sobre una hembra joven.

Los dos tipos de picaduras juntas llegan a causar incluso mas muertes
que el parasitismo en si (DeBach, 1962; Reeve, 1987; Walde et al., 1989).
Reeve (1987), estudiando en el laboratorio las picaduras de alimentacion y las
producidas por el parasitismo por A. melinus, obtuvo tasas similares.
Abderahman (1974c) compardé el numero de cochinillas destruidas por la
puesta y por la alimentacion o mutilacion por A. melinus y A. chrysomphali y

observé que A. melinus destruy6 el doble de cochinillas que A. chrysomphali a
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todas las temperaturas ensayadas (20, 25 y 30 °C). Sin embargo, asi como a 30
°C la puesta de A. chrysomphali se redujo a una media de 6,2 huevos, el
numero de cochinillas destruidas por mutilacion y alimentacion permanecid
mas o menos constante. Este hecho permite afirmar que el poder de destruccion
en campo por las especies del género Aphytis se infravalora si solo se tiene en

cuenta las cochinillas parasitadas.

Si nos centramos exclusivamente en el parasitismo, DeBach (1962 y
1969) indica que cuando las tasas medias de parasitismo rondan entre el 20 y el
30% es posible obtener un buen control de A. aurantii debido a que por cada
generacion de la cochinilla se dan tres o cuatro del parasitoide y el porcentaje

real de mortalidad de cochinilla se encuentra entre el 80 y el 90%.

Cuando las tasas de parasitismo no llegan a alcanzar unos niveles
adecuados, el control bioldgico con especies del género Aphytis se puede
enfocar de distintas maneras. Los cuatro tipos de estrategias en las que se

puede dividir el control biologico son (Eilenberg et al., 2001):

— Control biolégico clasico, que consiste en la importacion y estableci-
miento permanente de un enemigo natural exotico para su estable-

miento y control a largo plazo de la plaga.

— Control biologico inoculativo que se basa en liberaciones de enemi-
gos naturales con el objetivo de que controlen la plaga durante un

periodo de tiempo determinado pero no permanente.

— Control bioldégico inundativo que tiene por objetivo las liberaciones
intencionadas de enemigos naturales para el control de la plaga exclu-

sivamente por ellos mismos.

— Control biologico de conservacion que consiste en la modificacion
del ecosistema o de las practicas culturales para proteger y aumentar
las poblaciones de enemigos naturales, o de otros organismos, y asi

reducir el efecto de las plagas.

De las cuatro estrategias, la que con mayor seguridad puede dar unos
resultados mas inmediatos es el control bioldgico inundativo o inoculativo. En
el insectario del Servicio de Sanidad Vegetal de Almazora (Castellon), y

proximamente en el de Silla (Valencia), se esta procediendo a la cria en masa
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de los parasitoides 4. melinus y A. lingnanensis, si bien el nuimero de adultos
que producen actualmente es insuficiente para cubrir las necesidades del sector
citricola, por lo que cada vez resulta mas necesario la participacion de

empresas privadas o una mayor implicacion del sector publico.

En California, A. melinus se cria comercialmente en insectarios
particulares o en cooperativas. El mayor niimero de Aphytis liberados es
durante la primavera y las cantidades oscilan entre 50.000 a 200.000
adultos/ha. Las sueltas de parasitoides suelen iniciarse a intervalos de dos
semanas, empezando en febrero cuando las temperaturas alcanzan los 16° C
(Moreno y Luck, 1992; Forster et al., 1995; Flint y Dreistadt, 1998). Estas
sueltas son efectivas si se eliminan las hormigas y se evitan los plaguicidas de
amplio espectro. En 1996 se hacian sueltas anuales de 100.000 parasitoides/ha
y esas sueltas eran de un coste econdémicamente menor que —si realizamos
comparaciones sobre diversos tratamientos— una Unica aplicacion helicida
(Moreno y Luck, 1992). Estas sueltas tienen la finalidad de reducir las
poblaciones de cochinilla en verano, de manera que el aumento de las pobla-

ciones de Aphytis en otono favorezca el control econdmico (Luck et al., 1996).

En Queensland (Australia) se ha desarrollado un programa similar
basado en el control bioldgico inundativo que consiste en criar en masa y
liberar A. lingnanensis (Smith y Papacek, 1992). Smith (1998) recomienda
hacer sueltas de 25.000 a 50.000 adultos de Aphytis por hectarea si el

parasitismo observado en campo es bajo entre los meses de octubre a marzo.

Después de California, Marruecos es uno de los paises pioneros en la
introduccion de los parasitoides del piojo rojo y de su cria, para la realizacion
de sueltas experimentales en campo. En 1968 realizaban la cria masiva tanto de
A. melinus como de A. lingnanensis (Benassy y Euverte, 1968). En la
actualidad la especie con la que se estan realizando diferentes programas de
cria y suelta es A. melinus. Estas sueltas, dada la evolucion de las poblaciones
de Aphytis y de la cochinilla en algunas zonas de Marruecos, se plantean desde

mediados de septiembre hasta finales de junio (El Kaoutari et al., 2004).

La introduccién de nuevas especies de Aphytis, desde una perspectiva
de control bioldgico clasico de A. aurantii, tras la introduccion de A.

lingnanensis en el ano 2000 (Verdu y Pina, 2002), estd de momento paralizada.
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Otras posibles opciones de trabajo podrian ser 4. coheni o A. africanus, dos
especies que controlan a A. aurantii en otros paises (Rosen, 1967; Cohen,
1969; Bedford y Cilliers, 1994; Bedford, 1998).

El control bioldgico de conservacion es una estrategia con frecuencia
olvidada y que puede favorecer las poblaciones de Aphytis ya presentes, sobre
todo si se reducen o seleccionan los plaguicidas menos adversos para los
parasitoides y se eliminan correctamente las hormigas o cualquier fuente de
polvo. También es aconsejable la utilizacion de setos o cubiertas vegetales para
ofrecer al adulto un refugio o fuente de alimento (Van den Bosch y Telford,
1964).

1.2.2. Endoparasitoides: Comperiella bifasciata Howard y
Encarsia perniciosi Tower

Como enemigos naturales, las especies del género Aphytis son
generalmente superiores en efectividad en el control de diaspinos a cualquier
otro enemigo natural. No obstante, se han utilizado con éxito varias especies de
endoparasitoides y de depredadores en programas de control biologico

dirigidos contra 4. aurantii.

Comperiella bifasciata es el himendptero endoparasitoide mas
importante en algunas regiones de California, Australia, Sudafrica, Italia y
Argentina (Annecke, 1969; Catling, 1971; Mc Laren, 1978; Rosen y DeBach,
1978; Atkinson, 1983; Forster y Luck, 1996; Smith et al., 1997; Bedford, 1998;
Siscaro et al., 1999) (figura 1.27). Recientemente, se ha citado en Turquia
coexistiendo con A. melinus (Segonca et al., 1998). Pertenece a la familia
Encyrtidae. Es una especie adaptada a condiciones climaticas mas aridas que 4.
melinus (Forster y Luck, 1996). Puede poner aproximadamente 50 huevos por
hembra y vivir hasta 30 dias (Smith et al., 1997). Los estados del hospedador
que utiliza son hembra joven, hembra gravida y segunda muda de la hembra.
También puede aprovechar, aunque en menor medida, el primer estado
larvario, la primera muda y el segundo estado larvario temprano de la hembra.
No suele parasitar machos (Atkinson, 1983; Forster et al., 1995; Forster y
Luck, 1996). En Australia se ha observado que puede llegar a parasitar hasta el
80% de las hembras gravidas (Furness et al., 1983; Smith et al., 1997). El
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desarrollo puede verse sincronizado con el estado de desarrollo parasitado

(Flanders, 1943 y 1944). Es una especie biparental que no realiza picaduras

alimenticias.

Figura 1.27. A la izquierda, pupas y orificio de emergencia de C. bifasciata. A

la derecha, adulto hembra de C. bifasciata.

Encarsia perniciosi es el segundo himendptero endoparasitoide
solitario mas eficiente en el control de 4. aurantii (figura 1.28). Pertenece a la
familia Aphelinidae. Segin Flanders (1971), presenta cinco caracteristicas que
a bajas densidades la aventajan sobre otras especies de Aphytis: 1- tiene un
periodo de puesta mayor (hasta 3 semanas a una temperatura entre 25 °C y 26,7
°C); 2- puede utilizar un rango de hospedadores mas amplio (principalmente el
primer y segundo estado larvario hembra y las fases de muda, pero también
puede parasitar hembras jovenes y hembras gravidas); 3- es capaz de utilizar
las cochinillas que estdn en todos los estratos del vegetal incluido ramas; 4-
s0lo produce hembras (su capacidad reproductiva es de 50 hembras por

hembra); 5- estd activa a temperaturas inferiores a 12,8 °C.

Figura 1.28. A la izquierda, pupas y orificios de emergencia de E. perniciosi. A
la derecha, adulto hembra de E. perniciosi.
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Su ciclo biologico a 27 °C concluye en 18-38 dias en relacion con el
estado del hospedador (Viggiani, 1990). No realiza picaduras de alimentacion
(Flanders, 1971).

Los niveles de parasitismo llegan a alcanzar hasta el 20% en ciertas
regiones costeras de California y de Australia (Flanders, 1971; Smith et al.,
1997). Otros paises en los que esta citada son Argentina (Crouzel et al., 1973) e
Italia (Siscaro et al., 1999).

Se han descrito otras especies de Encarsia parasitando a 4. aurantii
como son E. citrina (Crawford) (=Aspidiotiphagus citrinus (Crawford))
(Gonzalez, 1969; Crouzel et al., 1973; Smith et al., 1997; Asplanato, 2000), E.
lounsburyi (Berlese y Paoli) (=Aspidiotiphagus lounsburyi (Berlese y Paoli))
(Rosen, 1965; Rosen y DeBach, 1978; Bedford y Grobler, 1981) y E. aurantii
var. argentina (DeSantis) (Crouzel et al., 1973).

En Espafia, esta citada E. citrina sobre P. pergandii (Carrero, 1980;
Rodrigo et al., 1996).

Habrolepis rouxi Compere, al igual que C. bifasciata, es un endopa-
rasitoide solitario que pertenece a la familia Encyrtidae (Annecke y Mynhardt,
1970). Se considera de menor importancia en el control de A. aurantii. Puede
parasitar otros diaspinos pertenecientes a los géneros Aspidiotus sp. y
Chrysomphalus sp. Los estados que utiliza van desde el segundo estado
larvario hembra hacia delante, y al igual que C. bifasciata rara vez parasita
cochinillas macho (Atkinson, 1983). Los machos son raros. La hembra es
capaz de poner de media hasta 30 huevos (Rosen y DeBach, 1978). Es
autoctono de Sudafrica (Bedford y Cilliers, 1994; Bedford, 1996). Bedford
(1996) también cita en Sudafrica a Habrolepis aspidioti Compere y Annecke

sobre A. aurantii. En Espafia no se ha encontrado esta especie.

Pteroptrix (=Casca) chinensis Howard es un endoparasitoide gregario
de A. aurantii capaz de sobrevivir a densidades muy bajas del hospedador
(Flanders et al., 1958). Se distribuye por California y Sudafrica (Bedford y
Grobler, 1981). No se ha descrito de Espaiia.
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1.2.3. Depredadores y entomopatégenos

Coccinélidos

Segin Samways (1985) y Lizzio et al. (1998), cuando las poblaciones

de la cochinilla escapan al control del parasitoide, los unicos factores bioticos

capaces de mantener el desarrollo de las poblaciones de A. aurantii son los

coccinélidos.

Hay un gran nimero de especies de coccinélidos que juegan un papel

en el control de A. aurantii. Las principales especies se muestran en la figura

1.29.

Coccinélido depredador

Referencias bibliograficas

Chilocorus bipustulatus (L.)

(Bodenheimer, 1951; Rosen, 1967; Argyriou, 1969;
Cohen, 1969; Inserra, 1970; Crouzel et al., 1973; Siscaro
et al., 1999; Erler y Tung, 2001; Uygun, 2003; Siscaro y

Mazzeo, 2003)

Chilocorus cacti (L.)

(Dean, 1955; Forster y Luck, 1996; Bedford, 1998)

Chilocorus circundatus (G.)

(Smith et al., 1997)

Chilocorus distigma Klug

(Bedford y Cilliers, 1994)

Chilocorus nigritus (F.)

(Samways, 1984; Samways, 1985; Bedford y Cilliers,
1994; Bedford, 1998)

Chilocorus orbis Casey

(Forster y Luck, 1996)

Coccidophilus citricola Brethes

(Gonzaélez, 1969 ; Crouzel et al., 1973)

Cybocephalus rufifrons Reitter

(Siscaro et al., 1999; Siscaro y Mazzeo, 2003)

Cybocephalus fodori minor (Endrody-Younga)

(Erler y Tung, 2001; Uygun, 2003)

Halmus chalybeus (Boisduval) (=Orcus
chalybeus (Boisduval))

(Quayle, 1932; DeBach et al., 1948; Smith et al., 1997)

Exochomus quadripustulatus (L.)

(Argyriou, 1969; Inserra, 1970)

Rhizobius lophantae Blaisdell

(Quayle, 1911; Argyriou, 1969; Atkinson, 1983; Furness
et al., 1983; Samways, 1985; Bedford y Cilliers, 1994;
Forster y Luck, 1996; Smith et al., 1997; Siscaro et al.,

1999; Erler y Tung, 2001; Siscaro y Mazzeo, 2003;
Uygun, 2003; obs. personal, 2003)

Figura 1.29. Principales especies de coccinélidos depredadores citados en el

mundo sobre A. aurantii.

Dentro del grupo de los coccinélidos, en Espaiia solo se han citado tres

especies sobre diaspinos, pero sin concretar en ningin caso que la especie

hospedadora sea A. aurantii. Estos coccinélidos son Rhyzobius lophantae
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Blaisdell, Chilocorus bipustulatus (L.) y Exochomus quadripustulatus (L.)
(Mercet, 1923; Gomez-Menor, 1937; Gémez-Clemente y Planes, 1950 y 1951-
52; Ripollés, 1990; Alfaro-Lassala et al., 1993; Alfaro et al., 1999; Moner,
2000; Urbaneja et al., 2005). Sin embargo, estas especies no parecen ser muy
abundantes en los citricos valencianos: en un muestreo realizado durante tres
afos, con la recoleccion de un total de 5.265 individuos, solo se capturd un
ejemplar de R. lophantae (Alvis et al., 2002). Durante nuestro estudio se
pudieron observar algunas larvas de este coccinélido alimentandose de piojo

rojo de California, pero siempre en nimero muy reducido (figura 1.30).

Figura 1.30. Larvas de R. lophantae sobre A. aurantii.

Rhyzobius lophantae pertenece al grupo de coccinélidos que se
alimentan de la familia Coccidae. Este coccinélido es capaz de desarrollarse y
reproducirse en diferentes cochinillas, pero se desarrolla mejor cuando se
alimenta de especies con una cubierta delgada y blanda, como la de 4. nerii o
las hembras jovenes de A. aurantii. Tanto los adultos como las larvas se
alimentan mejor de los estados inmaduros, debido a que las mandibulas no
pueden atravesar el escudo endurecido de las hembras adultas (Honda y Luck,
1995). En cualquier caso, éste suele ser el depredador que con mds frecuencia
se encuentra controlando a A. aurantii (Samways, 1985; Forster y Luck, 1996).
En Elche se estd procediendo a la cria masiva y suelta de esta especie para
controlar las poblaciones de la cochinilla roja de las palmera Phoenicococcus
marlatti Cockerell (Gémez-Vives, 2002).

El género Chilocorus presenta la ventaja frente a la especie anterior
que el mayor tamafio y la mayor potencia mandibular le permiten levantar la
cochinilla y alimentarse del cuerpo. Esto le permite nutrirse de todos los

estados de la cochinilla, incluido las hembras adultas (Forster y Luck, 1996).
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La especie C. nigritus estd mas adaptada a las condiciones extremas de calor de
Sudéfrica (Samways, 1984 y 1985), mientras que C. orbis y C. cacti prefieren

las zonas costeras de California (Forster y Luck, 1996).

Otros depredadores

Junto a los coccinélidos existen otras especies depredadoras. Distintas
especies de neurdpteros pertenecientes a la familia Chrysopidae son capaces de
atacar algunos de los estados de 4. aurantii para alimentarse (Furness et al.,
1983; Forster y Luck, 1996). Se trata por lo general de depredadores
generalistas, donde las larvas se alimentan de los primeros estados, si bien en
algunos casos son capaces de levantar el escudo y alimentarse del cuerpo de
cochinilla en el estado de hembra joven (obs. pers.) (figura 1.31). También se
ha descrito la presencia del neurdptero coniopterigido Conwentzia psociformis
(Curtis) sobre A. aurantii (Bodenheimer, 1951).

Figura 1.31. Larva de Chrysopa sp. alimentdndose de una hembra joven de A.
aurantii.

Entre los dipteros hay que reportar dos especies de cecidomidos
depredadores del diaspino: Lestodiplosis aonidiellae Harris y Cedidomya
coccidarum (Cockerell) (Harris, 1990; Siscaro et al., 1999). Entre los trips, se
ha descrito a Aleurodothrips fasciapennis (Franklin) sobre el piojo rojo de
California (Palmer y Mound, 1990).

Por ultimo, un gran niimero de acaros se alimentan de A. aurantii, pero
no todos ejercen el mismo tipo de control. Las principales especies pertenecen
al género Hemisarcoptes: H. malus (Shimer) (=H. coccisugus), H.

coccophagus Meyer y H. cooremani Thomas (Rosen, 1967; Crouzel et al.,
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1973; Gerson et al., 1990; Luck et al., 1999; Uygun, 2003). También la familia
Phytoseiidae presenta especies de interés: Typhlodromus cryptus Athias-
Henriot (Luck et al., 1999), Amblyseius citri van der Merwe y Ryke, A.
tamatavensis Blommers (Samways, 1985), A. largoensis Muma (Kamburov,
1971), A. swirski Athias y A. rubini Swirski y Amitai (Swirski et al., 1967). La

gran mayoria de los 4caros se alimentan de larvas moviles.

En Espafa estan citados los acaros H. coccophagus y H. malus sobre
C. beckii, P. pergandii y A. nerii (Gomez-Menor, 1937; Ripollés, 1990).

A pesar de la importancia de los distintos depredadores, DeBach
(1969) indica que en un cultivo en el que exista un buen control biologico de
piojo rojo, la presencia de depredadores es rara. Por tanto, en el caso de A.

aurantii, los parasitoides son una mejor solucion que los depredadores.

Entomopatogenos

Los entomopatogenos descritos sobre A. aurantii a nivel mundial
pertenecen a la Subdivision Ascomycotina (Evans y Prior, 1990). Se han
descrito tres especies cada una con su forma sexual (telemorfa) y asexual

(anamorfa):

— La forma sexual Nectria (=Sphaerostilbe Tul.) flammea (Tul.) y la

asexual Fusarium coccophilum (Desm.)

— La forma sexual Nectria aurantiicola Berk. y Br. y la asexual

Fusarium larvarum Fuckel

— La forma sexual Myriangium duriaei Mont. y Berk.

Su modo de accion es a través de la cuticula, por la que penetran e
invaden el hemocele. El unico requerimiento que exigen es una elevada
humedad (Evans y Prior, 1990).

Ninguna de estas especies se ha descrito sobre 4. aurantii en Espaia.
Gomez Menor (1937) cita sin embargo al hongo Cladosporium insectivorum
sobre el género Aspidiotus, Aonidia, Diaspis, Parlatoria y Chrysomphalus e
indica que es muy voraz, ya que incluso puede atacar a los mismos

parasitoides.
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1.3. Control quimico del piojo rojo

de California

El control quimico, dentro de una estrategia de manejo integrado de
plagas, s6lo debe utilizarse para prevenir la pérdida de la cosecha o para evitar

un dafio mayor, como podria ser la muerte del arbol (VVAA, 1991).

Cualquier estrategia de manejo integrado de plagas debe constar de
una serie de etapas, que son las siguientes (Ripollés et al., 1995; Jacas Miret et
al., 2001):

— Identificacion de los fitofagos y de sus enemigos naturales.

— Desarrollo de métodos de seguimiento de las poblaciones que indi-

quen la evolucién de la plaga y de su fauna auxiliar.
— Determinacion de los umbrales de intervencion.
— Establecimiento de la alternativa de manejo mas adecuada a seguir,

sobre todo cuando se superan dichos umbrales.

Las dos etapas claves en el control quimico son la determinacion del
momento Optimo del tratamiento (que se conseguird a través del seguimiento

de las poblaciones) y el establecimiento del umbral de tratamiento.
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El umbral de tratamiento puede calcularse en base a la fauna auxiliar
presente y/o a la abundancia de la plaga. En Espaia, actualmente no existe
ningin umbral de tratamiento en funcion de los enemigos naturales,
probablemente debido al bajo impacto que tienen en el control de la cochinilla.
Sin embargo, en Queensland (Australia), la decision de tratar o no tratar se
adopta segtn los niveles de parasitismo presentes en el area de estudio (Smith
et al., 1997). Para no tratar, el 20% o mas de hembras jovenes deben estar para-
sitadas en diciembre, y el 50% o mas hacia finales de enero. En las regiones
interiores, los niveles deben ser del 20% en enero y del 50% hacia principios
de marzo. En Sudafrica, un parasitismo del 20% o superior es suficiente para
controlar la plaga (Bedford, 1998). En California, se considera que el
parasitismo por A. melinus es inadecuado cuando se encuentra un 10% de fruta
verde con 5 o mas cochinillas en el segundo estado larvario o en adelante
(Luck et al., 1996).

En 1999, el Reglamento de Produccion Integrada de Citricos (Gene-
ralitat Valenciana, 1999) establecia un umbral de tratamiento en funcion del
nivel de infestacion del fruto en la cosecha anterior, que para A. aurantii
consistia en la mera presencia en fruto. Este umbral obligaba a tratar
sistematicamente todas las parcelas, por lo que era absolutamente necesario

establecer otros umbrales mucho maés selectivos (Hernandez et al., 2001).

El nivel de infestacion en la cosecha anterior se puede determinar de
distintas maneras. En California utilizan el vuelo de los machos y su evolucion,
al haber comprobado que existe una buena relacion entre el nimero de machos
capturados y la proporcion de frutos infestados (Moreno y Kennett, 1985;
Moreno et al., 1985). En Marruecos, también utilizan el vuelo de los machos
como umbral de tratamiento (Guirrou et al., 2003). En Israel y Sudafrica este
vuelo no presenta ninguna relacion con la proporcion de frutos infectados,
teniendo que recurrir a otros sistemas (Sternlicht et al., 1981; Grout y Richards,
1991). En Espafia, se ha observado que el vuelo de los machos (en concreto el
segundo vuelo que tiene lugar de junio a julio), y el nivel de infestacion de los
frutos en la cosecha anterior, son dos parametros que sirven para determinar
con antelacion el dafio en la cosecha futura y, por tanto, si tratar o no tratar
(Hernéndez et al., 2001; Hernandez Penadés et al., 2002). Capturas diarias

maximas de 10 machos por trampa predicen infestaciones bajas en la cosecha.
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Del mismo modo, niveles de infestacion en la cosecha anterior inferiores al 2%
también indican que el nivel de infestaciéon en ausencia de tratamientos
quimicos se mantendra en un nivel aceptable (menos del 10%) (Hernandez et
al., 2001; Hernandez Penadés et al., 2002; Garcia-Mari et al., 2004).

Posteriormente, Garcia Mari et al. (2003 y 2004) determinaron que el
umbral de tratamiento por encima del cual hay que intervenir se sitlia entre el 3
y el 7% de infestacion en la cosecha anterior, cifra que dependera del valor de
la cosecha y del plaguicida. Este porcentaje de infestacion corresponderia a un
porcentaje de destrio del 1 al 3% (considerando destrio los frutos con mas de

10 escudos).

No obstante, a parte del vuelo de los machos y de la infestacion del
fruto en la cosecha anterior, existen otras formas de establecer los umbrales de
tratamiento en relacion con el namero de escudos sobre los distintos 6rganos
del vegetal, en funcion de la época del afio y de la dindmica de la plaga,
ademas del uso de los grados dia (Moreno y Kennett, 1985; Alfaro-Lassala et
al., 1993; Moner, 1994; Ripollés et al., 1995; Luck et al., 1996; Smith et al.,
1997; Bedford, 1998; Generalitat Valenciana, 1998; Llorens-Climent, 1998;
Alfaro et al., 1999; Moner, 2000; Guirrou et al., 2003; BOE, 2004b; Garcia-
Mari et al., 2004).

Una vez establecido y superado ese umbral de dafio se debe decidir el
momento del tratamiento. Todos los estudios realizados en Espana apuntan a
que la mayor eficiencia del tratamiento habitualmente se consigue tratando en
la primera generacion del diaspino, que por lo general es entre mayo y junio, si
bien dependera del producto quimico utilizado (Alfaro-Lassala et al., 1993;
Moner, 1994; Ripollés et al., 1995; Llorens-Climent, 1998; Generalitat Valen-
ciana, 1998; Alfaro et al., 1999; Alfaro Lassala et al., 1999b; Moner, 2000;
Hernédndez Penadés et al., 2004). Segun Rodrigo y Garcia Mari (1994), se
deberia realizar el tratamiento quimico cuando se observase un 70% de
inmaduros de esta cochinilla. Este porcentaje se puede prever con las integrales
térmicas. En la Comunidad Valenciana, Rodrigo (1993), utilizando el valor de
11,6 °C calculado por Kenneth y Hoffman (1985), establecié una integral
térmica de 753 °D.
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Las materias activas autorizadas en la produccion integrada de citricos
para el control del piojo rojo son clorpirifos, buprofezin, piriproxifen y aceite
mineral de verano (BOE, 2004a y b). De estas materias, la utilizada con mas
frecuencia en la Comunidad Valenciana es el clorpirifos. En algunos paises, se
ha observado que a consecuencia de este uso indiscriminado de clorpirifos 4.
aurantii ha desarrollado resistencias a éste y a otros organofosforados, ademas
de a los carbamatos (Vehrs y Grafton-Cardwell, 1994; Grafton-Cardwell y
Vehrs, 1995; Bedford, 1996; Du Toit, 1996; El Kaoutari et al., 2004). Por
tanto, no seria de extrafiar que acabara desarrollandolas también en Espafia.
Esta materia activa se ha visto que afecta negativamente a las poblaciones de
Aphytis y de otros enemigos naturales (Bellows y Morse, 1988; Desneaux et
al., 2007). Para que este producto sea realmente efectivo, tiene que aplicarse en
el maximo de formas sensibles, preferentemente durante la primavera
(Hernéndez Penadés et al., 2004; Rodrigo et al., 2004).

En California y Sudéfrica, paises en los que 4. aurantii ha desarrollado
resistencias a los organofosforados y a los carbamatos, utilizan reguladores de
crecimiento como el buprofezin o el piriproxifen para combatir la plaga
(Georgala, 1988; Du Toit, 1996; Hattingh y Tate, 1996). El piriproxifen actua
como un mimico de la hormona juvenil durante la eclosion del huevo, la muda
y los estados de crecimiento, mientras que el buprofezin actia como un
inhibidor de la produccion de la sintesis de la quitina durante la muda (Grafton-
Cardwell, 1998). El momento adecuado para su aplicaciéon es cuando se
observa el maximo de formas sensibles (primer y segundo estado larvario)
(Alfaro Lassala et al., 1999a). No obstante, estos productos no resultan del todo
inocuos para la fauna 1til. Es muy conocido el alto impacto que tienen estos
plaguicidas sobre los coccinélidos (Mendel et al., 1994; Hattingh y Tate, 1996;
Grafton-Cardwell, 1998; Jacas y Garcia-Mari, 2001). Ademads, ensayos
realizados sobre A. melinus y sobre C. bifasciata indican que A. melinus es
sensible al piriproxifen y que solo buprofezin parece de momento no afectar a
ninguno de los dos parasitoides (Grafton-Cardwell y Reagan, 1995; Grafton-
Cardwell et al., 2006).

No obstante, de todos los productos recomendados, el que menor
impacto tiene sobre los enemigos naturales es el aceite mineral. Es el tinico

ademas que no presenta ningun tipo de restriccion en su uso (BOE, 2004a).
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Este producto presenta una baja toxicidad para el hombre y para la fauna
terrestre y acuicola, ademas de ser biodegradable evitando los problemas de
residuos y de desequilibrios en fauna 1til, que pueden afectar a la proliferacion
de otras plagas. Su uso se recomienda en el control de la segunda y tercera
generacion de la cochinilla. Aplicado en primera generacion, puede provocar la
caida de los frutos (Ripollés et al., 1995; Llorens-Climent, 1998; Alfaro
Lassala et al., 1999a; Costa-Comelles et al., 1999; Moner, 2000; Rodrigo et al.,
2004). El aceite mineral puede utilizarse s6lo o en combinaciéon con otros
insecticidas (Alfaro Lassala et al., 2003).

Desde que aparecieron resistencias a organofosforados, el uso del
aceite es una de las opciones mas alentadoras, aplicado s6lo o en combinacién
con reguladores de crecimiento (Georgala, 1988). Grafton-Cardwell et al.
(1996) proponen el uso de aceites combinados con sueltas de 4. melinus para
sobrellevar las resistencias. En este sentido, la unidad de Agroingeniria del
IVIA esta trabajando en el uso adecuado de los aceites, ante las grandes
perspectivas que tiene en el manejo integrado de las plagas (Molt6 Garcia y
Zarzo Castello, 2003).

No obstante, hay que recordar que todos los insecticidas afectan en
mayor o menor medida a los enemigos naturales y que esta alternativa de
control debe ser la ultima en utilizarse, favoreciendo siempre las medidas

preventivas sobre las curativas.
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El piojo rojo de California, como se ha visto en el capitulo precedente,
se encuentra en estos momentos entre las plagas mas importantes de citricos,
tan solo, si cabe, por detrds de la mosca del mediterraneo. El control de esta
plaga se basa fundamentalmente en tratamientos quimicos; el control bioldgico
se ha cenido a la introduccién y suelta de A. melinus, sin conocer, en la mayor
parte de los casos, la composicion y el papel del complejo de enemigos
naturales ya presente. Sin embargo, el conocimiento de esta fauna auxiliar es
un aspecto clave que debe tenerse en cuenta en cualquier estrategia de Manejo
Integrado de Plagas, dado que establecera —o deberia hacerlo— la alternativa

de control.

Estudios previos realizados por otros autores en relacion al complejo
de parasitoides existente sobre A. aurantii resaltaban la practica ausencia de A.
melinus, a pesar de todas las sueltas realizadas, y destacaban la abundancia de
A. chrysomphali a lo largo de todo el periodo de estudio. Diez afios después de
estos trabajos, y treinta desde la primera introduccion de A. melinus, es
necesario analizar, antes de seguir con nuevos tratamientos, si la abundancia y
composicion de parasitoides descrita sigue manteniéndose, y si existe alguna
mejoria en el control de la plaga, ademés de intentar analizar los motivos de la

persistencia de A. chrysomphali.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Por tanto, los objetivos de este trabajo se resumen en dos grandes
apartados: el primero centrado en los aspectos generales del control biolégico
del piojo rojo de California y el segundo en las estrategias reproductivas de

Aphytis chrysomphali, su principal parasitoide en el campo.

1) Control bioldgico del piojo rojo de California en el campo:

— Evaluar la situacion de Aphytis chrysomphali en el cultivo de citricos
valenciano. Determinar el grado de establecimiento y dispersion de
Aphytis melinus y Aphytis lingnanensis, dos especies introducidas en la

Comunidad Valenciana.

— Conocer como en el transcurso de un afio se alternan las distintas
especies de Aphytis, como interaccionan entre ellas y evaluar su

abundancia y papel en el control de la plaga.

— Introducir otros enemigos naturales que complementen la accién de
los parasitoides ya existentes: suelta en campo de Comperiella

bifasciata y Encarsia perniciosi. Analizar su establecimiento.

2) Estrategias reproductivas de Aphytis chrysomphali, principal para-

sitoide en el campo del piojo rojo de California:

— Analisis de la relacion entre el estado larvario del diaspino y el tamafio
del parasitoide obtenido. Estudio del efecto del tamafio del adulto y de
diferentes dietas en la longevidad, e importancia de la relacion entre la
talla del parasitoide y su edad con la fecundidad potencial. Valoracion

del tamafio de la pupa y el tamafio final del parasitoide.

— Efecto del nimero de huevos en los ovarios del parasitoide y del
estado larvario del hospedador en el comportamiento de puesta y de
alimentacion de A. chrysomphali. Desarrollo de un etograma de los
distintos comportamientos realizados por el adulto de A. chrysomphali
en funcion del nimero de huevos en los ovarios y el estado del

hospedador.

— Papel de la bacteria endosimbionte Wolbachia en la partenogénesis
telitoca mostrada por el parasitoide. Efecto de dicha bacteria en
distintos parametros reproductivos de 4. chrysomphali y estudio de su

comportamiento sexual.
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3.1. Muestreo en campo

A continuaciéon indicamos la metodologia general seguida en este
trabajo. No obstante, al inicio de cada capitulo, se especificard con mayor
precision, y con una descripcion mas detallada, el material y la metodologia
utilizada. En este apartado, tan sélo indicamos grosso modo las principales
estrategias y los mejores métodos para el muestreo y cria del piojo rojo de

California, Aonidiella aurantii, y de sus enemigos naturales.

3.1.1. Parcela experimental

El muestreo principal, se realizo en dos parcelas ubicadas en el término
municipal de Alzira, en la provincia de Valencia. La primera de las parcelas se
encuentra en el Vall de la Casella, en las partidas del Cementeri y de Fraca.
Esta plantada en su mayoria por naranjo dulce (Citrus sinensis (L.) Osbeck)
variedad Navelina y por mandarino clementino (C. clementina Hort. ex
Tanaka) variedad de Nules o Clemenules. Esta parcela se denominara durante
el posterior analisis como “La Casella” (figura 3.1). Para referirse a las dos
subparcelas dentro de esta unidad de estudio se hablard de la parcela “Navel-
Casella” y de la parcela “Clemenules-Casella”, haciendo alusion de este modo

a la localidad y a los dos tipos de cultivos.
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La segunda superficie en la que se realiz6 el muestreo principal se
encuentra proxima al nucleo urbano de Alzira y de Carcaixent. En el catastro,
la parcela se conoce por PDJ y se encuentra ubicada en el poligono 30 en el

término municipal de Alzira. El tipo de cultivo es naranjo dulce variedad

Newhall. Esta parcela se denominara durante el posterior analisis como “PDJ”
(figura 3.2).

i e

Figura 3.2. Vista general de la parcela “PDJ”.

Las superficies, tipo de manejo, fechas de recoleccion, etc., se
especifican en el cuarto capitulo en el segundo subapartado. En estas dos
parcelas se realizo la suelta de Comperiella bifasciata y Encarsia perniciosi,
dos de los principales enemigos naturales de A. aurantii, importados desde

California.

La busqueda de C. bifasciata sobre su hospedador alternativo
Chrysomphalus dictyospermi se llevd a cabo fundamentalmente en parcelas de
citricos ubicadas en el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias en

Moncada (Valencia); no obstante, también se inspeccionaron amplias zonas de

— 76—



MATERIAL Y METODOS

la provincia de Valencia, que se detallan en el cuarto capitulo en el tercer

subapartado.

Independientemente del muestreo realizado a lo largo de un afio en las
dos parcelas previamente especificadas se condujo un muestreo en distintos
puntos de la Comunidad Valenciana para determinar el establecimiento y
dispersion de Aphytis melinus y de A. lingnanensis. Los lugares que se

estudiaron se indican en el cuarto capitulo en el primer subapartado.

3.1.2. Tipo de muestreo

La forma y periodicidad del muestreo vari6 en funcion del objetivo
perseguido. En el estudio del establecimiento y dispersion de 4. melinus y de
A. lingnanensis, el muestreo consistid6 en la busqueda de los diaspinos A.
aurantii y Ch. dictyospermi. Una vez localizados se recogian muestras de
tamafio variable con cochinillas en un estado susceptible de estar parasitadas.
No se establecio ninguna periodicidad en la recoleccion de las muestras, si bien
se intento recolectar la mayor parte de las muestras a finales de primavera vy,
sobre todo, en otofio, al ser los periodos en los que se hallan con mayor

facilidad las distintas especies del género Aphytis.

La buasqueda de C. bifasciata en su hospedador alternativo Ch.
dictyospermi se centr6 durante los veranos de 1999 y 2000. Las muestras

consistian en hojas y ramas de diferentes medidas con presencia del diaspino.

Las prospecciones para localizar los dos enemigos naturales
introducidos se realizaron de manera bimensual y tan s6lo se cogieron muestras
del arbol en el que se habia hecho la suelta y de los cuatro que lindaban, a
modo de cruz, dicho arbol de la suelta. La muestra consistia en una rama de
naranjo de aproximadamente 25-35 cm de longitud, con fruto cuando se
buscaba C. bifasciata, y con una parte importante de madera cuando se

intentaba detectar la presencia de E. perniciosi.

El tipo de muestreo a lo largo de un afio en las dos parcelas de Alzira
también fue dirigido, al buscar fracciones de vegetal que presentasen
cochinillas. Las superficies se visitaban con una frecuencia quincenal y en cada

visita se recogian diez muestras de 25-30 cm de longitud de cada una de las
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parcelas (Navel-Casella, Clemenules-Casella y PDJ) y de la region intermedia
y externa del arbol. Las muestras consistian en una rama que estuviese formada
por una fraccién de madera, por hojas de diferentes brotaciones y, desde que se
detectaba la formacion de los primeros frutos, se buscaban muestras que
también contuviesen al menos un fruto. En aquellos casos en los que las
muestras tenian mas de un fruto, sélo se evaluaba uno de ellos. En La Casella
el periodo de estudio comprendi6 un afio (desde el 10 de agosto de 1999 hasta
el 7 de agosto de 2000), mientras que en la parcela PDJ el tiempo de muestreo

fue ligeramente inferior, desde el 10 de agosto de 1999 al 16 de junio de 2000.

En todos los casos las muestras se introducian en bolsas de papel que
se identificaban con el nombre de la parcela, lugar de muestreo, fecha y

diaspino predominante.

3.1.3. Analisis de las muestras

Una vez en el laboratorio las muestras se individualizaban y se
separaban en las tres partes principales: hojas, ramas y fruto. Cada estructura
del vegetal se examinaba de manera independiente con la ayuda de una lupa
binocular estereoscopica Wild M5 y se diseccionaban todos los escudos
utilizando un alfiler entomolégico. En este proceso se determinaba el nimero

de larvas y pupas y la especie de parasitoide.

En el caso de las muestras del estudio del establecimiento y dispersion
de las especies de Aphytis, tan solo se anotaba qué especie de diaspino estaba
presente 'y qué parasitoide se encontraba mayoritariamente. Durante la
busqueda de los endoparasitoides se inspeccionaron todas las cochinillas que se
localizaron en las muestras, y se separaron y conservaron en el interior de
capsulas de gelatina (Cépsulas 0 incolora — Guinama) las que aparentemente

podian estar parasitadas por un endoparasitoide.

En el muestreo realizado durante un afio se examinaron todas las
cochinillas presentes en cada una de las muestras; asimismo de cada region
vegetal se anotd el niimero de cochinillas vivas, muertas y parasitadas, el
estado en que se encontraban, qué tipo de parasitoides albergaban, en qué fase
de desarrollo se hallaban, el sexo (en caso de obtener adultos) y, por supuesto,

el estado de la cochinilla parasitada.

78 —



MATERIAL Y METODOS

En todos los casos, las formas inmaduras (larvas y pupas), tanto de
ectoparasitoides como de endoparasitoides, se introducian en cépsulas de
gelatina y se dejaban evolucionar en camaras bioclimaticas (Sanyo Growth
Cabinet MLR-350) a una temperatura constante de 25+1 °C, una humedad
relativa del 70£10% y un fotoperiodo de 16:8 horas (L:0O). En las capsulas se
anotaba la fecha, la zona de procedencia, el estado de la cochinilla parasitada, y

la especie y fase del parasitoide.

Figura 3.3. Preparacién microscépica de la hembra adulta de A. chrysomphali.

Los adultos de Aphytis recolectados en el muestreo, o aquéllos
obtenidos tras completar su desarrollo en el laboratorio, se identificaron con las
claves de Rosen y DeBach (1979). Para ello previamente se digerian en una
mezcla preparada con 4cido acético glacial (7 gotas) y con cloralfenol (5 gotas)
(Rosen y DeBach, 1979) y, posteriormente, se montaban en un portaobjetos en
un medio semipermanente de Hoyer (figura 3.3). Las preparaciones se

observaban en un microscopio optico Leitz Dialux 20 EB.

Las especies de Comperiella obtenidas durante los distintos muestreos
se adherian a etiquetas entomoldgicas y se identificaban siguiendo las claves
propuestas por Battaglia (1989) y por Prinsloo (1996). No obstante, para
simplificar el proceso de determinacion de Comperiella, y para facilitar la
diferenciacion de las hembras y de los machos de C. bifasciata y Comperiella
lemniscata Compere y Annecke, realizamos una clave de identificacion
simplificada (Pina et al., 2001). Aquellos casos en los que el ejemplar estaba
bastante deteriorado, se digeria y se montaba en medio de Hoyer siguiendo el

procedimiento descrito para Aphytis. Este tipo de preparaciéon permitia
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diferenciar con precision algunas estructuras clave como el nimero de rinarias
en las antenas del macho o la forma del apice de las sedas basales de la linea

calva en las alas anteriores de la hembra.

Las especies de Encarsia se identificaron con las claves de Viggiani
(1987) y Ferriere (1965), y se prepararon y conservaron de la misma manera
que se ha detallado para las especies de Aphytis (figura 3.4).

Figura 3.4. Preparacién microscdpica de la hembra adulta de E. perniciosi.



3.2. Sistema de cria

3.2.1. Cria del piojo rojo de California

3.2.1.1. Origen del piojo rojo de California

La cria de 4. aurantii se inici6 en 1999 en el laboratorio de la Unidad
de Entomologia del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA),
con frutos infestados con este diaspino y procedentes de parcelas de naranjos
(variedad Navelina y Newhall) y clementinos (variedad de Nules) ubicadas en
Alzira (Valencia).

3.2.1.2. Sustrato vegetal

a) Cria sobre limén

El material vegetal utilizado en las distintas experiencias fue el limon
(Citrus limon (L.) Burm f.). Su reducido tamafio, facilidad de manejo y
excelente conservacion durante un periodo de tiempo superior a cuatro meses
permitieron que fuese el sustrato idoneo tanto para la cria en masa de la

cochinilla como para las distintas experiencias de laboratorio.
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Las variedades de limén utilizadas para la cria de la cochinilla fueron
Fino, Verna, Lisbon y Eureka, procedentes todas ellas de distintas parcelas del
IVIA, pero sobre todo de la coleccion de limoneros del banco de germoplasma
de citricos ubicado en el IVIA. La variedad de limén empleada en todos los
ensayos de laboratorio fue la variedad Verna. Los limones recolectados se
almacenaban en una camara frigorifica a 8 °C hasta el momento de su manejo:
se escogian los que presentaban una coloracion que oscilaba entre la verde y la
verde amarillenta, y en todo momento se evitd trabajar con limones con

malformaciones o podredumbres.

Los limones, antes de ser utilizados, se lavaban y cepillaban
individualmente para eliminar los restos de polvo, de posibles residuos de
productos fitosanitarios y, sobre todo, de la presencia de otras plagas. Para
alargar la conservacion del fruto y previamente a su infestacion, el limén se
sometia a un bafio de parafina (Parafina perlas — Guinama), sumergiéndolo en
el interior de un recipiente que contenia parafina coloreada caliente (= 60 °C), a
excepcién de una zona de aproximadamente 4 cm® de diametro que se dejaba
sin parafinar con el objeto de permitir la fijacién de las larvas de A. aurantii
(figura 3.5).

Figura 3.5. Limones recubiertos de parafina coloreada.

El pigmento empleado para colorear la parafina en perlas fue el Rojo
Sudén (Sudan III — Panreac C.I. 26100 DC). La tincion de la parafina permitia
aumentar el contraste entre la zona encerada y la libre de parafina. Los limones
encerados se trasladaban en bandejas a la camara de cria de la cochinilla, donde
se realizaba la infestacion. Tan solo se parafinaban aquellos limones que iban a

ser utilizados de manera inmediata.

82—



MATERIAL Y METODOS

b) Cria sobre calabaza

Si bien todos los experimentos de laboratorio se realizaron sobre
limon, los primeros intentos de cria de la cochinilla en masa se desarrollaron
sobre calabaza. La variedad utilizada fue la de cabello de angel (Cucurbita
ficifolia Bouché) y la de “cacahuet” (Cucurbita moschata Duchesne). Ambas
variedades fueron proporcionadas por el Servicio de Sanidad Vegetal de Alma-
zora. El objetivo inicial de la cria sobre este sustrato era obtener “calabazas
madre”, es decir, calabazas con cochinillas en el estado de hembra adulta con

larvas que permitiesen la contaminacion de nuevas calabazas o limones.

Las calabazas se lavaban y se rascaban con la ayuda de un cepillo para
eliminar cualquier resto de suciedad, de exudado de la calabaza o de indicios
de otras plagas. Se descartaron las que presentaban algun golpe o incision, pero
en ningun momento se sometieron a un proceso de encerado. Tras su lavado y

secado se trasladaban a la camara de cria de la cochinilla, donde se infestaban.

3.2.1.3. Técnicas utilizadas en la infestacién en masa del
piojo rojo de California

El sistema de cria del diaspino se modificd hasta poner a punto el
protocolo de cria que se realiza actualmente en la Unidad de Entomologia del
Departamento de Proteccion Vegetal y Biotecnologia del IVIA. Las distintas

técnicas que se probaron fueron las siguientes:

— Sistema de cria empleado en el insectario del Servicio de Sanidad
Vegetal de Almazora

— Modificaciones de la técnica empleada en el insectario del Servicio de

Sanidad Vegetal de Almazora

— Sistema de cria utilizado en el insectario de la Universidad de
California, Riverside

a) Sistema de cria empleado en el insectario del Servicio de
Sanidad Vegetal de Almazora

El primer sistema ensayado para la cria del diaspino fue el que en la
actualidad se utiliza en el insectario del Servicio de Sanidad Vegetal de

Almazora (Castellon) para la cria de Aspidiotus nerii (Bouché) (=hederae
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Vallot) sobre la calabaza de cabello de angel. En este insectario se reproduce la
técnica de la linea de sombra descrita por DeBach y White (1960) con ciertas

modificaciones.

Este método de cria consiste en disponer la calabaza —o cualquier otro
sustrato vegetal—, previamente infestada con cochinillas que ya han alcanzado
el estado de hembra adulta con larvas, en una sala en completa oscuridad con
un uUnico punto de luz que se dispone sobre ella. Las larvas moviles se
desplazan por la superficie de la calabaza, buscando el punto de mayor
intensidad luminica debido a su fuerte fototropismo positivo. Al llegar al
extremo mas proximo a la luz, las larvas resbalan y caen sobre una superficie
dispuesta de tal manera que crea una linea de sombra. Las larvas caminan hasta
alcanzar esta linea, donde se detienen. En este punto se recogen y se

“espolvorean” de forma manual sobre las calabazas que se quieren infestar.

En el sistema empleado en Almazora, en el extremo de la calabaza que
apunta al punto de luz se adhiere previamente una estructura conica de yeso
blanco. Las larvas moviles al desplazarse sobre la superficie de la calabaza,
llegan a la parte mas distal de dicho cono y caen sobre las calabazas que se
pretende infestar de modo que la reinfestacion se produce de manera

automatica (figura 3.6).

o O

Figura 3.6. A la izquierda, sistema de cria empleado en el insectario del

Servicio de Sanidad Vegetal de Almazora. A la derecha, detalle de la estructura

cénica de yeso blanco con larvas méviles de Aspidiotus nerii. Fotografias

cedidas por I. Boix.

Para desarrollar esta técnica, se infestaron calabazas con piojo rojo y se
dej6 que sobre las mismas se reprodujesen mas de dos generaciones de
cochinilla para conseguir una elevada concentracion de diaspino. Una vez

conseguido un buen soporte vegetal lleno de cochinillas en el estado de hembra
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adulta con larvas (“calabazas madre”), se fabricaba el cono que se adheria al
extremo que presentaba una mayor infestacion. Al no disponer de una sala en
completa oscuridad como la del insectario, las calabazas se introducian en
cajones de madera, previamente recubiertos con cartulina negra, que
presentaban un Unico orificio en uno de los laterales. La calabaza se elevaba
sobre un soporte de madera y se disponia de modo que el cono apuntase hacia
el orificio. En la parte exterior de la caja se disponia una ldmpara cuyo punto
de luz enfocaba principalmente a ese orificio. De esta manera se conseguia que
las larvas caminaran por la superficie de la calabaza, se desplazaran hacia el
cono buscando el foco de luz, y al llegar al punto mas distal cayesen sobre la
calabaza o sobre el limon que se pretendia infestar y que se encontraba debajo

del cono de escayola.

Este sistema no resultd ser muy efectivo para la cria en masa del piojo
rojo porque, a diferencia de lo que sucede con A. nerii, A. aurantii no presenta
un fototropismo positivo tan marcado (Flanders, 1947) y las larvas se fijaban
sobre la superficie de la calabaza antes de alcanzar el cono. Sin embargo, lo
que si que se observo fue una gran cantidad de larvas moéviles vivas y muertas
en la base del soporte de madera. Ante tal hecho, se plante6 realizar una

primera modificacion en el sistema de cria, que se detalla a continuacion.

b) Modificaciones de la técnica reproducida en el insectario del
Servicio de Sanidad Vegetal de Almazora

La primera modificacién consistid en incrementar la altura de la
calabaza madre para colocar debajo y sobre ella el mayor nimero posible de
limones en contacto directo. Al obrar de esta manera se consiguié aumentar la
cantidad de larvas fijadas sobre la superficie de los limones dispuestos bajo la
calabaza, pero atn asi tampoco se consiguid una buena infestacion. No
obstante, se observd que los limones situados en la parte superior de la

calabaza se recubrian con una mayor cantidad de larvas.

Por tanto, se realizd una segunda modificacion en el sistema de cria
inicial que consistid en colocar las calabazas en el interior de recipientes de
pléstico con el punto de luz encima de ellas y sobre la cara superior de dichas
calabazas se disponian los limones. Los recipientes se disponian en cdmaras
bioclimdticas a 25+1 °C, 70+10% h.r. y un fotoperiodo de 24 horas de luz.
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Este sistema resulto ser el mas efectivo en la contaminacion de nuevo
sustrato vegetal. Sin embargo, surgieron complicaciones al estar en contacto
directo la calabaza y el limon. Las plagas se dispersaban con mayor rapidez
(fundamentalmente acaros de distintas especies), dificultando el adecuado
desarrollo de la cochinilla e impidiendo incluso su parasitismo. Especialmente
en el caso de la arana roja (Tetranychus urticae Koch), que realizaba su

caracteristica tela sobre los escudos de los diaspinos.

¢) Sistema de cria utilizado en el insectario del Departamento de
Entomologia de la Universidad de California, Riverside

La siguiente modificacién en el sistema de cria de la cochinilla se
efectudé gracias a la estancia en el Departamento de Entomologia de la
Universidad de California, Riverside (EEUU). En el insectario de dicho
departamento, se lleva a cabo la cria de 4. aurantii desde hace méas de treinta
afios, aunque como es natural ha sufrido una serie de modificaciones y mejoras
a lo largo del tiempo. El Gltimo cambio fue introducido por el Dr. Robert Luck,
Lisa Forster y todo el equipo de entomologia implicado en la cria de este
diaspino. El sistema de cria que alli se desarrolla es una modificacion de la
técnica descrita por Tashiro (1966), y cuya descripciéon estd en fase de

publicacion.

Esta técnica, a su vez modificada para adecuar el tamafio de los
soportes al espacio disponible y al material disponible, fue la que se puso a
punto en el laboratorio de la Unidad de Entomologia del IVIA y es la que se
utiliza en la actualidad.

El soporte utilizado para la cria del diaspino consistid en recipientes
rectangulares de plastico negro de 15 cm de alto, 33 cm de ancho y 60 cm de
largo, en cuyas tapas se realizaron 25 orificios circulares de 3 cm de diametro
(figura 3.7 y figura 3.8). En la base del recipiente, y debajo de cada orificio de
la tapa, se dispusieron 25 limones infestados con cochinillas en el estado de
hembra adulta con larvas (“limones madre”). En cada orificio se introdujo un
tubo de cartulina negra de 9 cm de longitud que reposaba sobre el limoén madre
y cuyo extremo libre sobresalia de la tapa. En dicho extremo libre del tubo se
acomodaba el limén que se queria infestar, con la parte no encerada hacia

arriba y enfocada hacia la luz. La luz empleada consistio en tubos de luz blanca
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de 18 Watios, dos sobre cada soporte, colocados a 25 cm de distancia del limén

a infestar.

Vista lateral

| | Luz fluorescente 24 h

Limones nuevos

Figura 3.7. Esquema del sistema de cria de A. awrantii utilizado en la
actualidad en la Unidad de Entomologia del IVIA.

Figura 3.8. Sistema de cria de A. aurantii utilizado en la actualidad en la

Unidad de Entomologia del IVIA.

Las larvas moviles al buscar la luz, pero sobre todo debido a su
marcado geotropismo negativo, subian por la cara exterior e interior del tubo y
se fijaban sobre la superficie libre de los limones (no encerada) que se queria

infestar.

En la superficie del limon encerada se anotaba la fecha del dia en el
que se iniciaba la contaminacién y el dia que se retiraba del tubo de cartulina.

Del mismo modo se anotaba la variedad del limoén.

Los limones permanecian un tiempo variable sobre los tubos

dependiendo del destino final de las cochinillas (experiencia o cria), pero nunca
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mas de una semana, para evitar que hubiese una marcada asincronia entre los
distintos estados de desarrollo de la cochinilla.

Pasado este tiempo, los frutos ya infestados se retiraban de los tubos y
se depositaban en bandejas de plastico o directamente sobre una rejilla y se
almacenaban en la misma camara hasta su posterior utilizaciéon como limones
madre, limones destinados a la cria de parasitoides, o bien limones destinados a

la realizacion de alguna de las pruebas de laboratorio (figura 3.9).

Figura 3.9. Vista general de la cdmara de almacenamiento de limones
infestados con A. aurantii y detalle de uno de los estantes.

Los limones madre permanecian un mes en el interior de las cajas,
hasta que se sustituian por nuevos limones con cochinillas en el estado de

hembra con larvas.

Las condiciones de la cdmara de cria de la cochinilla fueron de 27+1
°Cy 70£10% de humedad relativa. El fotoperiodo fue de 24 horas de luz sobre
los soportes de infestacion y de total oscuridad una vez se retiraban de dichos
soportes.

3.2.2. Cria de los parasitoides

3.2.2.1. Origen de los parasitoides

En la actualidad, en el laboratorio de la Unidad de Entomologia del

IVIA, se crian cinco parasitoides del piojo rojo de California: los
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ectoparasitoides Aphytis chrysomphali, A. melinus y A. lingnanensis, y los

endoparasitoides Comperiella bifasciata y Encarsia perniciosi.

La cria de 4. chrysomphali se inici6 aislando en capsulas de gelatina y
de manera individual, las pupas del parasitoide procedentes de las cochinillas
parasitadas de las mismas parcelas de Alzira de donde se obtuvo inicialmente
la cria de piojo rojo. Los estados inmaduros se dejaban evolucionar hasta la
fase adulta, momento en el que se liberaban en el interior de cajas de madera

acondicionadas previamente para la cria del parasitoide.

La cria de 4. melinus y A. lingnanensis se inici6 a partir de limones y
calabazas infestadas con A. nerii. Las dos especies procedian del insectario del
Servicio de Sanidad Vegetal de Almazora. El material vegetal se introducia en

las cajas de cria y se dejaba que emergiesen los adultos.

La cria de los dos endoparasitoides se inicié gracias al envio realizado
por el insectario del Departamento de Entomologia de la Universidad de
California, Riverside (EEUU). El material fue sometido a cuarentena en el
Laboratorio de Seguridad Biologica y de Cuarentena del IVIA. Los adultos se
capturaban individualmente mediante la ayuda de un aspirador entomologico y
se liberaban en el interior de las cajas de cria del mismo modo que se obraba
con A. chrysomphali. De las dos especies enviadas se prepararon ejemplares

Voucher que se encuentran depositados en la Unidad de Entomologia del IVIA.

3.2.2.2. Sistema de cria de los parasitoides

El sistema de cria de los parasitoides fue practicamente el mismo para
todas las especies, a excepcion de algunos detalles que se describen a
continuacion. El receptaculo utilizado consistio en una caja de madera de
forma trapezoidal con dos tamafios distintos. La caja pequefia media 35 y 44
cm de alto (la parte mas baja y mas alta del trapecio, respectivamente), 35 cm
de ancho y 25 cm de profundidad con la parte superior de cristal y con una
abertura circular de 14 cm de didmetro en uno de sus lados, que se cerraba con
una manga de tela cuyo tamafio de poro era inferior al tamafio de los
parasitoides. La caja mas grande media 41 y 53 cm de alto (la parte mas baja y
mas alta del trapecio, respectivamente), 51 cm de ancho y 41 cm de

profundidad y con dos aberturas circulares de 14 cm de didmetro, cada una con
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una manga de tela. A través de estas mangas se realizaban todas las
operaciones necesarias para el mantenimiento de la cria. EI mismo lateral que
presentaba las mangas podia abrirse gracias a un mecanismo de bisagra, si bien
solo se operaba a través de este lateral cuando las operaciones de limpieza eran

para iniciar o finalizar la cria de los parasitoides (figura 3.10).

Figura 3.10. Caja de madera utilizada para la cria de los distintos parasitoides.

Figura 3.11. Bandeja con limones infestados de cochinilla lista para ser
introducida en el interior de la caja de cria.

El interior de la caja se dividi6 en tres niveles. En cada nivel se
disponia una bandeja de 25 cm de largo por 10 cm de ancho con 8 o 10 limones
(en funcion de su tamafio) previamente infestados de 4. aurantii y procedentes

de la camara de cria de la cochinilla (figura 3.11). Debajo del tltimo nivel se
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disponia una cuarta bandeja y en frente de ésta, una quinta. En total, en el

interior de cada caja habia cinco bandejas con limones.

Cada semana se extraia la bandeja del nivel inferior (la quinta), en la
cual ya se habia completado el ciclo del parasitoide, y se bajaban un nivel todas
las bandejas, dejando libre el espacio del nivel superior. En dicho espacio se
introducia una nueva bandeja con 8-10 limones infestados con el estado de la
cochinilla susceptible de ser parasitado. Este estado varia en funcion de la
especie de parasitoide:

— Aphytis chrysomphali: Hembra joven y segundo estado larvario.
— Aphytis melinus: Hembra joven y segundo estado larvario.

— Aphytis lingnanensis: Hembra joven y segundo estado larvario.
— Comperiella bifasciata: Hembra joven y hembra gravida.

— Encarsia perniciosi: Primeros estados larvarios, segundo estado larva-

ri0, hembras jovenes y hembras gravidas.

En la figura 3.12 se muestra un esquema de la dindmica de cambio de

bandejas en el interior de la caja de cria.

% Miel

5x

Figura 3.12. Esquema de la dindmica de cambio de bandejas en el interior de la
caja de cria.
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Cada parasitoide se criaba en dos cajas de cria sobre las que se
disponia un foco de luz. La caja de C. bifasciata, si bien se encontraba
expuesta a luz, se cubria con una tela de muselina para difuminar la intensidad
de la misma, ya que los machos de esta especie presentan un fototropismo mas
acusado que las hembras y tan pronto como emergen se dirigen hacia la fuente
de luz. Al cubrir la caja con la tela se evitaba que los machos ascendiesen
inmediatamente a la superficie de cristal y de este modo se conseguia que
fecundasen a las hembras. A diferencia de Aphytis y Comperiella, las
poblaciones de E. perniciosi se mantuvieron en absoluta oscuridad, cubriendo
la tapa de cristal con cartulina negra. La tnica luz que alcanzaba el interior de
la caja era la que inevitablemente se filtraba por los orificios de las mangas. La

cria de este parasitoide siempre se realizo en una caja de cria de menor tamafo.

La miel se suministrd con una jeringa a la que se le incorpord en su
extremo una punta de pipeta. La miel se aplicaba en forma de una fina linea en
la cara interna del cristal que cubria la caja. Cada semana, y antes de la
introduccion de la bandeja con nuevos limones, se eliminaban los restos de
miel que quedaban en la superficie del cristal mediante un papel humedecido

con agua y se afiadia una nueva linea de miel.

Las condiciones de la camara de cria de los parasitoides fueron 251
°C, 65£10% de humedad relativa y un fotoperiodo de 16:8 horas (L:O).
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D’apres I'étymologie, le parasite est celui qui mange le pain
d’autrui, celui qui vit des provisions des autres.
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4.1. Estudio del establecimiento
y dispersién de los parasitoides

Aphytis melinus y Aphytis lingnanensis

4.1.1. Introducciéon

Los programas de introduccion de enemigos naturales tienen como
objetivo primordial lograr el control de una plaga introducida de manera
accidental (DeBach y Bartlett, 1964). Una vez realizada la importacion e
introduccion del enemigo natural, a menudo procedente del area de origen de la
plaga, el elemento clave es obtener su establecimiento permanente en al menos
una localidad, que mas adelante puede incluso ser utilizada como foco de
dispersiéon o como fuente para posteriores distribuciones. No obstante, en
numerosas ocasiones se consigue solo el establecimiento, pero no la dispersion
natural mas alld del punto de suelta, debido fundamentalmente a Ilas
condiciones climatologicas, pero también a otros factores como la ausencia de
hospedadores secundarios, la presencia de competidores bioldgicos, la mala
adaptacion de las plantas hospedadoras e, incluso, las dificultades de
adecuacion fisiologica de los enemigos naturales a su hospedador (DeBach y
Bartlett, 1964). En otras ocasiones, el establecimiento se consigue de manera
estacional, siendo necesaria la introduccion cada ano de nuevos ejemplares
para lograr un control puntual de la especie (DeBach y Bartlett, 1964; DeBach
y Hagen, 1964; DeBach, 1974).
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En la Comunidad Valenciana, los programas de suelta de enemigos
naturales cuentan ya con una larga tradiciéon (Catald y Guillem, 2006). El
primer ensayo documentado de importacion de insectos utiles en Espafia para
el control de diaspinos fue realizado por Salas Amat, en la primera década de
1900, para el control del piojo rojo Chrysomphalus dictyospermi, que se
encontraba muy extendido en los naranjales valencianos. El enemigo natural
introducido fue el coccinélido Rhyzobius lophantae (Gomez-Clemente y
Planes, 1950; Gomez-Clemente, 1951-52; Jacas et al., 2006). Otro ejemplo
ilustrativo data de 1927, cuando tras la importacion, desde Portugal, Francia e
Italia, y posterior liberacion del coledptero depredador Rodolia cardinalis
(Mulsant), se alcanz6 un control muy satisfactorio de la cochinilla acanalada
Icerya purchasi Maskell (Gomez-Menor, 1937; Gomez-Clemente y Planes,
1950). Este coccinélido se encuentra en la actualidad perfectamente aclimatado
y sus poblaciones solo se ven alteradas por los tratamientos quimicos y, en
concreto, por los reguladores de crecimiento. Otro coccinélido introducido en
Espana en los afios 30 para el control en este caso del cotonet (Planococcus
citri (Risso)) fue Cryptolaemus montrouzieri Mulsant. Este depredador, que
controla perfectamente las poblaciones de cotonet, presenta la limitacién
estacional de soportar mal las bajas temperaturas, por lo que es necesario
realizar nuevas sueltas en primavera para restablecer sus poblaciones (Gomez-
Menor, 1937; Gomez-Clemente y Planes, 1950; DeBach y Bartlett, 1964;
DeBach y Hagen, 1964; Llorens-Climent, 1990). Lo mismo sucede con el
encirtido Leptomastix dactylopii Howard, que se import6 inicialmente desde la
estacion experimental de citricos de Riverside (California), a finales de los
anos 40, para mejorar el control de P. citri (Goémez-Clemente y Planes, 1950).
En 1977 volvio a ser introducido, esta vez desde Néapoles (Italia), para
completar el control de la cochinilla (Carrero, 1979), pero a pesar de todos los
esfuerzos realizados no logro establecerse. En 1978 se retomaron las sueltas y
se liberaron 45.000 adultos, que no pudieron ser recuperados al afo siguiente.
Este parasitoide, que ejerce un buen control sobre el cotonet, sobre todo cuando
se combinan sus sueltas con las de C. montrouzieri, tampoco consigue superar
la estacion invernal y, por tanto, son necesarias sueltas anuales (DeBach y
Hagen, 1964; Llorens-Climent, 1990).

Otros enemigos naturales introducidos para el control de cochinillas

que afectan a los citricos y con resultados satisfactorios han sido los himenop-
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teros afelinidos Encarsia herndoni (Girault) sobre Insulaspis gloverii (Verdq,

1985) y Aphytis lepidosaphes sobre Cornuaspis beckii (Ripollés, 1990).

La introduccion de Aphytis melinus

El piojo rojo Ch. dictyospermi, no solo ha sido objeto de control
bioldgico mediante la introduccion y suelta de depredadores sino también de
parasitoides. Este diaspino en los afos setenta estaba considerado como una de
las plagas de cochinilla mas importantes, junto a la serpeta gruesa (C. beckii) y
el piojo gris (P. pergandii) (Limén et al., 1976; Melia y Blasco, 1980). El piojo
rojo de California, Aonidiella aurantii, presente desde principios de siglo
(Blay-Goicoechea, 1993), no era una especie que supusiese ninguna amenaza.
Chrysomphalus dictyospermi estaba parcialmente controlado por Aphytis
chrysomphali, si bien se tenia constancia que el parasitoide A. melinus (figura
4.1) podria ejercer un control mas efectivo, tal y como se habia observado en
otros paises (DeBach y Argyriou, 1967; Argyriou, 1979).

La primera suelta de 4. melinus tuvo lugar a finales de septiembre de
1976. Estos adultos procedian del insectario de “La Station de Zoologie et de
Lutte Biologique” de Antibes (Francia), donde se criaban sobre el piojo blanco,
Aspidiotus nerii (Melia y Blasco, 1980). En cambio, en el insectario del
Servicio de Sanidad Vegetal de Almazora (Castellon) se crid sobre
Hemiberlesia lataniae (Signoret) hasta 1993, afio en el que se consiguid la

linea partenogenética de A4. nerii, procedente también del insectario de Antibes

(J.L. Ripollés, com. pers.).

Figura 4.1. Pupa (izquierda) y exuvia (derecha) de A. melinus sobre A. aurantii.
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Las primeras sueltas tenian el objetivo de lograr el establecimiento de
A. melinus como enemigo natural de varios diaspinos ya presentes en los
cultivos, ademéas de mejorar de manera indirecta el control de Ch.
dictyospermi. Las sueltas se realizaron en distintas partidas de Castellon de la
Plana, Onda, Vinaros, Benicasim, Pefiiscola y Vila-real. Paralelamente se
llevaron a cabo distintas sueltas en la provincia de Valencia y, mas
concretamente, en Sagunto, Corbera y Favareta, ademas de proporcionar

algunos adultos a los técnicos de la cooperativa de Alzira y de Silla.

El nimero de A. melinus que se libero ascendio a 200.000 ejemplares
en tan so6lo dos afios. La forma de suelta fue el empleo de calabazas de cabello
de angel, infestadas con piojo blanco y parasitadas por A. melinus. En total se
distribuyeron 368 calabazas parasitadas y 160 adultos en tubos de ensayo

(Fuente: Archivos del Servicio de Sanidad Vegetal de Almazora, Castellon).

La mayor parte de las sueltas se realizaba en algarrobos proximos a los
cultivos de citricos, ya que era alli donde se localizaba la mayor poblacion de
Ch. dictyospermi. Se desconoce si las sueltas de 4. melinus se prolongaron a
partir de 1978, al no disponer de referencias escritas de nuevos envios hasta

mediados de los afios 80.

Las primeras sueltas de A. melinus en la Comunidad Valenciana para el
control de A. aurantii, se realizaron en 1985 tras declararse un primer foco con
caracter de plaga en el valle de la Murta (Alzira) (F. Piera, com. pers.). Con
anterioridad, en Huelva, en la zona de la playa de los Mimbrales, ya se habian
realizado sueltas de A. melinus sobre A. aurantii, pero con el convencimiento
de que esa cochinilla era Ch. dictyospermi y no A. aurantii. No obstante, ya
entonces se le empezaban a atribuir caracteristicas que no se ajustaban a lo
descrito para Ch. dictyospermi, sobre todo en lo relativo a su agresividad y a su

distribucion dentro del arbol (J. L. Ripollés, com. pers.).

En 1987 se volvieron a retomar las sueltas de 4. melinus para controlar
los distintos focos de A. aurantii que aparecieron en el sur de Espafia. A lo
largo de ese afo se hicieron distintos envios a Sevilla, Malaga y Jerez (Cadiz).
En total se mandaron 20 calabazas parasitadas por A. melinus para el control de
A. aurantii. Se calcula que entre las tres localidades se liberaron 30.000
adultos.
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Desde 1992 hasta 1999 se introdujeron en la zona de Castellon (Vila-
real y Almazora), Valencia (fundamentalmente en localidades de la Ribera
Alta) y Alicante (Callosa d’en Sarria y Altea), aproximadamente 200.000
adultos, siempre mediante el empleo de calabazas. La especie de diaspino

objeto de control fue en la mayor parte de los casos el piojo rojo de California.

En 1996 se consiguié una nueva linea de 4. melinus procedente del
insectario de la Universidad de Riverside (California), con la intencion de
mejorar la calidad genética de la poblacion de A. melinus que se criaba en el

insectario de Almazora (J.L. Ripollés, com. pers.).

La introduccion de Aphytis lingnanensis

En marzo de 1995, en el transcurso de una busqueda de enemigos
naturales del minador Phyllocnistis citrella Stainton realizada en Australia, J.L.
Ripollés, ingeniero agronomo entonces responsable del insectario del Servicio
de Sanidad Vegetal de Almazora importd A. lingnanensis (figura 4.2). Esta
especie de Aphytis juega un papel destacado en el control de las poblaciones
del diaspino en la region de California (DeBach, 1974), M¢éjico (Jiménez,
1969; De Santis y Crouzel, 1994), Chile (De Santis y Crouzel, 1994), Argenti-
na (De Santis y Crouzel, 1994) y Texas (Dean, 1955) ademas de en Egipto
(Hafez, 1988), Chipre (Orphanides, 1984), Sudafrica (Catling, 1971), Marrue-
cos (Bénassy y Euverte, 1967) y Australia (Richardson, 1978; Smith, 1978;
Furness et al., 1983; Dahms, 1994; Smith, 1997). La cria de esta especie se ini-
ci6 de manera inmediata en los insectarios del Servicio de Sanidad Vegetal de
Almazora, si bien las primeras sueltas para el control de este diaspino se demo-

raron hasta el afio 2000 en la Comunidad Valenciana (Verdu y Pina, 2002).
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Figura 4.2. Pupa (izquierda) y exuvia (derecha) de A. lingnanensis sobre A. aurantii.
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En 1997, el insectario de Almazora realizé un envio de calabazas con
A. lingnanensis a la cooperativa de Callosa d’en Sarria (Alicante), para
controlar las poblaciones de A. aurantii que afectaban el cultivo del limén. Sin
embargo, los técnicos responsables en ese momento de la cooperativa, afirman
no tener constancia de haber realizado dichas sueltas, por lo que se desconoce

si finalmente se introdujo esta especie en la provincia de Alicante.

En 1999, se realizaron las primeras introducciones de A. lingnanensis
sobre piojo rojo de California en la provincia de Huelva. Se utilizaron
calabazas infestadas con piojo blanco parasitado por esta especie de Aphytis
(J.L. Ripollés, com. pers.). En el afio 2000 el Servicio de Sanidad Vegetal de
Almazora inici6 las primeras sueltas en la Comunidad Valenciana en distintos
lugares de Castellon (especialmente Vila-real y Almazora) (Verdd y Pina,
2002), sueltas que se han prolongado hasta la actualidad (2006). La forma de
suelta en todos los casos consistid en calabazas infestadas de A. nerii

parasitado por 4. lingnanensis.

Durante el mismo afio (2000), en Benimaclet (Valencia), el Servicio de
Sanidad Vegetal de Almazora dispuso 5 calabazas parasitadas por A.
lingnanensis para intentar controlar el foco de Chrysomphalus aonidum (L.)
(=Ch. ficus Ashmead) que aparecio en un campo de naranjos abandonado. La
presencia de este diaspino fue sefialada por primera vez en la Peninsula Ibérica
por Garcia-Mari et al. (2000).

En septiembre de 2002, dentro del proyecto de investigacion “Control
biologico de insectos en citricos” financiado por el Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA), la unidad de
Entomologia del IVIA liber6 este afelinido en una parcela de pomelo
Oroblanco (Citrus paradisi Mact. x C. tangerina Hort. ex Tan.) del término
municipal de Alzira. Los parasitoides fueron suministrados por la empresa
INSETEC. La parcela escogida presentaba unas poblaciones de diaspino
elevadas sobre pomelo y se encontraba integrada en un programa de
produccion ecologica. En total se liberaron 4.200 adultos de A. lingnanensis

durante los meses de junio y julio.

A pesar del gran nimero de sueltas realizadas tanto de 4. melinus como

de A. lingnanensis para el control de Ch. dictyospermi y de A. aurantii, no se
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tiene constancia que, tras finalizar las sueltas, se llevara a cabo un muestreo
para determinar su posible establecimiento en la zona de suelta, su dispersion
mas alla de dicha zona y su presencia de manera exclusiva sobre uno o sobre
los dos diaspinos. Los tltimos estudios realizados a principios de los afios 90
detallaban la presencia de 4. melinus en la zona de estudio (EI Puig, Valencia),
pero siempre en numero inferior al de A. chrysomphali (Troncho et al., 1992;
Rodrigo, 1993; Rodrigo et al., 1996). Sin embargo, se desconocia cual era la
situacion en otras localidades: si 4. melinus seguia encontrandose en
desventaja numérica frente a la especie autoctona A. chrysomphali o si por el
contrario la habia desplazado, fendmeno observado en otros paises (DeBach y
Argyriou, 1967; Rosen, 1967; Argyriou, 1969; Clausen, 1977; Smith, 1978;
Rosen y DeBach, 1979; Furness et al., 1983; Orphanides, 1984; De Santis y
Crouzel, 1994; Siscaro et al., 1999). Tampoco se sabia si al introducir la
especie A. lingnanensis, el desplazamiento tedricamente iniciado por A.

melinus se veria acentuado, eliminando de la zona de suelta a 4. chrysomphali.
Por tanto, los objetivos de esta parte han sido:

1. Realizar un muestreo preliminar de las dos especies de Aphytis
introducidas en distintos puntos de la Comunidad Valenciana durante el

periodo 1992-2002, teniendo en cuenta el diaspino hospedador.

2. Determinar el grado de dispersion del parasitoide Aphytis melinus en

puntos distintos de los lugares de suelta.

4.1.2. Material y métodos

4.1.2.1. Tipo de muestreo

El muestreo se realiz6 en todos aquellos lugares que figuraban en el
registro de datos del Servicio de Sanidad Vegetal de Almazora en los que se
habia realizado la suelta de A. melinus y de A. lingnanensis para el control de
A. aurantii y/o de Ch. dictyospermi. En dicho registro figuraba el técnico
responsable de la suelta, la cantidad de adultos de Aphytis liberados por punto
de suelta, la especie de Aphytis, la fecha y el lugar al que iban destinados

(generalmente una cooperativa), lugar que habitualmente no coincidia con la
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zona de suelta. Se tomo6 como fecha de partida las sueltas realizadas a partir del

afno 1992, al disponer de un buen registro de datos a partir de ese afio.

Para poder localizar con mayor exactitud el punto de suelta, se contacto
con los técnicos de las distintas cooperativas o con los agricultores particulares

responsables de las sueltas de los parasitoides.

De manera simultanea, se realizd un muestreo al azar por distintas
localidades de la provincia de Valencia. En este caso, los lugares muestreados

se eligieron en base a tres criterios:

— que fueran parcelas abandonadas, y por tanto no recibiesen ningun tipo

de tratamiento quimico
— que presentasen al menos una de las dos especies de diaspino

— que estuviesen como minimo a dos kilometros de distancia de la zona

de suelta dirigida de Aphytis

Los muestreos en los puntos asi indicados se iniciaron a finales de 1998
y se prolongaron hasta mediados del 2003, centrandose exclusivamente en la

provincia de Valencia.

El muestreo en los dos casos se centrd en la busqueda y localizacion de
A. aurantii y/o Ch. dictyospermi. Las muestras, formadas por hojas, ramas y
frutos con el mayor nimero de estados del hospedador susceptibles de estar
parasitados, se introducian en el interior de bolsas de papel que se etiquetaban

para su posterior identificacion.

En el laboratorio, cada muestra se observaba bajo la lupa binocular y se
anotaba qué especie de cochinilla se hallaba en la muestra y qué especie de
parasitoide se encontraba sobre el o los diaspinos. Las formas inmaduras se
dejaban evolucionar en el interior de céapsulas de gelatina en camaras
bioclimaticas a 251 °C, 70£10% h.r. y con un fotoperiodo de 16:8 horas
(L:O). Los adultos se preparaban en medio de Hoyer y se identificaban
siguiendo las claves de Rosen y DeBach (1979).

El periodo de muestreo fue variable, si bien se recogié la mayor parte
de las muestras a finales de primavera y, sobre todo, en otofio, periodos en los

que se encuentran con mayor facilidad las distintas especies del género Aphytis.
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4.1.2.2. Lugares de muestreo

Las zonas de muestreo que inicialmente se inspeccionaron fueron
aquellas parcelas donde se habia realizado la suelta de 4. melinus. De las trece
localidades en las que se realizo la suelta de A. melinus, once pudieron ser

muestreadas y fueron las siguientes:

— Carcaixent (Estacion experimental agraria)
— Alzira:
* Parcelas adyacentes a la cooperativa “La Agricola”
* Valle de la Casella
* Valle de la Murta
— Carlet
— L’Alcudia
— Barraca de Aigiies Vives
— Cheste
— Quartell
— Quart de les Valls
— Lliria
— Pugol

— Callosa d’en Sarria

Los puntos de suelta de 4. lingnanensis que se muestrearon fueron

Castellon (parcelas proximas a Almazora), Vila-real y Alzira.

Las parcelas que se inspeccionaron de manera paralela a los puntos de

suelta se encontraban en los siguientes municipios:

Benifai6, L’Alctdia de Crespins, Albalat de la Ribera, Castelld de la
Ribera, L’Alctdia, Alzira, Picassent, Tavernes de Valldigna, Xeraco, Xeresa,
Benifaraig, Moncada, Naquera, Bétera, Godella, Albalat dels Tarongers, Oliva,
Villalonga (Rac6 del Duc).

En la figura 4.3 se indican las localidades muestreadas tanto en las que
se realizé la suelta de los distintos parasitoides como las inspeccionadas al

azar.
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.Castellé
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[ ]
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Figura 4.3. Localidades de la Comunidad Valenciana muestreadas durante este estudio.
Circulos en rojo: puntos de suelta de A. melinus; circulos en azul: puntos de suelta de 4.
lingnanensis; circulos en amarillo: localidades inspeccionadas al azar. Las localidades con
mds de un circulo hacen referencia a que en ellas se hizo mds de un tipo de muestreo.

4.1.3. Resultados
4.1.3.1. Muestreo en puntos de suelta

a) Suelta de Aphytis melinus

En todas las parcelas muestreadas se encontraron ejemplares de A.

chrysomphali y de A. melinus. En todas ellas, el parasitoide A. chrysomphali

— 104 —



CONTROL BIOLOGICO DEL PIOJO ROJO DE CALIFORNIA EN EL CAMPO

predominaba frente a A. melinus, excepto en las parcelas de la Estacion
Experimental Agraria de Carcaixent y en las partidas examinadas de Callosa

d’en Sarria, donde predominaba A. melinus.

En Callosa d’en Sarria se obtuvo un gran numero de ejemplares de A.
melinus parasitando no sélo a A. aurantii sino también a A. nerii en cultivos de

limoneros, especie citrica mas abundante en esa region de estudio.

La especie de diaspino que se encontrd en las parcelas inspeccionadas
fue A. aurantii, a excepcion del punto de suelta de A. melinus de la poblacion
de Lliria donde, en 1999, atin no se habia detectado la presencia de A. aurantii.
Los ejemplares de A. melinus que se localizaron parasitaban Ch. dictyospermi
en algarrobo, pero también se hallaban presentes en los naranjos colindantes a

dicho cultivo, donde también predominaba A. chrysomphali'y A. hispanicus.

En los puntos de suelta inspeccionados en la localidad Barraca de
Aigiies Vives no se pudo localizar al piojo rojo de California. Tras ampliar el
muestreo a las parcelas colindantes tampoco se detectd la presencia de Ch.

dictyospermi.

b) Suelta de Aphytis lingnanensis

El punto de suelta de A. lingnanensis realizado en el sur de Andalucia
no fue inspeccionado. Sin embargo, por los datos que se tienen de las distintas
reuniones del “Grupo de Trabajo Nacional de Citricos y Subtropicales” y por
algunas muestras de Aphytis enviadas para su identificacion desde la Secretaria
General de Agricultura y Alimentacion, dentro del proyecto “Identificacion de
artrépodos perjudiciales y beneficiosos en el medio agricola y forestal”, parece
ser que soOlo se ha detectado la presencia de A. melinus. Ademads, en esta region

A. melinus también se encuentra parasitando a A. nerii.

Los muestreos realizados en el afio 2000 en Castellon para la deteccion
de A. lingnanensis no resultaron ser satisfactorios, si bien en los ultimos
muestreos (2002), y coincidiendo con un aumento en el nimero de individuos
liberados de esta especie, se detectd su presencia en los cultivos de citricos
inspeccionados, aunque siempre en forma de exuvias. En el afio 2005 se

constatd la aclimatacion de A. lingnanensis gracias a las sueltas y posteriores
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muestreos realizados por el Servicio de Sanidad Vegetal de Almazora
(Castellon) (J. Moner e I. Boix, com. pers.). Pero se desconoce si se ha

dispersado mas alla de este punto de suelta.

En Alzira, los muestreos llevados a cabo en octubre y noviembre del
mismo afio fueron infructuosos, y de nuevo la especie que mayoritariamente se

obtuvo fue A. chrysomphali 'y, en segundo lugar, A. melinus.

Los muestreos realizados en Callosa d’en Sarria parecen confirmar el
hecho de que en esta poblacion no se llevé a cabo la introduccion de A.
lingnanensis o que de realizarse no se establecio. En las partidas estudiadas
solo se detectaron A. melinus y A. chrysomphali sobre A. aurantii y a A.

chilensis sobre A. nerii.

Los arboles de la parcela que contenian el diaspino Ch. aonidum, tras la
suelta de A. lingnanensis, fueron arrancados y quemados para evitar el riesgo
de dispersion de la plaga (Garcia-Mari et al., 2000). Por tanto, se supone que el
grado de dispersion de los parasitoides en este punto fue nulo. Ademas, este
parasitoide no suele utilizar este diaspino como hospedador, conociéndose tan
solo de Taiwan (Rosen y DeBach, 1979).

4.1.3.2. Muestreo en puntos elegidos al azar

Las parcelas que se inspeccionaron de manera independiente a las de
los puntos de suelta de parasitoides se encontraban fundamentalmente
infestadas de piojo rojo de California, excepto en Naquera, donde se
encontraron las dos especies de piojo rojo, y en Alctudia de Crespins y en el
Raco del Duc (Villalonga), donde el tnico diaspino parasitado que se obtuvo

fue Ch. dictyospermi.

En todas las parcelas inspeccionadas se detecté la presencia de A.
melinus, pero al igual que ocurria en los puntos de suelta, se encontr6é siempre
en cantidades inferiores a las de A. chrysomphali, a excepcion del muestreo

realizado en Picassent, donde la especie mas abundante fue A. melinus.

En Tavernes de Valldigna, Xeraco y Xeresa también se localiz6 la
especie A. melinus coexistiendo con A. chrysomphali, pero siempre en

cantidades inferiores.
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4.1.4. Discusion

Tras casi 30 afios desde la primera introduccion de 4. melinus se puede
constatar la presencia casi absoluta de esta especie no s6lo en todos los lugares
en los que se realizd su introduccidn sino también en aquellas zonas en las que
no se llevo a cabo ningun tipo de intervencion para el control bioldgico de los

diaspinos.

La facilidad con la que 4. melinus se ha dispersado en nuestros cultivos
no es un hecho extraio ni aislado. En el sur de California, después de su
introduccion en 1958, se desplazé rapidamente por numerosas localidades y en
1964 era la especie dominante (DeBach, 1969; Rosen y DeBach, 1978 y 1979).
De hecho, Rosen y DeBach (1978) consideraban que A. melinus exhibia la tasa
de dispersion mas rapida de todos los parasitoides introducidos en California
para el control de A. aurantii, especialmente en las regiones del interior. En
Grecia, entre 1962 y 1963, se realizaron numerosas sueltas de tres especies de
Aphytis (A. melinus, A. lingnanensis 'y A. coheni) para controlar al piojo rojo de
California y reforzar la actividad del parasitoide ya presente A. chrysomphali
(DeBach y Argyriou, 1967). De las tres especies, solo se establecio la primera
(4. melinus), llegando a alcanzar unas tasas de dispersion de 75 a 100 km al
afio (DeBach y Argyriou, 1967; Rosen y DeBach, 1979; Luck y Podoler,
1985), detectandose incluso en islas distintas del punto de suelta (Argyriou,
1969). En Sicilia, el establecimiento de A. melinus también se produjo de
manera rapida en los huertos en los que se liberd (Rosen y DeBach, 1978),
detectandose treinta afios después de su primera introduccion en todas las
regiones citricolas del sur de Italia (Siscaro et al., 1999). En Bella Vista
(Corrientes, Argentina) se introdujeron 6.500 ejemplares entre 1966 y 1967, y
esa cantidad fue suficiente para que en 1975 se detectaran adultos de A.
melinus en San Roque (Corrientes, Argentina), a 70 km de distancia (De Santis
y Crouzel, 1994).

Mc Laren (1976) sefiala que A. melinus tiene una capacidad de
dispersion superior a la de 4. chrysomphali en un ambiente sin hospedadores,
por lo que puede estar mas adaptado a explotar una mayor cantidad o
proporcion de haébitat, aparte de una mayor velocidad de movimiento que le
permite alcanzar grandes distancias. Aphytis chrysomphali, por el contrario,

esta mas adaptado para explotar subunidades de distribucion o de espacio de la

— 107 —



CONTROL BIOLOGICO DEL PIOJO ROJO DE CALIFORNIA EN EL CAMPO

poblacion del hospedador, como por ejemplo una tnica fruta, rama u hoja, por
lo que un ejemplar de esta especie seria mas probable que encontrase
hospedadores en densidades de moderadas a elevadas. Ademdas A. melinus se
desplaza dos veces mas rapido que A. chrysomphali con temperaturas por
encima de los 16 °C, por lo que puede explicar en parte que encuentre mas
hospedadores y se convierta a la larga en dominante en algunas localidades,
sobre todo con bajas densidades (Mc Laren, 1976). Aphytis melinus también
mostrd una mayor capacidad de dispersion que A4. lingnanensis (DeBach y
Argyriou, 1967; Rosen y DeBach, 1979).

Sin embargo, y muy probablemente, los factores que mas han influido
en que se detecte el parasitoide en zonas muy distantes de su lugar de
introduccion son los mismos que han facilitado que la plaga (es decir, su
hospedador) se localice en zonas lejanas de su primer foco de deteccion (Rosen
y DeBach, 1979; Alfaro et al., 1999). Estos factores serian, a parte de la
dispersion favorecida por el viento, pdjaros, insectos o el mismo hombre
(Quayle, 1932; Beardsley y Gonzalez, 1975), los intrinsecamente ligados al
comercio de la fruta. Desde que se recoge el fruto hasta que se vende, pasa
necesariamente por distintos intermediarios, generalmente muy distantes del
lugar de procedencia: el agricultor encargado del campo, el recolector de la
fruta, los cajones en los que se introducen los frutos, el camion que los
transporta, la cadena de distribucion e incluso el mismo punto de venta en el
mercado, estan sujetos a la difusion de la plaga y, en muchas ocasiones, a la del

parasitoide que se encuentra en el fruto asociado a la cochinilla.

El diaspino Ch. dictyospermi ha dejado de ser una plaga importante de
los citricos, gracias al excelente control ejercido por el complejo de Aphytis,
formado por 4. melinus, A. chrysomphali y A. hispanicus. Segin Melia y
Blasco (1980), tras la suelta de A. melinus en campos de citricos y algarrobos
se conseguia tal eficacia en el control de esta cochinilla, que resultaba
complicado localizar nuevos focos de infeccion para realizar las sueltas. El
unico parasitoide encontrado en ese momento, A. chrysomphali, no parecia
ejercer un control economico de Ch. dictyospermi, control que se logrd gracias
a la introduccion de A. melinus (Melia y Blasco, 1980). Actualmente, los

pequenos focos que aparecen de esta cochinilla, suelen ser en algarrobos
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proximos a citricos o de manera muy puntual en los mismos citricos, pero

siempre sin alcanzar el cardcter de plaga que se le atribuia con anterioridad.

La introduccion de A. melinus en las parcelas de limoneros del sur de
Alicante ha mejorado el control de su hospedador alternativo el diaspino A.
nerii. Esta cochinilla —a pesar de no ser su hospedador idoneo— se utiliza en
programas de cria masiva de A. melinus, convirtiéndose en hospedador
alternativo en el momento en que los estados de A. aurantii no son susceptibles
de ser parasitados (DeBach y White, 1960; Finney y Fisher, 1964). Este
diaspino, al igual que Ch. dictyospermi, y a diferencia de lo que sucede con el
piojo rojo de California, presenta la ventaja, para el parasitoide, de atravesar
todos los estados larvarios y la fase adulta sin que el cuerpo se adhiera al
escudo, y por tanto puede ser utilizado como hospedador en cualquier
momento del ciclo, siempre y cuando el tamafio sea el adecuado (DeBach y
White, 1960; Finney y Fisher, 1964). Aunque A. chrysomphali ha sido citado
puntualmente sobre A. merii en adelfa (en condiciones de laboratorio en
Australia y Sudafrica), no suele utilizar esta especie como cochinilla
hospedadora (Rosen y DeBach, 1979), por lo que en la region alicantina solo
tendria a A. aurantii y a los pequefios focos que existan de Ch. dictyospermi
como hospedadores potenciales. Aspidiotus nerii seria por lo tanto un buen

hospedador alternativo para al menos A. melinus.

La presencia de A. melinus en Xeraco, Xeresa y Tavernes de Valldigna
sobre A. aurantii es particularmente interesante si se tiene en cuenta que la
presencia de A. melinus tradicionalmente se asocia a regiones del interior,
donde las temperaturas sobre todo de verano son elevadas, y la de A4.
chrysomphali a zonas costeras donde la temperatura es mas moderada
(DeBach, 1969; Rosen y DeBach, 1979).

El papel de A4. lingnanensis en el control del diaspino todavia estd por
evaluar. En California, esta especie fue introducida en 1948 (DeBach et al.,
1950). Tras colonizar una serie de campos, que previamente presentaban A.
chrysomphali, A. lingnanensis pasaba a ser la especie dominante hasta el punto
de alcanzar un aparente exterminio en un periodo de uno a cuatro afios
(aproximadamente de 10 a 40 generaciones) (DeBach, 1954). Las experiencias

realizadas en laboratorio parecian indicar que A. lingnanensis seria mas
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abundante en zonas costeras con climatologia suave y siempre descartaban la
predominancia de A4. chrysomphali sobre A. lingnanensis (DeBach, 1954;
DeBach et al., 1955). A pesar de ello, DeBach y Sisojevic (1960) observaron
que, en algunas zonas, A. lingnanensis nunca conseguia ser dominante sobre el
previamente establecido A. chrysomphali, el cual llegaba a constituir el 91% de
la poblacion de Aphytis presente. No obstante, tras diez afos de coexistencia,
esta especie lograba desplazar y casi eliminar a A. chrysomphali de las zonas
citricolas en las que se encontraba, proceso que se completaba con la
introduccion de A. melinus (Rosen y DeBach, 1979). En determinadas regiones
de Australia con caracteristicas climatologicas similares a las existentes en las
zonas citricolas de la Comunidad Valenciana, este parasitoide regula las
poblaciones de cochinilla junto a Comperiella bifasciata (Furness et al., 1983;
Dahms, 1994). Esta especie, ademas de preferir zonas costeras (DeBach,
1969), se considera mas longeva y fecunda que A. chrysomphali y A. melinus
(DeBach, 1954; Quednau, 1964; Opp y Luck, 1986), y en igualdad de
condiciones, posee una manifiesta superioridad, al menos sobre A.
chrysomphali (DeBach y White, 1960). Sin embargo, 4. lingnanensis tiene una
menor velocidad de dispersion que 4. melinus (DeBach y Sundby, 1963; Rosen
y DeBach, 1978 y 1979) y requiere un tamaio de cochinilla mayor que el
utilizado por 4. melinus para poner huevos hembras, tamafios que no siempre
se alcanzan (Luck et al., 1982; Luck y Podoler, 1985; Opp y Luck, 1986).

A pesar de las potenciales ventajas que presenta A. lingnanensis,
Clausen (1951) y DeBach y Bartlett (1964) apuntan que tras un periodo de tres
generaciones del hospedador (o tres afios desde la suelta del enemigo natural),
los efectos de una nueva especie introducida deberian ser evidentes, sobre todo
si la especie esta destinada a ser eficiente. Esto se cumple en las sueltas
realizadas en el sur de Australia y en Grecia, donde en un periodo de dos y
cuatro afios, respectivamente, 4. melinus se establecid y desplazé a A.
chrysomphali (Argyriou, 1969; Furness et al., 1983). Segtin Clausen (1951), un
fallo en el establecimiento rapido y facil del parasitoide es un indicativo de que
no sera totalmente efectivo una vez se haya logrado su establecimiento. Por lo
tanto, el hecho de no haberse recuperado ninglin ejemplar de A. lingnanensis en
las sueltas realizadas en Alzira, a pesar de haberse efectuado sobre pomelo
(planta hospedadora que produce cochinillas de gran tamafio (Hare et al., 1990)

y haber tardado més de tres afios en establecerse en las sueltas perpetradas en
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Castellon, no ofrece un panorama muy alentador para el control del piojo rojo
de California. Podria deberse a que A. lingnanensis requiera mas tiempo que
los tres afos indicados por Clausen (1951) o que las cantidades de adultos que
se liberan en cada ocasion sean insuficientes para lograr un establecimiento
rapido. No obstante, y en relacion con el numero de ejemplares liberados, en
diferentes localidades de Buenos Aires (Argentina), con 4.000, ¢ incluso con
3.000 adultos, se consiguio6 el establecimiento y dispersion hacia otros puntos
del pais (De Santis y Crouzel, 1994). Este hecho nos indica que el nimero de
ejemplares liberados de A4. lingnanensis no parece ser un condicionante para
que se establezca y disperse en la zona de suelta. En Marruecos, sin embargo,
se logroé el establecimiento de 4. lingnanensis tras realizar sueltas intensivas de
aproximadamente un millon de parasitoides por hectdrea, si bien con tales
sueltas se consiguid aumentar la tasa de parasitismo del 25 al 50% en dos afios
(Bénassy y Euverte, 1967), objetivo mas ambicioso que el mero

establecimiento y dispersion.

De momento, a la espera de que 4. lingnanensis empiece a actuar y
decline la balanza hacia el tedrico desplazamiento descrito para A.
chrysomphali, el hecho que cabe resaltar es la amplia propagacién de A.
melinus por toda la Comunidad Valenciana, pero sobre todo el predominio de
A. chrysomphali en préacticamente todos los campos evaluados. A pesar del
tiempo que ha transcurrido desde la primera introduccion de 4. melinus, dicho
parasitoide no ha conseguido controlar al piojo rojo de California, ni tampoco
ha conseguido desplazar a A. chrysomphali. Este aspecto de nuevo coincidiria
con las ideas de Clausen (1951) y DeBach y Bartlett (1964) que, como ya se ha
apuntado, sugieren que los problemas iniciales de colonizacién son un
indicativo de que no serd totalmente efectivo una vez se haya logrado su
establecimiento. Esta especie (4. melinus), si bien se ha distribuido por toda las
regiones citricolas de la Comunidad Valenciana, ha necesitado un largo
periodo de aclimatacidn, superior en cualquier caso a los tres afnos fijados por
Clausen (1951). Mc Laren (1978) indica, en relaciéon a la larga historia de
introducciones de enemigos naturales para el control del piojo rojo de
California, que la especie mas efectiva en un pais o region no tiene porqué ser
necesariamente la especie universalmente mas efectiva. El predominio de A.
chrysomphali en nuestros campos, a pesar de la omnipresencia de A. melinus,

pone en relieve que las caracteristicas del complejo plaga-parasitoide-
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climatologia que tiene lugar en la Comunidad Valenciana difieren en gran
medida de las que se encuentran en lugares como California, donde esta
especie ha sido desplazada (DeBach, 1969). Sin embargo, y atn bajo el
supuesto de que 4. chrysomphali fuera finalmente desplazada, Bennet (1993)
observa y concluye que los parasitoides nativos pueden ser desalojados de su
rango de distribucion, pero con mayor frecuencia encuentran habitats
favorables donde pueden coexistir con las especies introducidas. En Sudéafrica,
el parasitoide autoctono Aphytis africanus no se ha visto desplazado a pesar de
la introduccion de especies mas fecundas como A. lingnanensis, A. melinus, A.
coheni y A. holoxanthus (Catling, 1971) o incluso C. bifasciata (Rosen y
DeBach, 1978; Bedford y Grobler, 1981; Bedford y Cilliers, 1994). Este hecho
es sobre todo llamativo si se tiene en cuenta que en una region de Sudafrica (en
concreto, Zebediela), se liberaron hasta 76 millones de Aphytis (A. melinus, A.
lingnanensis y A. coheni), no llegandose a establecer ninguna de las especies,
dejando tan solo a A. africanus y un reducido numero de 4. chrysomphali
parasitando a 4. aurantii (Bedford, 1996).

Esta eventualidad, junto a los datos obtenidos durante un afio de
muestreo en dos puntos del municipio de Alzira, son los que nos han hecho
decantar los trabajos de laboratorio hacia el estudio de la especie A.

chrysomphali.
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4.2. Complejo de parasitoides

presente en el campo

4.2.1. Introducciéon

El piojo rojo de California (donidiella aurantii), como se ha detallado
en la introduccion general, estd considerado una plaga clave en toda la region
citricola espafiola (véase también en este sentido Ripollés et al., 1995; Jacas y
Garcia-Mari, 2001; Jacas Miret et al., 2001). En la actualidad esta plaga se
controla mediante tratamientos quimicos con insecticidas organofosforados,
solos 0 combinados con aceites minerales y mediante reguladores de creci-
miento. Sin embargo, y afortunadamente, la tendencia actual se centra en
abordar la proteccion del cultivo desde la perspectiva del Manejo Integrado de
Plagas, donde se da prioridad a la alternativa de control que favorezca los
mecanismos naturales de regulacion de las poblaciones de fitdéfagos, asi como a
las medidas preventivas sobre las curativas (Jacas Miret et al., 2001). Desde
esta perspectiva, los plaguicidas solo se deben utilizar cuando sean necesarios
para prevenir una pérdida de la cosecha o un dafio mayor en el arbol,
minimizando asi los posibles efectos colaterales sobre las personas y el medio
ambiente (VVAA, 1991).

Para desarrollar cualquier estrategia de Manejo Integrado de Plagas, el

primer paso a seguir es conocer y valorar la importancia de la plaga y de los
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enemigos naturales, para a continuacion desarrollar métodos de seguimiento de
las poblaciones de los insectos identificados, determinar los umbrales
econdmicos de dafio y, finalmente, decidir cudl es la mejor alternativa de
manejo de la plaga (Ripollés et al., 1995; Llorens-Climent, 1998; Jacas Miret et
al., 2001). En el caso del piojo rojo de California, y en concreto en la region
citricola espafiola, se han desarrollado diversos métodos de muestreo y
seguimiento de las poblaciones (Hernandez Penadés, 2003), y determinado
recientemente el umbral econdomico de dafio en relacion con el dafio obtenido
en la cosecha anterior (Garcia-Mari et al., 2003 y 2004). En base a estos datos
se han establecido diferentes alternativas de manejo de la plaga (véase el
capitulo 1), si bien en la mayor parte de los casos se han centrado en un control
quimico, dejando de lado la posibilidad de mejorar el control biologico
existente mediante estrategias de conservacion, de aumento o incluso mediante
proyectos de control biolégico clasico. Y todo ello como consecuencia del
desconocimiento que existe en muchos puntos de nuestra citricultura, del papel
que juegan los enemigos naturales ya presentes. Esta informacion es necesaria
si se tiene en cuenta que el primer paso para desarrollar un programa de manejo
integrado de plagas reside en conocer la estructura y papel de la fauna auxiliar,
que puede variar en funcion de la region de estudio. Ademas esta informacion
evitara errores con respecto al establecimiento de la especie liberada o cambios
en la distribucion y abundancia, ademas de ahorrar duplicaciones innecesarias
de esfuerzo y de proporcionar una referencia util desde un punto de vista

bioecoldgico.

El estudio mas reciente sobre el complejo de enemigos naturales de 4.
aurantii en la region citricola de la Comunidad Valenciana se realizd entre
1988 y 1991 en una parcela de citricos situada en El Puig (Valencia) (Troncho
et al., 1992; Rodrigo, 1993; Rodrigo et al., 1996). Las dos especies de Aphytis
que se encontraron a lo largo del muestreo fueron Aphytis chrysomphali, que
representd aproximadamente el 98% de los parasitoides encontrados sobre este
diaspino, y Aphytis melinus que tan solo supuso el 2%. Posteriormente, en el
muestreo realizado por nosotros en distintos puntos de la Comunidad
Valenciana durante el periodo comprendido entre 1998 y 2003 (capitulo 4.1),
se observo que A. melinus se habia extendido por toda la region citricola, si
bien parecia mantenerse en inferioridad numérica respecto a A. chrysomphali.

Moner (2000) indicaba que A. melinus parecia que no habia sido capaz de
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desplazar a A. chrysomphali en nuestra Comunidad, siendo su presencia mucho

menor.

Aphytis chrysomphali esta considerado como un parasitoide autoctono
de la cuenca mediterranea (Rosen y DeBach, 1979), mientras que 4. melinus, la
segunda especie presente en nuestros cultivos sobre A. aurantii, se introdujo en
1976 desde Francia, para mejorar el control de Chrysomphalus dictyospermi y
de otros diaspinos, y posteriormente desde el insectario de la Universidad de

California (Riverside) (véase capitulo 4.1).

La presencia de A. chrysomphali en las distintas regiones citricolas
mundiales ha ido variando desde que fue descrita en Espana en 1912 (Mercet,
1912). Esta especie ha pasado de considerarse de distribucién practicamente
cosmopolita, a encontrarse tan so6lo en pequenas superficies citricolas costeras,
cuando no totalmente desaparecida, y todo ello como consecuencia de la
competencia ejercida por otras especies del mismo género, hasta el extremo
que se cita como ejemplo clasico de desplazamiento competitivo causado por
la introduccidén de una especie mas eficaz (Reitz y Trumble, 2002). Aphytis
chrysomphali, que estaba presente en California desde principios del siglo XX,
probablemente como consecuencia de una introduccion accidental, directa o
indirecta, desde la zona mediterranea (DeBach y Sisojevic, 1960), se vio
inicialmente desplazada por la introduccion de A. lingnanensis, especie que
empezo el desplazamiento, y posteriormente por A. melinus, que lo concluyo
(DeBach y Sundby, 1963; DeBach y Argyriou, 1967; Rosen, 1967; DeBach,
1969; Rosen y DeBach, 1979). Esta situacion de desplazamiento no sélo se ha
observado en California, sino que ademas se ha descrito en otros paises,
siempre que compite con una o con las dos especies mencionadas
anteriormente. En el sur de Italia, 4. chrysomphali, especie mayoritaria antes
de la introduccion de A. melinus, ya no aparece en los catalogos de parasitoides
de A. aurantii (Siscaro et al., 1999; Siscaro y Mazzeo, 2003), en Chipre ha sido
virtualmente desplazada de las regiones secas y aridas del interior (Orphanides,
1984a), en Grecia desaparecio en tan solo cuatro afios de las zonas en las que
se liberd A. melinus (Argyriou, 1969), y una situacion similar se observa en el
sur de Australia (Smith, 1978; Furness et al., 1983; Smith et al., 1997) y en
Argentina (De Santis y Crouzel, 1994). En algunas regiones de Australia
(Riverland y Sunraysia), el desplazamiento de 4. chrysomphali por A. melinus

tuvo lugar en un plazo de tan solo dos afios (Furness et al., 1983). En Israel, 4.
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chrysomphali fue parcialmente desplazado de Ch. dictyospermi por A.
holoxanthus y de A. aurantii por A. coheni (Rosen, 1965; Rosen, 1967). Por lo
general, y a igualdad de condiciones, se considera a A. chrysomphali como un
competidor mas débil que A. melinus o A. lingnanensis, al tener una mala
adaptacion a las temperaturas elevadas, una menor capacidad reproductiva, un
menor poder de destruccion por picaduras alimenticias ademas de presentar
unas velocidades de dispersion mas bajas (DeBach, 1954; DeBach y White,
1960; DeBach y Sundby, 1963; Abdelrahman, 1974c; Kfir y Luck, 1979 y
1984; Rosen y DeBach, 1979). Todas ellas caracteristicas que hacen que A.
chrysomphali, segin Reitz (2002), sea desplazado.

Por tanto, la situacion observada en la Comunidad Valenciana, tanto
en el muestreo realizado en El Puig, como en los muestreos puntuales
realizados por nosotros, parecen indicar que la abundancia de las dos especies
de Aphytis encontradas hasta el momento difiere de la descrita en la mayor
parte de los paises en los que se ha detallado su presencia y coexistencia. Todo
apunta a que A. chrysomphali sigue siendo la especie abundante y predomi-
nante, a pesar de que A. melinus estd considerada como una especie mas
competitiva. No obstante, y dado el tiempo transcurrido desde el ultimo
muestreo realizado en profundidad, el presente estudio pretende determinar qué
especie de parasitoide es la mas abundante y la mas eficaz controlando la
plaga, ademas de intentar establecer qué mecanismos pueden estar alterando el

complejo de parasitoides y como difiere de lo observado en otros paises.

Los objetivos concretos que se plantean en este capitulo son:

1. Identificacion de las especies que se encuentran en tres cultivos distin-

tos y en dos zonas concretas a lo largo del periodo de estudio.

2. Conocer la abundancia y evolucion estacional de los distintos parasi-
toides identificados asi como determinar en qué sustrato vegetal pre-

dominan.

3. Investigar qué estado del hospedador parasitan las especies identifi-
cadas.

4. Determinar el porcentaje de sexos de los distintos parasitoides.

5. Calcular el porcentaje de parasitismo activo y su evolucion en funcién

del sustrato vegetal.
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4.2.2. Material y métodos

4.2.2.1. Parcela experimental

El muestreo se realizd6 en dos parcelas ubicadas en el término
municipal de Alzira, en la provincia de Valencia. Aunque en el capitulo de la
metodologia ya hemos indicado algunas de sus caracteristicas principales, a
continuacidon realizamos una descripcion mas detallada, con el objeto de

intentar entender mejor la dindmica de la plaga y de sus enemigos naturales.

La primera de las parcelas se encuentra en el Vall de la Casella, en las
partidas del Cementeri y de Fraca. Su localizacion UTM es X-724245,91, Y-
4335205,76. Su superficie es de 4 hectareas (48 hanegadas), y esta plantada en
su mayoria por naranjo dulce, variedad Navelina (17 hanegadas) y por
mandarino clementino, variedad de Nules o Clemenules (12 hanegadas). El
resto de la superficie se estd sometiendo a un proceso de reconversion varietal,

donde predominaran variedades de recoleccion temprana.

Esta parcela estd integrada en un programa de agricultura ecoldgica
desde 1996. El tnico tratamiento que se realiza para el control del piojo rojo y
otros diaspinos es el aceite mineral. La poblacion de afidos y de acaros no
representa ningin problema y sélo el minador requiere, de manera muy
puntual, y en el caso de los plantones, algln tipo de actuacion con extracto de
Neem pulverizado o pintado del tronco con azadiractina. Durante el periodo de
estudio solo se realizd un tratamiento en las navelinas, a principios de agosto
de 2000, con aceite mineral al 1,5%. En las mandarinas no se realizd ningiin
tipo de intervencion insecticida. La recoleccion de la navelina se inicid a
principios de noviembre y se prolong6 hasta finales de enero. Las clementinas
se cosecharon desde mediados de noviembre hasta mediados de enero. La
parcela estd ubicada en un entorno casi exclusivo de citricos y se encuentra
muy proxima al lugar donde se detectdé por primera vez el piojo rojo de
California con caracter de plaga. El terreno de estudio presenta una
climatologia propia de una zona de valle con una humedad ambiental relativa

baja que se ve ain mds reducida por el tipo de suelo que es arenoso.

Esta parcela se denominard durante el posterior analisis como “La

Casella”. Para referirse a las dos subparcelas dentro de esta unidad de estudio

— 117 —



CONTROL BIOLOGICO DEL PIOJO ROJO DE CALIFORNIA EN EL CAMPO

se hablara de la parcela “Navel-Casella” y de la parcela “Clemenules-Casella”

haciendo alusion a los dos tipos de cultivos.

La segunda superficie en la que se realizé el muestreo se encuentra
proxima al nticleo urbano de Alzira y de Carcaixent. En el catastro, la parcela
se conoce por PDJ y se encuentra ubicada en el poligono 30. Su localizacion
UTM es X-7211103,19, Y-4335514,40. El tipo de cultivo es naranjo dulce,

variedad Newhall, y ocupa una superficie de 3,5 hanegadas.

Esta parcela, al igual que la anterior, esta integrada en un programa de
agricultura ecologica. Desde 1994, el Unico tratamiento que se realiza para el
control del piojo rojo y otros diaspinos es aceite mineral. Durante el periodo de
estudio, el cultivo no se vio sometido a la accidon disruptiva de otras plagas,
aparte de la de los diaspinos. Tan solo se realizd un tratamiento a principios de
agosto del 2000 con aceite parafinico al 1,5%. La fruta se recogi6 desde finales
de noviembre hasta principios de enero. Las caracteristicas climatologicas de
esta zona son ligeramente diferentes a las de La Casella. La temperatura en

invierno es inferior (aproximadamente 2 - 4 °C) y es mas huimeda.
Esta parcela se denominaré durante el posterior analisis “PD.J”.

Las dos zonas, al inicio de la experiencia, presentaban una poblacién
de diaspino elevada y similar. En el caso de la parcela PDJ, la mayor densidad
de la cochinilla se encontraba en los margenes, seguramente debido al efecto

negativo del polvo del camino sobre la fauna de auxiliares.

4.2.2.2. Tipo de muestreo

El muestreo se realiz6 de manera quincenal en las dos parcelas. En La
Casella el periodo de estudio comprendi6é un afio (desde el 10 de agosto de
1999 hasta el 7 de agosto de 2000), mientras que en la parcela PDJ el tiempo
de estudio fue ligeramente inferior, desde el 10 de agosto de 1999 al 16 de
junio de 2000.

El muestreo fue dirigido: siempre se tomaron muestras que
presentaban poblacion de cochinillas y en una densidad tal que fuera
representativa de la situacion de infestacion de la parcela. En cada visita se

cogieron de cada parcela y variedad, diez muestras de aproximadamente 25
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centimetros de longitud, que consistian en una rama de arbol formada por una
fraccion de madera, hojas de diferentes brotaciones y, desde que se detectaba la
formacion de los primeros frutos, se buscaban muestras que también tuviesen
al menos un fruto. En aquellos casos en los que la rama presentaba mas de un
fruto, s6lo se examinaba uno de ellos. Las muestras pertenecian a arboles
distintos. A lo largo de las distintas visitas a las parcelas, se procurd no repetir

el arbol muestreado en las anteriores inspecciones.

Todas las muestras procedieron de la zona intermedia del arbol, sin
tener en cuenta su orientacion. Sin embargo, si que se procurd que procediesen
de la parte externa, evitando coger aquellas ramas que quedasen en la parte
menos iluminada del arbol. Del mismo modo, tampoco se recolectdé ninguna
muestra que estuviese en la periferia de la parcela ni que presentase hormigas.
Las muestras se introducian en bolsas de papel que se identificaban con el

nombre de la parcela y fecha.

4.2.2.3. Analisis de las muestras

Una vez en el laboratorio, se separaban las hojas, ramas y frutos de
cada una de las muestras y se distribuian en tres bandejas distintas, para cada
muestra. Cada region vegetal se examin6 de manera independiente en una lupa

binocular.

Las cochinillas presentes en las hojas, ramas y frutos de las muestras
se diseccionaron con la ayuda de un alfiler entomoldgico del n° 2. De cada

region del vegetal se anot6:

— Las cochinillas vivas, muertas y parasitadas, y los estados de las

mismas.

— Los parasitoides vivos o muertos, su fase de desarrollo, el estado de las
cochinillas sobre las que se encontraban, el numero de parasitoides

por escudo y su sexo.

Las fases de larva y de pupa de los parasitoides encontrados se
introducian en céapsulas de gelatina que se mantenian a una temperatura
constante de 251 °C, una humedad relativa del 70£10% y un fotoperiodo de

16:8 horas (L:O) en el interior de cdmaras bioclimaticas. En las capsulas se
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anotaba la fecha, el estado de la cochinilla parasitada y la region del vegetal en

que se encontraba, ademas de la fase y especie de parasitoide.

Los adultos obtenidos en el muestreo o tras completar su desarrollo en
el laboratorio se montaban en medio de Hoyer y se identificaban siguiendo las

claves descritas por Rosen y DeBach (1979).

Las picaduras de prueba o mutilacion y las picaduras alimenticias
realizadas en campo por los parasitoides no se consideraron como tales debido
a la dificultad que presentan en su evaluacion cuando dichas picaduras han sido

realizadas con anterioridad a la fecha de muestreo.

Las cochinillas depredadas fueron consideradas inicialmente, pero
debido a su baja incidencia no se tuvieron en cuenta en el andlisis final de los

datos.

4.2.2.4. Célculo del parasitismo activo

La tasa de parasitismo activo (TPA) se calcul6 en base al numero de
cochinillas parasitadas por un estado vivo de Aphytis (NCP) en relacion al total
de los estados vivos de la cochinilla susceptibles de ser parasitados por
especies del género Aphytis (NCS) (Guirrou et al., 2003; El Kaoutari et al.,
2004):

NCP

TP4=——x100
NCP + NCS

Los estados de desarrollo susceptibles de ser parasitados por especies
del género Aphytis son la hembra adulta virgen o hembra joven, el segundo
estado larvario macho y hembra, y la prepupa macho (Abdelrahman, 1974a;
Rosen y DeBach, 1979; Reeve, 1987; Forster et al., 1995). Los restantes
estados de la cochinilla no pueden utilizarse debido a que su reducido tamaio
no asegura el desarrollo de la descendencia (primeros estados larvarios), la
esclerotizacion del tegumento dificulta la alimentacion de la larva (hembra
gravida y hembra adulta con larvas y pupa macho) y la adherencia del cuerpo
de la cochinilla al escudo impide que se realice la puesta del huevo (estados de
muda, hembra gravida y hembra adulta con larvas) (Abdelrahman, 1974a;
Baker, 1976).
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4.2.2.5. Anilisis estadistico de los datos

Los datos se analizaron utilizando un test x*. Se consideré que existian
diferencias significativas cuando el p-valor fue menor o igual a 0,05. El

paquete estadistico utilizado fue Statgraphics plus 5.1 para Windows.

4.2.3. Resultados

4.2.3.1. Especies de parasitoides identificadas durante el
muestreo

a) Aphytis chrysomphali, A. melinus 'y A. hispanicus

Durante el periodo de muestreo, y en las tres parcelas estudiadas, se
capturd un total de 11.388 parasitoides en las fases de huevo, larva, pupa,
adulto y adulto emergido (exuvia). Del total de parasitoides se pudieron
identificar cuatro especies distintas de ectoparasitoides. Las especies encontra-
das fueron: A. chrysomphali, A. melinus, A. hispanicus y Aphytis sp. grupo

lingnanensis.

La identificacion de los ejemplares de A. chrysomphali 'y A. melinus se
realiz6 a partir de la fase de pupa, adulto y exuvia (figuras 4.4-4.6). La
identificacion de A. hispanicus se realizd en la fase de adulto, si bien también
se utilizd para su determinacion, el color oscuro caracteristico de la pupa
(figura 4.7). La identificacion de esta especie fue confirmada por el Dr. Jung-
Wook Kim (Universidad de California, Riverside).

P

Figura 4.4. Pupa (izquierda) y exuvia (derecha) de A. chrysomphali.
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Figura 4.6. Preparacién microscépica de la hembra adulta de A. chrysomphali
(izquierda) y de A. melinus (derecha).

Figura 4.7. Pupa de A. hispanicus sobre P. pergandii (izquierda) y preparacién
microscépica del adulto de A. hispanicus (derecha).

b) Aphytis sp. grupo lingnanensis

Durante el muestro, se recolectaron unos ejemplares en la zona de
estudio que claramente se alejan de las especies de Aphytis conocidas, y que
hasta el momento de su total identificacion, denominaremos Aphytis sp. grupo
lingnanensis. Este taxdn no se corresponde con ninguno de los descritos hasta

la fecha, por lo que si se confirma su identificacion podria considerarse como
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una especie nueva para la fauna de afelinidos. Estos ejemplares estdn en la
actualidad en proceso de estudio por el prof. Andrew Polascek (Natural History
Museum, Londres), y se espera en breve proceder a su descripcion. Asimismo
se estd comparando el material de este nuevo taxén con la coleccion de
referencia de la Universidad de California, Riverside.

Aphytis sp. grupo lingnanensis presenta una serie de caracteristicas,
entre ellas el hecho de tener la crénula solapada y no poseer el adulto ningun
tipo de pigmentacion, que permite que se le incluya en el grupo lingnanensis.
Las caracteristicas mas notables que presenta esta especie son la casi absoluta
pigmentacién de la pupa, fundamentalmente la cabeza y el torax, y la exuvia
totalmente negra (figura 4.8). En la exuvia se distinguen claramente los
fragmentos que pertenecen a la cabeza, a los esbozos alares y en algunos casos
al abdomen. Estos dos caracteres, que la aproximan a la especie 4. chilensis o
A. africanus, permiten que, una vez se localiza en el campo una exuvia o una
pupa de esta nueva especie, no se confunda con A. melinus. La pupa de A.
melinus, a diferencia de la de Aphytis sp. grupo lingnanensis s6lo presenta
pigmentados los esternitos toracicos, Unica region que aparece coloreada en la

exuvia.

K, A PR T R St

Figura 4.8. Pupa de Aphytis sp. grupo lingnanensis.

Finalmente, remarcar que en ninguna de las tres parcelas se encontrd
indicio alguno de la presencia de endoparasitoides. La presencia de depreda-

cion fue reducida y no se consider6 en el estudio.
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4.2.3.2. Abundancia de especies de ectoparasitoides del piojo
rojo de California

El porcentaje de abundancia relativa y total de especies de
ectoparasitoides de A. aurantii encontradas a lo largo del periodo de muestreo
y en funcion de la parcela se muestra en la tabla 4.1. Del total de parasitoides
encontrados, 5.210 individuos pertenecieron a la especie A. chrysomphali,
1.557 a A. melinus y 104 al conjunto de las dos especies A. hispanicus y
Aphytis sp. grupo lingnanensis. Los ejemplares pertenecientes a estas dos
ultimas especies se computaron de manera conjunta, debido a la dificultad
encontrada inicialmente para diferenciarlos en la fase de pupa. So6lo las pupas

que evolucionaron hasta adulto se pudieron identificar y contar por separado.
No obstante, de los 11.388 ejemplares encontrados, 4.517 individuos
(Aphytis spp.) no pudieron ser determinados por varias causas:

— no superaron la fase de huevo o larva y por tanto no alcanzaron las

fases pertinentes para su determinacion,
— la pupa murié antes de poder ser identificada por su pigmentacion,

— la exuvia no se encontraba en condiciones adecuadas para proceder a

su correcta identificacion.

Parcela

Especies de parasitoides Navel - Casella Clemenules - Casella PDJ Total
A ch hali 1.882 717 2.611 5.210
- carysompaat 44,3% 47,7% 46,3% 45,7%
A melinus 653 157 747 1.557

’ ’ 15,4% 10,4% 13,2% 13,7%
AA'hhfff anicus / 38 27 39 104
PIVIS SP. EIUPO 0,9% 1,8% 0,7% 0,9%

lingnanensis

Aphvis s 1.671 603 2.243 4517
PRYILS SPP- 39,4% 40,1% 39,8% 39,7%
Total 4.244 1.504 5.640 11.388

Tabla 4.1. Ndamero, porcentaje de abundancia relativa y total de especies de
ectoparasitoides de A. aurantii en funcién de la parcela.
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Aphytis chrysomphali fue el parasitoide mayoritario, llegando a

representar hasta el 80% del total de especies identificadas en el caso de

Clemenules-Casella (figura 4.9). Aphytis melinus se considerd un parasitoide

de menor importancia numérica, al no superar en ninguna de las tres

superficies el 26% del total de especies de Aphytis identificadas. Lo mismo

sucedi6 con las otras dos especies de Aphytis, cuyo porcentaje, respecto al total

de la poblacion identificada, no super6 el 3% (figura 4.9).

Navel-Casella Clemenules-Casella
n=2573 n=901

1,5% 3,0%

25,4% 174%

0,
73,1% 79.6%

PDJ
n=3397

1,1%

22,0%

o A. melinus
| A. chrysomphali
0 A. hispanicus/Aphytis

sp. grupo lingnanensis
76,9%

Figura 4.9. Porcentaje de cada especie respecto al total de parasitoides

identificados en funcién de la parcela.

La presencia de A. hispanicus y de Aphytis sp. grupo lingnanensis en

las tres parcelas fue meramente anecddtica. Tan solo alcanzaron el estado

adulto, 12 ejemplares de la especie A. hispanicus y 11 de la especie Aphytis sp.

grupo melinus (tabla 4.2). La especie A. hispanicus fue ligeramente mas

abundante en la superficie de La Casella, mientras que la especie Aphytis sp.

grupo lingnanensis lo fue en la parcela PDJ.

Esp ceies de Navel - Casella  Clemenules - Casella PDJ Total de
parasitoides adultos
A hi . 4 2 12
- spamicus 50,0% 28,6% 52,2%
Aphytis sp. grupo 4 5 11
lingnanensis 50,0% 71,4% 47,8%
Total de adultos 8 7 23

Tabla 4.2. Ntumero, porcentaje de abundancia relativa y total de adultos de
la especie A. hispanicus y Aphytis sp. grupo lingnanensis en funcién de la

parcela.
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4.2.3.3. Evolucién estacional de los parasitoides

a) En el conjunto de la muestra

La evolucion estacional de la abundancia de los parasitoides en
términos tanto absolutos como relativos reflejo la presencia constante y
mayoritaria de 4. chrysomphali practicamente a lo largo de todo el muestreo y
en las tres parcelas (figura 4.10). Las capturas de 4. chrysomphali empezaron a
ser notables a principios de octubre y se mantuvieron con niveles elevados
hasta finales de enero, momento en el cual ya no quedaron practicamente frutos
en los arboles y descendi6é el total de la poblacién de cochinillas y de

parasitoides.

En cada parcela, las graficas de abundancia absoluta y relativa mos-
traron tendencias similares (figura 4.10). De este modo, en la parcela Navel-
Casella, el hecho mas relevante fue la presencia constante de A. chrysomphali a
lo largo de todo el muestreo. Su mayor abundancia frente a las otras tres
especies empezd a hacerse efectiva a principios de octubre y se mantuvo hasta
mediados de mayo. Desde febrero hasta principios de abril fue la tinica especie
encontrada. Desde mayo hasta mediados de agosto de 2000, coincidiendo con

el aumento de las temperaturas, A. melinus fue la especie mas abundante.

La captura de adultos de A. hispanicus se concentrd entre los meses de
enero, abril y mayo, mientras que Aphytis sp. grupo lingnanensis se encontrd

en los meses de septiembre, octubre y diciembre.

El maximo de la poblacion de parasitoides parecid estar directamente
relacionado con el maximo de estados susceptibles de la cochinilla durante el
mes de octubre. Sin embargo, no se observo la misma relacion desde mediados
de mayo hasta agosto de 2000, donde las poblaciones de parasitoides no se
incrementaron como respuesta al aumento de la poblacion de diaspinos en el

campo.

La poblacion de cochinillas susceptibles de ser parasitadas present6d un
pico en abundancia desde principios de octubre hasta finales de noviembre, dos
de menor importancia desde mediados de noviembre hasta mediados de
diciembre, y desde mediados de mayo a finales de junio, y de nuevo se

incrementd notablemente a principios de agosto de 2000.
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En la parcela Clemenules-Casella, se obtuvo una menor densidad
tanto de cochinilla como de parasitoides que en la parcela Navel-Casella. En
esta parcela las especies de diaspino mas abundantes fueron P. pergandii y C.
beckii (figura 4.10).

La menor densidad en la poblacion de la cochinilla parecié implicar
una menor densidad en el numero de parasitoides encontrados. De este modo,
la especie A. chrysomphali que anteriormente se encontraba a lo largo de todo
el muestreo, presentd, algunos momentos en los que su captura fue nula; y lo

mismo sucedid con la especie 4. melinus, que también redujo su presencia.

Aphytis hispanicus se detectd puntualmente a principios de octubre y a
finales de marzo, y fue, en abundancia, ligeramente superior a lo encontrado en
la parcela Navel-Casella. La primera captura de Aphytis sp. grupo lingnanensis
se produjo a finales de agosto y se capturd el ultimo ejemplar a finales de

diciembre.

El estudio de la abundancia relativa de cada especie a lo largo del
tiempo ofrecié resultados similares a los obtenidos anteriormente. Aphytis
chrysomphali se encontrd desde octubre hasta finales de mayo, mientras que
las mayores capturas de A. melinus en términos relativos se localizaron a

principios de junio y hasta finales de septiembre.

La poblacion de cochinilla susceptible de ser parasitada se concentrd
desde principios de octubre hasta finales de enero, con un pequefio pico a

mediados de marzo, que se repitid a principios de agosto.

En la parcela PDJ se encontré la mayor densidad de cochinilla y de
parasitoides de las tres parcelas estudiadas (figura 4.10). Aphytis chrysomphali
predomind a lo largo del muestreo, con la excepcion puntual de mayor capturas
de A. melinus a principios de agosto, principios de marzo y mediados de mayo.
La mayor presencia de 4. melinus no parecid estar asociada a un momento o
periodo determinado del muestreo, como si que se observd en las otras dos
parcelas. Tan s6lo su mayor presencia en términos de abundancia absoluta y
relativa a principios de agosto podria ser entendida como de predominio frente
a A. chrysomphali. Los otros dos momentos en los que sobrepasd en nimero a
A. chrysomphali no fueron significativos al encontrarse en la muestra un par de

ejemplares.
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Aphytis hispanicus se detectd puntualmente a principios de octubre y a
finales de marzo. La captura de Aphytis sp. grupo lingnanensis se repartié entre

los meses de agosto, octubre y finales de diciembre.

La mayor densidad de la poblacion tanto de Aphytis como de
cochinilla fue en el mes de octubre y se mantuvo con cifras elevadas hasta

finales de enero cuando se cosecho el fruto y se redujo su poblacion.

Los dos primeros picos en la poblacion de cochinilla se dieron desde
principios de octubre hasta mediados de noviembre y desde finales de
noviembre hasta finales de diciembre. Tras un pico de menor importancia a
principios de mayo, las poblaciones de cochinilla se elevaron a mediados de

junio, situacién que no se observé en ninguna de las otras dos parcelas.

La relacion directa entre abundancia del diaspino y de los parasitoides
se mantuvo hasta el mes de junio, momento en que la poblacion del diaspino se
incrementd desmesuradamente y la poblacion de parasitoides no respondié a

este aumento.

b) En cada uno de los sustratos de la muestra

En la tabla 4.3 se representa el porcentaje de Aphytis pertenecientes a
la especie A. chrysomphali y A. melinus en hoja, en rama y en fruto para cada
una de las parcelas. El sustrato que mayor abundancia de parasitoides presentd
en las tres parcelas fue el fruto, a pesar de no encontrarse presente a lo largo de
todo el muestreo. En las hojas y en las ramas no se encontraron diferencias en
abundancia de parasitoides, a excepcion de la parcela Navel-Casella, donde se

encontraron mas ejemplares de Aphytis en las hojas que en las ramas.

Aphytis (%)
Sustrato vegetal Navel-Casella Clemenules-Casella PDJ

Hoia 21,10b 10,64 b 19,48 b

) n=535 n=93 n=654

Rama 9,90 ¢ 19,22 b 13,34 b
n=251 n=168 n=448

Fruto 69,00 a 70,14 a 67,18 a
n=1.749 n=613 n=2.256

Tabla 4.3. Porcentaje de Aphytis pertenecientes a la especie A. chrysomphali y
A. melinus en funcién del sustrato vegetal y de la parcela (con exuvias).
n=ntmero de ejemplares considerados en cada caso. En columnas, valores
seguidos de una misma letra no fueron significativamente diferentes para un
valor de P>0,05. Test de comparacién x>
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El anélisis por especie y sustrato ofrecid un resultado similar (tabla
4.4). El fruto fue el sustrato que presentdé una mayor abundancia de cada uno de
los dos parasitoides, a excepcion de Clemenules-Casella, donde el fruto y la

rama albergaron una poblacion similar de 4. melinus.

Aphytis melinus se distribuyo por igual en hoja y en rama, a excepcion
de la parcela Clemenules-Casella, donde se encontré un mayor porcentaje de
adultos de esta especie en rama que en hoja. Aphytis chrysomphali tampoco
presento diferencias en hoja y en rama, excepto en la parcela Navel-Casella en

la que se obtuvieron mas adultos en hoja que en rama (tabla 4.4).

Navel-Casella Clemenules-Casella PDJ
Sustrato
vegetal A. A. A. A. A. A.
melinus  chrysomphali melinus  chrysomphali melinus  chrysomphali
Hoia 22,21b 20,72b 15,29 b 9,62 b 19,68 b 19,42 b
K n=145 n=390 n=24 n=69 n=147 n=507
Ram 16,08 b 7,76 ¢ 4331 a 13,95b 22,76 b 10,65b
ama n=105 n=146 n=68 n=100 n=170 n=278
Fruto 61,72 a 71,52 a 4140 a 76,43 a 57,56 a 69,93 a
u n=403 n=1346 n=65 n=548 n=430 n=1826

Tabla 4.4. Porcentaje de A. chrysomphali y A. melinus en funcién del sustrato
vegetal y de la parcela. n=nimero de ejemplares considerados en cada caso.
En columnas, valores seguidos de una misma letra no fueron significativa-
mente diferentes para un valor de P>0,05. Test de comparacién .

En las figuras 4.11, 4.12 y 4.13 se representa la distribucion y
abundancia estacional, tanto absoluta como relativa, de las especies de
parasitoides identificadas en los tres sustratos y a lo largo del periodo de

muestreo.

En la parcela Navel-Casella, la especie mas abundante en hoja fue 4.
chrysomphali (figura 4.11). Aphytis melinus se presentd de manera muy
puntual, sobre todo al final del muestreo, durante los meses de verano. En este
sustrato, la poblacion de parasitoides se mantuvo constante a lo largo de todo el
periodo de muestreo

En las ramas practicamente no se obtuvieron parasitoides, sobre todo
durante el periodo en el que la muestra contenia frutos ya formados. Los

adultos de Aphytis que se capturaron aparecieron casi exclusivamente en el
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periodo comprendido entre los meses de marzo y principios de agosto. En este
sustrato coexistieron las dos especies mas abundantes de parasitoides sin darse

una clara situacion de predominancia.

Desde el momento en que aparecen las primeras cochinillas en el
fruto, la presencia de los dos parasitoides se mantuvo de manera constante. En
este sustrato, el parasitoide que predominé fue A. chrysomphali, con excepcion
de los meses de verano del afio 2000, donde en términos de abundancia relativa

el parasitoide que prevalecio fue 4. melinus.

Aphytis hispanicus se encontré en los tres sustratos, mientras que

Aphytis sp. grupo lingnanensis aparecio en fruto y en menor medida en rama.

Las cochinillas en el estado susceptible de ser parasitadas fueron mas
abundantes en fruto presentando un primer pico a mediados de noviembre, y un
segundo, no tan marcado, durante el mes de diciembre. Las ramas fueron el
segundo sustrato con una mayor poblacion de cochinillas. En este sustrato se
encontraron diferentes maximos, si bien los dos picos mas evidentes se
obtuvieron entre finales de mayo y finales de junio y a principios de agosto. La
hoja fue el sustrato que menor poblacioén de diaspinos presentd, observandose,
como en la rama, diferentes picos, siendo el mds llamativo el alcanzado a

principios de agosto.

En la parcela Clemenules-Casella, la situaciéon fue ligeramente
diferente en los sustratos hoja y rama (figura 4.12). Mientras que en Navel-
Casella la mayor abundancia de parasitoides entre estos dos sustratos se dio en
la hoja; en esta parcela el mayor nimero de individuos se concentré en las
ramas y se repiti6 la mayor captura de ejemplares de mayo a agosto,
coincidiendo con la ausencia de frutos. La presencia de 4. melinus también se
concentr6 en estos mismos meses. En las hojas practicamente no se

encontraron ejemplares de A. melinus.

En fruto, la especie mas abundante en términos absolutos fue A.
chrysomphali, mientras que A. melinus resultd ser mas abundante en términos

relativos durante los meses de agosto y septiembre de 1999.
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Las capturas de A. hispanicus de nuevo se repartieron entre los tres
sustratos, mientras que los ejemplares de Aphytis sp. grupo lingnanensis tan

sOlo se obtuvieron del fruto.

La poblacion de cochinilla en el estado susceptible de ser parasitado
se distribuyd de manera similar a lo observado en Navel-Casella, si bien el
maximo en rama se dio a finales de marzo, siendo este sustrato el segundo en

abundancia de diaspinos por detrés del fruto.

En la parcela PDJ, se repitio la situacion observada en Navel-Casella
(figura 4.13). En las hojas se encontrd una mayor densidad de parasitoides que
en las ramas, y A. chrysomphali fue, tanto en términos de abundancia absoluta
como relativa, el parasitoide mas numeroso. Las capturas en términos de
abundancia relativa de 4. melinus en hoja fueron mas abundantes a principios
de septiembre de 1999 y en el mes de junio de 2000. En rama sélo se
localizaron a principios del mes de septiembre y de octubre cuando 4. melinus
fue la unica especie que se capturd. En este sustrato de nuevo se observo una

menor presencia de parasitoides cuando el fruto estaba formado.

En fruto, exceptuando un unico momento (a principios de septiembre
de 1999) durante el cual las capturas de 4. melinus fueron ligeramente superio-
res a las de 4. chrysomphali, durante el resto del muestreo la especie A.

chrysomphali predominé claramente sobre las otras especies existentes.

Aphytis hispanicus solo se encontr6 en las hojas mientras que Aphytis

sp. grupo lingnanensis solo aparecid en fruto.

La poblacion de cochinilla en hoja presenté numerosos picos, siendo
los mas llamativos los observados desde noviembre a diciembre y desde
principios de mayo a mediados de junio. En rama, el méximo de cochinillas se
dio a mediados de junio, mientras que en fruto se observé la mayor abundancia
a principios de noviembre y un segundo pico a principios de enero. De nuevo
la hoja fue el sustrato con menor niimero de cochinillas susceptibles de ser

parasitadas.
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4.2.3.4. Preferencia del parasitoide por un determinado

estado del hospedador

a) En el conjunto de la muestra

En la tabla 4.5 se muestra el numero y el porcentaje de parasitoides

encontrados en cada estado del hospedador, sin incluir e incluyendo las exuvias

en el célculo, y en funcion de la parcela. En las tres parcelas, las cochinillas

macho fueron el estado de hospedador mas parasitado cuando se considerd al

conjunto de Aphytis (tabla 4.5).

Parcela Estado del Sin exuvia Con exuvia

hospedador A. A. Total A. A. Total

melinus ~ chrysomphali ~ Aphytis melinus chrysomphali Aphytis

JLH 11,76 ¢ 19,13 b 17,28 b 12,25 ¢ 17,22 b 15,94 b

n=20 n=97 n=117 n=80 n=324 n=404
Navel- M 30,59b 64,89 a 56,28 a 26,34 b 67,00 a 56,53 a
Casella n=52 n=329 n=381 n=172 n=1.261 n=1.433
HI 57,65 a 1598 b 26,441 6141 a 15,78 b 27,53 b

n=98 n=81 n=179 n=401 n=297 n=698
JLH 20,45 b 17,67 b 18,09 b 19,11¢c 17,71 b 17,96 b

n=9 n=44 n=53 n=30 n=127 n=157
Clemenules- M 34,09 ab 70,28 a 64,85 a 33,12b 70,29 a 63,62 a
Casella n=15 n=175 n=190 n=52 n=504 n=556
HI 4545 a 12,05b 17,06 b 47,77 a 11,99 ¢ 18,42 b

n=20 n=30 n=50 n=75 n=86 n=161

JLH 16,45 b 22.80b 21,710 17,54 ¢ 23,32b 22,040

n=25 n=168 n=193 n=131 n=609 n=740

PDI M 4342 a 67,30 a 6322 a 26,77b 6542 a 56,82 a
n=66 n=496 n=562 n=200 n=1.708 n=1.908

HI 40,13 a 991 ¢ 15,07 b 55,69 a 11,26 ¢ 21,14 b

n=61 n=73 n=134 n=416 n=294 n=710

Tabla 4.5. Porcentaje del estado del

hospedador escogido por cada
parasitoide (A. melinus y A. chrysomphali) y por el total de Aphytis de estas
dos especies, incluyendo y sin incluir las exuvias, en funcién de la parcela.
Estado del hospedador: 2LH: Segundo estado larvario hembra; M: Segundo
estado larvario macho y estado de prepupa; HJ: Hembra joven. n=ntimero
de ejemplares considerados en cada caso. En columnas, y dentro de cada
parcela, valores seguidos de una misma letra no fueron significativamente
diferentes para un valor de P>0,05. Test de comparacién x>

— 136 —



CONTROL BIOLOGICO DEL PIOJO ROJO DE CALIFORNIA EN EL CAMPO

La especie A. chrysomphali en todas las parcelas —y tanto incluyendo
como sin incluir las exuvias— se encontr6 preferentemente sobre las
cochinillas macho seguido del segundo estado larvario hembra y del estado de
hembra joven. Por el contrario, A. melinus se localizdé en mayor medida sobre
el estado de hembra joven seguido de las cochinillas macho y por ultimo en el
segundo estado larvario hembra. Tan so6lo en la parcela PDJ, y cuando no se
incluian en el calculo las exuvias, se observaron mas ejemplares de A. melinus
sobre macho que sobre hembras jovenes, si bien no existieron diferencias

estadisticas significativas (tabla 4.5).

En la tabla 4.6 se muestra el numero de adultos de A. hispanicus y de
Aphytis sp. grupo lingnanensis obtenidos de cada uno de los tres estados del
hospedador y en cada una de las tres parcelas. La especie 4. hispanicus
parasito preferentemente cochinillas macho seguidas de cochinillas en el estado
de hembra joven. No se obtuvo ningun parasitoide del segundo estado larvario
hembra. Aphytis sp. grupo lingnanensis, no presentd un orden de preferencia

claro, encontrandose por igual en los tres estados del hospedador.

Estado del A. hispanicus Aphytis sp. grupo lingnanensis
hospedador Navel-  Clemenules- Navel-  Clemenules-
Casella Casella PDJ Casella Casellla PDJ
JLH 0,00 0,00 0,00 50,00 0,00 20,00
n=0 n=0 n=0 n=2 n=0 n=1
M 75,00 83,33 50,00 0,00 50,00 60,00
n=3 n=5 n=1 n=0 n=1 n=3
25,00 16,66 50,00 50,00 50,00 20,00
HJ
n=1 n=1 n=1 n=2 n=1 n=1

Tabla 4.6. Porcentaje del estado del hospedador escogido por A. hispanicus y
por Aphytis sp. grupo lingnanensis en funcién de la parcela. Estado del hospe-
dador: 2LH: Segundo estado larvario hembra; M: Segundo estado larvario
macho y estado de prepupa; HJ: Hembra joven. n=ntmero de ejemplares
considerados en cada caso.

b) En cada uno de los sustratos de la muestra

El estado del hospedador escogido en todos los sustratos fue el macho
y no vari6 entre parcelas (tabla 4.7). En las tres parcelas, y dentro del sustrato
hoja, el estado de la cochinilla escogido fue el macho, seguido de la hembra
joven y, por ultimo, del segundo estado larvario hembra. En las ramas, no se

encontraron diferencias entre cochinillas macho y hembras jévenes. El segundo
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estado larvario hembra fue el estado menos escogido. En el fruto, se encontrod
un mayor numero de parasitoides sobre cochinillas macho, distribuyéndose por

igual entre los otros dos estados.

Estado del Total de Aphytis (%)
Parcela
hospedador Hoja Rama Fruto
7,66 ¢ 9,16 b 19,44 b
2LH n=41 n=23 n=340
59,07 a 37,05a 58,55 a
Navel-Casella M 1=376 1293 n=1.024
HI 33,27b 53,78 a 22,01 b
n=178 n=135 n=385
430¢ 20,24 b 19,58 b
2LH n=4 n=34 n=120
Clemenules- M 72,04 a 40,48 a 68,52 a
Casella n=67 n=68 n=420
HI 23,66 b 3929a 11910
n=22 n=66 n=73
933 ¢ 13,84 b 27,35b
2LH n=61 n=62 n=617
69,42 a 3571 a 57,36 a
PDJ M n=454 =160 n=1.294
HI 21,25b 50,45 a 15,29 b
n=139 n=226 n=345

Tabla 4.7. Porcentaje del estado escogido por el conjunto de Aphyris (A.

melinus y A. chrysomphali) en funcién del sustrato vegetal y de la parcela,

incluyendo las exuvias. Estado del hospedador: 2LH: Segundo estado

larvario hembra; M: Segundo estado larvario macho y estado de prepupa;

HJ: Hembra joven. n=ntimero de ejemplares considerados en cada caso. En

columnas y dentro de cada parcela, valores seguidos de una misma letra no

fueron significativamente diferentes para un valor de P>0,05. Test de

comparacién y*

En la tabla 4.8, se representa el porcentaje del estado del hospedador
escogido por 4. melinus y A. chrysomphali en funcion del sustrato vegetal y de
la parcela, incluyendo las exuvias. La especie A. chrysomphali, en las tres
parcelas e independientemente del sustrato, mostré una clara preferencia por
las cochinillas macho. El segundo estado del hospedador escogido varié en
funcién del sustrato: en las hojas y ramas parasité a las hembras jovenes y
posteriormente al segundo estado larvario hembra, mientras que en el fruto se
invirti6 la situacion y parasit6 al segundo estado larvario hembra seguido de las

hembras jovenes.
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Aphytis melinus escogid en las tres parcelas y en los tres sustratos el

estado de hembra joven, seguido de la cochinilla macho y, en tltimo lugar, del

segundo estado larvario hembra, a excepcion del sustrato hoja y fruto de la

parcela Clemenules-Casella y hoja de PDJ, donde parasitd por igual hembras

jovenes que macho.

Parcela Estado del Hoja Rama Fruto
hospedador A. . A. A. A. A.
melinus A. chrysomphali melinus  chrysomphali melinus chrysomphali

SLH 345¢ 9,23 ¢ 571 ¢ 11,64 b 17,12 ¢ 20,13 b

n=5 n=36 n=6 n=17 n=69 n=271
23,45b 72,31 a 17,14 b 51,37 a 29,78 b 67,16 a

Navel-Casclla M n=34 n=282 n=18 n=75 n=120 n=904
" 73,10 a 18,46 b 77,14 a 36,99 b 53,10 a 12,70 ¢

n=106 n=72 n=81 n=54 n=214 n=171
JLH 4,17b 435¢ 23,53 b 18,00 b 20,00 b 19,53 b

n=1 n=3 n=16 n=18 n=13 n=107

Clemenules- M 41,67 a 82,61 a 20,59 b 54,00 a 43,08 a 71,53 a
Casella n=10 n=57 n=14 n=54 n=28 n=392
HI 54,17 a 13,04 b 55,88 a 28,00 b 36,92 a 894 c

n=13 n=9 n=38 n=28 n=24 n=49

JLH 12,24 b 8,48 ¢ 8,24 b 17,27 ¢ 23,02 b 28,37b

n=18 n=43 n=14 n=48 n=99 n=518

PDJ M 36,73 a 78,90 a 11,76 b 50,36 a 29,30 b 63,96 a
n=54 n=400 n=20 n=140 n=126 n=1.168

I 51,02 a 12,62 b 80,00 a 32,37b 47,67 a 7,67 ¢

n=75 n=64 n=136 n=90 n=205 n=140

Tabla 4.8. Porcentaje del estado escogido por A. melinusy por A. chrysomphali
(incluyendo las exuvias) en funcién del sustrato vegetal y de la parcela. Estado
del hospedador: 2LH: Segundo estado larvario hembra; M: Segundo estado
larvario macho y estado de prepupa; HJ: Hembra joven. n=ndmero de
ejemplares considerados en cada caso. En columnas, y dentro de cada parcela,
valores seguidos de una misma letra no fueron significativamente diferentes

para un valor de P>0,05. Test de comparacién 2.

4.2.3.5. Porcentaje de sexos de los distintos parasitoides

El porcentaje de sexos (macho/total) obtenido a lo largo del muestreo

varié en funcion de la especie de Aphytis considerada, pero no entre parcelas

dentro de una misma especie (tabla 4.9).

Aphytis melinus y Aphytis sp. grupo lingnanensis presentaron practica-

mente el mismo porcentaje de machos y hembras. La presencia de machos de
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A. chrysomphali fue muy reducida alcanzando un valor medio del 0,41%.
Todos los ejemplares de A. hispanicus desarrollados hasta adulto resultaron ser
hembras (tabla 4.9).

Porcentaje de sexos

Parcel
arcela Aphytis sp. grupo

A. melinus A. chrysomphali A. hispanicus lingnanensis
52,46 a 0,46 a 0,00 a 50,00 a
Navel-Casella =61 214 et =4
Clemenules- 50,00 a 0,64 a 0,00 a 50,00 a
Casella n=20 n=155 n=6 n=2
PDJ 60,38 a 0,28 a 0,00 a 40,00 a
n=53 n=355 n=2 n=5
55,22 0,41 0,00 45,45
TOTAL n=134 n=724 n=12 n=11

Tabla 4.9. Porcentaje de sexos (macho/total) de las cuatro especies de Aphyris

obtenidas durante el muestreo y en funcién de la parcela. n=ntmero de

ejemplares considerados en cada caso. En columnas, valores seguidos de una

misma letra no fueron significativamente diferentes para un valor de P>0,05.

Test de comparacién 2.

El porcentaje de machos de la especie A. melinus vari6 en funcion del
estado del hospedador del que procedian (tabla 4.10). En la parcela Navel-
Casella y en PDJ, el mayor porcentaje de machos se dio en el segundo estado
larvario hembra, seguido, en orden decreciente, de los adultos obtenidos de
cochinillas macho y, por ultimo, de los obtenidos de hembra joven. En
Clemenules-Casella, se observd un mayor porcentaje de machos de 4. melinus

en cochinillas macho que en el segundo estado larvario hembra.

Los machos de A. chrysomphali se obtuvieron en un porcentaje muy
reducido. De un total de 724 adultos, tan solo tres fueron machos, dos de los
cuales se encontraban sobre cochinillas macho y el tercero sobre una hembra
joven (tabla 4.10).

Los doce adultos de A4. hispanicus que se encontraron parasitando a A.
aurantii fueron hembras, independientemente del estado de la cochinilla del
que procediesen. Sin embargo el porcentaje de machos de las especie Aphytis
sp. grupo lingnanensis vari6 en funcion del estado del hospedador comportan-
dose de manera similar a lo observado para A. melinus: los cuatro adultos

obtenidos de la especie Aphytis sp. grupo lingnanensis en el segundo estado
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larvario hembra fueron machos y los cuatro procedentes de hembra joven

fueron hembras (tabla 4.10).

Porcentaje de sexos

Estado del
Parcela hospedador Aphyti
P A. melinus  A. chrysomphali  A. hispanicus pl.y 15'Sp. £TUPO
ingnanensis

100 a 0,00 a 0,00 100

2LH n=9 n=46 n=0 n=2

85,71 a 0,00 a 0,00 0,00

Navel-Casella M 01 ne127 =3 =0
HI 16,12 b 2,43 a 0,00 0,00

n=31 n=41 n=1 n=2

60,00 a 0,00 a 0,00 100

2LH n=>5 n=28 n=0 n=1

Clemenules- M 83,33 a 0,87 a 0,00 0,00
Casella n=6 n=113 n=5 n=0
I 2222b 0,00 a 0,00 0,00

n=9 n=14 n=1 n=1

88,88 a 0,00 a 0,00 100

2LH n=9 n=80 n=0 n=1
74,07 a 0,41 a 0,00 33,33

PDJ M n=27 n=241 n=1 n=3
I 23,52b 0,00 a 0,00 0,00

n=17 n=34 n=1 n=1

Tabla 4.10. Porcentaje de sexos (macho/total) de las cuatro especies de
Aphytis obtenidas durante el muestreo, en funcién del estado de la cochinilla
hospedadora y de la parcela. Estado del hospedador: 2LH: Segundo estado
larvario hembra; M: Segundo estado larvario macho y estado de prepupa;

HJ: Hembra joven. n=ndmero de adultos considerados en cada caso. En

columnas, y dentro de cada parcela, valores seguidos de una misma letra no

fueron significativamente diferentes para un valor de P>0,05. Test de

comparacién x>

Los casos de multiparasitismo también afectaron al porcentaje de

sexos. En 4. melinus, tan s6lo en once ocasiones se consiguid que la situacion

de multiparasitismo evolucionara hasta estado adulto (tabla 4.11). Cuando el

numero de parasitoides que emergid fue dos, la Gnica combinacién que se

obtuvo fue de una hembra y un macho, si bien en la literatura se cita que es

posible obtener dos hembras e incluso dos machos, siendo esta ultima

combinacion la menos frecuente. En el tnico caso en que se obtuvo una

cochinilla con tres parasitoides, la combinacion de sexos fue de dos hembras y

un macho. En todos los casos, el estado de la cochinilla hospedadora fue una

hembra joven de gran tamafio.
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En A. chrysomphali, los catorce casos en los que se encontraron dos
parasitoides por cochinilla, la tinica combinacidon de sexos que se observo fue
la de dos hembras (tabla 4.11). Y la misma combinacién de sexos se obtuvo en
los cuatro casos en los que se encontraron tres parasitoides por cochinilla. El

estado de cochinilla escogido para el multiparasitismo fue el de hembra joven.

No se dio ninguna situacion de multiparasitismo en las otras dos
especies de Aphytis encontradas durante el muestreo.

Combinacion de sexos

Parcela Especie Q*Jd Q*Q Q*xQ*x2 Q*xQ*Q
A. melinus 5 0 1 0
Navel-Casella

A. chrysomphali 0 8 0 0

A. melinus 3 0 0 0

Clemenules-Casella

A. chrysomphali 0 6 0 4

A. melinus 2 0 0 0

PDJ

A. chrysomphali 0 0 0 0

Tabla 4.11. Combinacién de sexos obtenida de cada especie de parasitoide
en funcién del nimero de adultos encontrados por cochinilla, en cada una
de las parcelas.

En la figura 4.14 se representa el porcentaje de machos y hembras de
A. melinus y de A. chrysomphali a lo largo del periodo de muestreo. Los
machos de 4. melinus se encontraron principalmente en verano, otofo e
invierno. Desde finales de enero hasta junio, todos los adultos examinados
fueron hembras. En la superficie de La Casella se obtuvo aproximadamente la
misma proporcion de hembras de 4. melinus que de machos. En PDJ, donde las
temperaturas son por lo general mas bajas que en La Casella (entre 2 a 4 °C), se
observo que en otofo e invierno la presencia de las hembras de 4. melinus fue
practicamente nula. Los escasos machos obtenidos de A. chrysomphali en las

tres parcelas no estuvieron asociados a ningtn periodo en concreto.

— 142 —



CONTROL BIOLOGICO DEL PIOJO ROJO DE CALIFORNIA EN EL CAMPO

Navel-Casella

S ® & & & & & & & & & &

. O o 0 A 0 *. &
QO o) N () 2 > O
NI, P RSO S

O Machos A. melinus O Hembras A. melinus B Machos A. chrysomphali @ Hembras A. chrysomphali

Figura 4.14. Porcentaje de machos y de hembras de A. melinus y de A.
chrysomphali a lo largo del periodo de muestreo.
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4.2.3.6. Porcentaje y evolucién estacional del parasitismo
activo

a) En el conjunto de la muestra

El porcentaje de parasitismo activo obtenido de media a lo largo del
periodo de muestreo y en el conjunto de la muestra no lleg6 a superar el 12%

en ninguna de las tres parcelas (tabla 4.12).

Parcela
Navel-Casella Clemenules-Casella PDJ
% de parasitismo activo 11,72+1,93 9,00+1,41 10,37+1,65

Tabla 4.12. Porcentaje de parasitismo activo (X+ES: Media + Error estdndar)

obtenido en el conjunto de la muestra a lo largo de todo el periodo de

muestreo.

La evolucion del parasitismo activo, considerando el conjunto de la
muestra, vari6 en funcion del momento del muestreo (figura 4.15). Desde
finales de agosto hasta finales de diciembre, tanto en Navel-Casella como en
PDJ, se obtuvo un valor medio de parasitismo del 20%, con un maximo del
39% a finales de septiembre en la parcela de Navel-Casella. En Clemenules-
Casella, durante este periodo, los valores medios rondaron el 15%, alcanzando
un porcentaje maximo de parasitismo del 33% también a finales de septiembre.
El porcentaje maximo de parasitismo alcanzado en PDJ fue del 26%, valor que
se obtuvo a principios de octubre. A partir de diciembre se produjo un descenso
en las tres parcelas, coincidiendo con la época mas fria, hasta principios de
mayo, mes en el que las poblaciones empezaron a recuperarse, pero sin

alcanzar los valores obtenidos en otofio del afio anterior (figura 4.15).

En las tres parcelas, el mayor nimero de cochinillas susceptibles de
ser parasitadas se dio desde principios de octubre hasta finales de enero,
coincidiendo con el aumento de la tasa de parasitismo. El siguiente periodo en
el que aumento la poblacion de cochinilla susceptible fue a mediados de mayo,
sobre todo en Navel-Casella y en PDJ. Sin embargo, en esos momentos el
porcentaje de parasitismo fue menor. En Navel-Casella y en Clemenules-
Casella se observaron dos pequefios picos, que casi rozaron el 20% a principios

de junio y a mediados de julio.
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Figura 4.15. Porcentaje de parasitismo activo en funcién del nimero de
cochinillas susceptibles de ser parasitadas en el conjunto de la muestra y en

cada una de las tres parcelas.
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El calculo del porcentaje de parasitismo activo de A. melinus y de A.
chrysomphali tuvo el inconveniente de que no todos los parasitoides capturados
durante el muestreo llegaron a evolucionar hasta una fase en la que pudieran
ser identificados. Esto implic6 que las tasas de parasitismo en funcién de la
especie se vieran reducidas. Los valores medios de parasitismo de las dos
especies identificadas no superaron en ninguna de las tres parcelas el 5%,
obteniéndose las mayores tasas para A. chrysomphali que duplicd el valor
obtenido para A. melinus en Navel-Casella y Clemenules-Casella y lo triplicd
en el caso de PDJ (tabla 4.13).

Porcentaje de parasitismo activo

Navel-Casella Clemenules-Casella PDJ
A. melinus 2,1840,50 1,2240,34 1,23+£0,26
A. chrysomphali 4,74%0,93 2,93+0,49 4,67+1,02

Tabla 4.13. Porcentaje de parasitismo activo (X+ES) obtenido para A.
melinus y A. chrysomphali en el conjunto de la muestra a lo largo de todo
el periodo de muestreo.

Las mayores tasas de parasitismo para 4. melinus se dieron en las tres
parcelas aproximadamente en las mismas fechas: desde principios de agosto a
principios de septiembre (figura 4.16). En el caso de 4. chrysomphali, el
porcentaje de parasitismo fue mas variable obteniéndose en Navel-Casella un
18% a finales de septiembre, mientras que en Clemenules-Casella se obtuvo de
media un 5% desde principios de noviembre hasta finales de enero, si bien el
pico maximo se obtuvo a principios de mayo (7%). En la parcela PDJ los
mayores porcentajes de parasitismo oscilaron desde principios de octubre hasta

principios de diciembre con un maximo de 17% a finales de noviembre.
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Figura 4.16. Porcentaje de parasitismo de A. melinus y de A. chrysomphali en
funcién del ntimero de cochinillas susceptibles de ser parasitadas en cada una
de las tres parcelas.
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b) En cada uno de los sustratos de la muestra

Dentro de cada parcela, los porcentajes de parasitismo mas elevados

se encontraron en el fruto y en la hoja, siendo menores en rama.

En Navel-Casella y en PDJ, el porcentaje de parasitismo en hoja y
fruto cuadriplicé al de la rama. En Clemenules-Casella, el porcentaje de parasi-
tismo en las ramas fue ligeramente superior al encontrado en las otras dos
parcelas y no presentd diferencias con respecto a los otros dos sustratos (tabla
4.14).

Porcentaje de parasitismo

Parcela Hoja Rama Fruto
Navel-Casella 13,00+2,33 a* 2,91+0,75 b* 12,0242,69 a*
Clemenules-Casella 7,25+2,55 a* 5,50+1,47 a* 7,69+1,94 a*
PDJ 9,82+1,54 ab* 3,69+1,16 b* 11,40+2,23 a*

Tabla 4.14. Porcentaje de parasitismo obtenido (X+ES) en cada sustrato a lo
largo de todo el periodo de muestreo. n=niimero de muestras consideradas
en cada caso. En filas, y para cada parcela, valores seguidos de una misma
letra no fueron significativamente diferentes para un valor de P>0,05. En
columnas, y dentro de un mismo sustrato, valores seguidos de un mismo
nimero de asterisco no presentaron diferencias para un valor de P>0,05. En
los dos casos, test de comparacién x>

A lo largo de todo el muestreo y en las tres parcelas, el sustrato que
menor porcentaje de parasitismo presentd fue la rama, excepto cuando en la
muestra no habia fruto (figuras 4.17, 4.18 y 4.19). En ese momento, en la
parcela Navel-Casella y Clemenules-Casella la tasa de parasitismo en rama se
elevaba hasta ser similar a la encontrada en hoja. En la parcela PDJ, en los
periodos en los que no habia fruto, el porcentaje de parasitismo no se

incremento6 en ninguno de los otros dos sustratos.

En Navel-Casella, en hojas se llegd a alcanzar el 55% de parasitismo a
mediados de julio. En fruto también se observaron valores proximos al 50% a
finales de agosto, seguido de otro momento de aumento del porcentaje de

parasitismo (41%) a finales de septiembre (figura 4.17).
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Figura 4.17. Porcentaje de parasitismo activo en funcién del nimero de
cochinillas susceptibles de ser parasitadas en cada uno de los sustratos en la

parcela Navel-Casella.
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Figura 4.18. Porcentaje de parasitismo activo en funcién del nimero de
cochinillas susceptibles de ser parasitadas en cada uno de los sustratos en la

parcela Clemenules-Casella.
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cochinillas susceptibles de ser parasitadas en cada uno de los sustratos en la
parcela PD]J.
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En Clemenules-Casella, el maximo de parasitismo se dio a mediados
de julio, en hojas, alcanzando cifras del 60% de parasitismo. En los otros dos
sustratos, el maximo se encontrd a finales de septiembre donde se obtuvieron
valores maximos del 33% y del 37% de parasitismo en rama y fruto,

respectivamente (figura 4.18).

En PDJ, el porcentaje de parasitismo no llegé a superar en ninguno de
los tres sustratos el 30%. Tanto en rama como en fruto el porcentaje maximo
de parasitismo fue del 27%, a finales de septiembre y principios de octubre. En
hoja, el valor mas elevado no super6 el 24% a principios de septiembre (figura
4.19).

4.2.4. Discusion

Del conjunto de parasitoides identificados en el presente trabajo,
Aphytis chrysomphali y A. melinus ya habian sido descritos previamente por
otros autores sobre el piojo rojo de California en los cultivos de citricos
espafioles (Troncho et al., 1992; Blay Goicoechea, 1993; Rodrigo, 1993;
Rodrigo et al., 1996). Sin embargo, la presencia de A. hispanicus constituye
una nueva cita dentro del complejo de himendpteros ectoparasitoides. Esta
especie es un parasitoide comin de los diaspinos P. pergandii y Ch.
dictyospermi en la region de estudio (Mercet, 1923; Gomez-Clemente, 1943;
Limon et al., 1976; Melia y Blasco, 1980; Troncho et al., 1992; Rodrigo, 1993;
Rodrigo et al., 1996), pero nunca antes se habia descrito sobre 4. aurantii en la
peninsula Ibérica. Las citas que existian de A. hispanicus sobre el piojo rojo
procedian de Marruecos (Rosen y DeBach, 1979). Esta especie, no obstante, no
es un parasitoide ni abundante ni habitual de A. aurantii, por lo que su

presencia debe considerarse meramente anecddtica.

En cambio, Aphytis sp. grupo lingnanensis se estd capturando con
mayor abundancia en los ultimos muestreos realizados por la Unidad de
Entomologia del IVIA, y en puntos de la Comunidad Valenciana muy
distantes, lo que parece sugerir que se trata de una especie en expansion. Todo
ello hace de esta posible nueva especie, un taxon de gran trascendencia para el
futuro del control biologico del piojo rojo de California, y que serd objeto de

investigaciones posteriores.
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La especie A. melinus, en todas las regiones citricolas en las que ha
sido introducida, o bien por si sola, o en colaboracion con otras especies de
parasitoides, ha conseguido un control total o parcial de A. aurantii,
desplazando en la mayor parte de los casos a A. chrysomphali a las regiones
costeras, cuando no eliminandola por completo del punto de suelta (DeBach y
Sundby, 1963; DeBach y Argyriou, 1967; Rosen, 1967; Argyriou, 1969;
DeBach, 1969; Smith, 1978; Rosen y DeBach, 1979; Furness et al., 1983;
Orphanides, 1984a; De Santis y Crouzel, 1994; Smith et al., 1997; Siscaro et
al., 1999; Siscaro y Mazzeo, 2003).

Sin embargo, en la region de estudio, A. melinus no parece ser igual de
eficiente cuando compite con A. chrysomphali. En el muestreo realizado entre
los afios 1988-1991 en una localidad costera de Valencia (El Puig), A. melinus
aparecia en clara desventaja numérica en las trampas amarillas utilizadas
encontrandose en una proporcion de un adulto de A. melinus sobre 566 de A.
chrysomphali en 1988, y de 0 adultos de 4. melinus frente a 130 de A.
chrysomphali en 1991 (Troncho et al., 1992; Rodrigo, 1993; Rodrigo et al.,
1996). Y la misma proporcidon de especies encontraban cuando estudiaban las
cochinillas parasitadas. Diez afos después de dicho muestreo, y treinta afios
desde la introduccion de 4. melinus en los campos citricolas valencianos, esta
especie sigue siendo minoritaria sobre el piojo rojo de California,

predominando la especie autdctona 4. chrysomphali.

Esta mayor abundancia o equidad de A. chrysomphali frente a A.
melinus tan so6lo se mantiene en la actualidad en algunas regiones costeras de
Chipre (Orphanides, 1984a), en Turquia, donde parecen coexistir las dos
especies (Erler y Tung, 2001; Uygun, 2003), y en la zona citricola del sur de
Uruguay, donde en funcién del afio y de las condiciones climaticas predomina
una u otra especie, beneficiando a 4. chrysomphali las condiciones climaticas
mas suaves (Asplanato, 2000; Asplanato y Garcia-Mari, 2002).

En la region de estudio, 4. chrysomphali demostrd soportar mal las
temperaturas propias del verano. Esta especie disminuy6 notablemente su
presencia en los meses mas calurosos, momento en el que A. melinus, especie
adaptada a condiciones mds extremas, fue mas abundante, pero siempre en
términos de abundancia relativa. Esta situacion se observo por igual en las tres

superficies examinadas, independientemente de las caracteristicas climaticas
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propias de cada parcela, y de la variedad de citrico cultivada. La diferente
adaptacion climatica de estas dos especies se ha citado de otros paises
(Bodenheimer, 1951; DeBach, 1954; DeBach et al., 1955; DeBach y Sisojevic,
1960; DeBach y Sundby, 1963; Rosen, 1965; Abdelrahman, 1974b; Bénassy,
1977; Rosen y DeBach, 1979; Smith et al., 1997), y coincide con la evolucion
estacional descrita para la Comunidad Valenciana, donde se encontraba A.
chrysomphali a lo largo de todo el afio, a excepcidon de los meses mas calidos
en los que 4. melinus era la especie mas abundante (Troncho et al., 1992;
Rodrigo, 1993; Rodrigo et al., 1996). Las mayores capturas de A. chrysomphali
se dieron fundamentalmente desde principios de octubre hasta finales de enero
y coincidid con lo observado por otros autores, que detectaron el méximo de
las poblaciones de este parasitoide en otofio (septiembre a diciembre)
(Ripollés, 1990; Troncho et al., 1992; Rodrigo, 1993; Rodrigo et al., 1996). Sin
embargo, y a diferencia de lo observado por nosotros, estos autores también
sefialaron un pico previo entre marzo y mayo. Este pico no se observo en
ninguna de las tres superficies estudiadas. So6lo en la parcela Navel-Casella se
observo un cierto aumento en el nimero de especies encontradas, si bien en
ningin momento se pudo considerar como pico significativo. En Marruecos,
Bénassy (1977) también detectaba poblaciones de este parasitoide no sélo a
finales de otofio e invierno, sino también en primavera, desapareciendo de los
campos en verano; mientras que en Israel, A. chrysomphali s6lo aparecia a
finales de otofio y principios de invierno, desapareciendo igualmente en verano
(Bodenheimer, 1951; Rosen, 1965).

Aphytis melinus también presentd un Unico pico, de octubre a
diciembre, en las tres parcelas estudiadas. No obstante, y al igual que sucede
con A. chrysomphali, este inico maximo es poco frecuente si se compara con
lo descrito por otros autores en otras regiones citricolas. En Sicilia, 4. melinus
aparece en dos momentos, de febrero a mayo y de septiembre a noviembre
(Tumminelli et al., 1996). Siscaro et al. (1999), en un muestreo posterior y en
la misma regién de estudio, detectan la presencia de A. melinus a lo largo de
todo el afo, a excepcion del periodo comprendido de junio a agosto, durante el
cual las capturas o son nulas, o se ven reducidas extremadamente, reduccion
que atribuyen a la falta de cochinillas en el estado susceptible de ser parasitado.
El principal pico de vuelo de A. melinus lo detectan en otoflo, donde la

presencia de estados susceptibles parece localizarse en ramas y frutos, y que
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coincidiria con el Unico pico encontrado por nosotros. En Marruecos, a pesar
de que existen a lo largo del afio estados de la cochinilla susceptibles de ser
parasitados, el autor sélo encuentra dos momentos de actividad importante de
A. melinus, en marzo-abril y en noviembre (El Kaoutari et al., 2004). En la
Comunidad Valenciana, los tnicos datos de los que se dispone de la evolucion
anual de esta especie son tan reducidos (once ejemplares encontrados a lo largo
de tres afnos), que no permiten hacer comparaciones con lo obtenido en este
estudio, si bien la mayor parte de los adultos fueron capturados en verano
(Troncho et al., 1992; Rodrigo, 1993; Rodrigo et al., 1996).

La presencia de A. hispanicus en primavera (mayo y junio) coincide
con lo reportado por Troncho et al. (1992) sobre P. pergandii, si bien en
nuestro estudio, también se obtuvieron adultos en octubre. La mayor
abundancia de A. hispanicus sobre A. aurantii en las parcelas de La Casella
podria estar condicionada por la existencia de una mayor proliferacion de P.

pergandii sobre los arboles de esta parcela.

El mayor nimero de capturas de Aphytis sp. grupo lingnanensis
obtenido en la parcela PDJ, superficie con unas condiciones climéaticas
ligeramente mas extremas, y sobre todo durante agosto, parece apuntar que esta
especie esta adaptada a soportar unos extremos climdticos mas severos,
asemejandose a A. melinus. En cualquier caso, el numero de ejemplares
obtenido de esta especie es demasiado reducido para afirmar con certeza este
hecho.

El efecto de la temperatura en la eficacia de A. melinus, A.
lingnanensis 'y A. chrysomphali como reguladores de la plaga ha sido
ampliamente estudiado por distintos autores (DeBach et al., 1950; DeBach,
1954; DeBach et al., 1955; DeBach y Sisojevic, 1960; DeBach y White, 1960;
DeBach y Sundby, 1963; Abdelrahman, 1974b y ¢; Kfir y Luck, 1979 y 1984;
Rosen y DeBach, 1979; Hoffmann y Kennett, 1985). Todos coinciden en
indicar que 4. chrysomphali estd mejor adaptado a regiones con temperaturas
moderadas, propias de la costa, 4. lingnanensis a areas con climatologia
intermedia, mientras que 4. melinus soporta mejor los climas mdas extremos,
como por ejemplo los que se dan en las regiones del interior del sureste de
California. No obstante, Abdelrahman (1974b) apunta que en general todos los

estados de Aphytis son poco tolerantes a los extremos de calor. Este extremo
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térmico es el mayor responsable de fallos en el control biologico del piojo rojo
con A. melinus en California (DeBach et al., 1955; DeBach, 1958 y 1965), en
algunos lugares de Israel con A. coheni (Avidov et al., 1970), en las zonas mas
aridas de Australia con A. melinus (Abdelrahman, 1974c) y en ciertas regiones
de Sudéfrica con A. africanus (Catling, 1971).

Abdelrahman (1974c¢) indica que las caracteristicas biologicas que
parecen apuntar que A. chrysomphali esté mas adaptado a condiciones mas
frescas se encuentran en una mayor tasa intrinseca de crecimiento a 20 y 25 °C,
un mayor nimero de parasitoides por cochinilla a bajas temperaturas, un menor
tamafio corporal que le permite soportar mejor las temperaturas frias extremas
y una menor mortalidad natural de las pupas y, en general de todos los estados
a estas bajas temperaturas. Por contra, cuando las temperaturas descienden (por
ejemplo 4 horas a -2 °C), A. melinus experimenta una reducciéon en el
porcentaje de hembras en la descendencia, a parte de producirse la mortalidad
de la mayor parte de los adultos (Kfir y Luck, 1979). Sin embargo, A. melinus
encuentra su 6ptimo de crecimiento a temperaturas entre 25 y 30 °C. Asi que
mientras A. chrysomphali no es capaz de emerger a 32 °C y s6lo vive unas
pocas a esa temperatura (Kfir y Luck, 1984), A. melinus, a esta temperatura,
solo ve reducido el porcentaje de hembras en la descendencia, y el mismo
efecto se observa con temperaturas fluctuantes entre 29 y 35 °C (Kfir y Luck,
1979 y 1984)

Hoffmann y Kennett (1985) apuntan que las temperaturas suboptimas
y no letales propias del invierno podrian ser las responsables de una
ineficiencia en el control de las poblaciones de A. aurantii por A. melinus, dado
que favorecen la aparicion de machos. En cambio, Abdelrahman (1974b)
indica que las bajas o elevadas temperaturas no son las responsables de un
sesgo hacia la produccion de machos, sino que el problema reside en la
dificultad de las hembras en encontrar machos en determinados periodos del
afno, y esto lo demuestra sometiendo a 4. melinus a ciclos de temperaturas
minimas de —1,1 °C y méximas de 38,7 °C, y obteniendo una descendencia, a
su parecer, normal (2:1; hembras:macho). Por tanto, cuando las temperaturas
descienden, la hembra de A. melinus, ademas de ser escasa, debe buscar pareja,
y hasta que sea fecundada sélo producird descendencia macho (Abdelrahman,

1974b). Por contra, la hembra de A. chrysomphali, aparte de ser mas eficiente a
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bajas temperaturas, dado su caracter uniparental nada mas emerger producira
descendencia hembra, aventajando a A. melinus en estos momentos. En el
presente estudio, los machos que se obtuvieron de A. melinus se distribuyeron
fundamentalmente en verano, otofio e invierno, encontrandose en la parcela de
La Casella aproximadamente en la misma proporcion que las hembras (1:1). En
la parcela PDJ, donde las temperaturas son por lo general inferiores, se observo
que en otofio e invierno la presencia de las hembras de 4. melinus era
practicamente nula. Con los datos de los que se dispone no se puede asegurar
que esta mayor presencia de machos en la parcela PDJ se deba a un efecto de
las bajas temperaturas (Kfir y Luck, 1979 y 1984; Hoffmann y Kennett, 1985),
0 a una escasez de los machos (Abdelrahman, 1974b), si bien todo parece
apuntar a que se den las dos situaciones. En esta parcela (PDJ), el porcentaje de
sexos que se obtuvo a lo largo del muestreo, 1:2 (hembra:macho), fue justo el
contrario al obtenido por Abdelrahman (1974b) y otros autores (Rosen y
DeBach, 1979; Luck et al., 1982; Luck y Podoler, 1985), quienes apuntaban
que el porcentaje normal de sexos de este parasitoide es de dos hembras por
cada macho (2:1). La proporcion de machos de A. melinus obtenida en el
estudio realizado en El Puig (1:1) por diversos autores (Troncho et al., 1992;
Rodrigo, 1993; Rodrigo et al., 1996), coincide con la observada por nosotros en
la parcela de La Casella y, por tanto, sigue siendo superior a la indicada en

otros trabajos.

El porcentaje de machos de A. chrysomphali encontrado durante el
muestreo fue muy reducido (0,41%), siendo incluso inferior al reportado por
Rosen (1965) (0,9%) y por los autores del muestreo de El Puig (1,6% de
machos de término medio, durante tres afios) (Troncho et al., 1992; Rodrigo,
1993; Rodrigo et al., 1996). Sin embargo, en Uruguay, Asplanato (2000) no
detectd ningiin macho en la poblacion de A. chrysomphali.

Todos los adultos de Aphytis hispanicus obtenidos durante el muestreo
fueron hembras. Esto concuerda con lo reportado por Rosen y DeBach (1979),
que indican que la presencia de machos en esta especie es rara. Por el contrario,
en el muestreo realizado durante tres afios por distintos autores en El Puig, la
presencia de machos de esta especie sobre P. pergandii rond6 el 3,5%;
Rodrigo, 1993; Rodrigo et al., 1996).
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En cualquier caso, las bajas temperaturas o la escasez de los machos
en un momento determinado del afio para fecundar a la hembra no son los
unicos posibles responsables del sesgo hacia la produccion de machos. El
tamafio o calidad de la cochinilla también afecta al porcentaje de sexos de la
poblacion de Aphytis, y este tamaiio a su vez dependera de otros factores, como
son el sustrato sobre el que se encuentra, la variedad de citrico o las
temperaturas. Tanto A. melinus como A. lingnanensis modifican el sexo de la
descendencia en funcion del tamafio o calidad del hospedador, dado que las
ventajas que obtienen las hembras cuando proceden de un hospedador de
mayor tamafo son mayores que las que obtiene el macho (Charnov et al., 1981;
Murdoch et al., 1992). En A. melinus se ha observado que si bien cochinillas
con un tamafio de cuerpo igual o superior a 0,15 mm” pueden ser parasitadas, la
mayor parte de los huevos puestos en estos hospedadores seran machos (90%)
o hembras con una baja fecundidad. El tamafio de cochinilla a partir del cual se
produce un sesgo hacia la produccion de hembras es de 0,39 mm?, fijandose en
este tamafio el limite inferior para la produccion de descendencia hembra
(Luck y Podoler, 1985; Opp y Luck, 1986; Yu, 1986; Luck y Nunney, 1999).
Este tamafio minimo dado por estos autores suele corresponder con el estado de
hembra joven. Reeve (1987) observd que este estado era un hospedador de
mayor tamafio, y por tanto de mayor calidad, que el segundo estado larvario
macho seguido, a su vez y en orden decreciente, del segundo estado larvario
hembra. Los huevos puestos en estos segundos estados larvarios, y en virtud de
su menor tamafio (0,10 a 0,30 mm?), tendran una mayor probabilidad de ser

machos.

Por tanto, y dada la mayor ventaja en eficacia que experimentan los
adultos de Aphytis al utilizar un hospedador de mayor tamaio, cabria esperar
que las dos especies mayoritarias escogiesen el estado de hembra joven para el
desarrollo de su descendencia. Sin embargo, en el presente estudio se observo
que el estado de hospedador escogido dependi6 de la especie y que el estado
mas parasitado por el conjunto de Aphytis fue el macho, sin detectarse
diferencias entre los otros dos estados. Este mayor parasitismo en cochinillas
machos no obstante podria deberse a que A. chrysomphali fue el parasitoide
mas abundante, y esta especie se localiz6 en todas las parcelas preferentemente
sobre cochinillas macho, seguido del segundo estado larvario hembra y por

ultimo del estado de hembra joven. Por el contrario, 4. melinus aparecid sobre
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hembras jovenes seguido de cochinillas macho y por ultimo del segundo estado
larvario hembra. Esta diferencia en los estados del hospedador escogidos por
los dos parasitoides ha sido descrita por otros autores: durante el primer afio del
muestreo realizado en El Puig (Valencia), A. chrysomphali se detectd
fundamentalmente sobre machos, si bien en el segundo afo, encontraron un
parasitismo semejante entre machos y hembras (Troncho et al., 1992; Rodrigo,
1993; Rodrigo et al., 1996). Asplanato (2000), en Uruguay, también describe la
presencia en campo de A. chrysomphali sobre machos. Al igual que Smith
(1978), que ademas especifica que esta especie la encuentra sobre segundos
estados larvarios macho y prepupas y en menor medida sobre hembras adultas.
En relaciéon con A. melinus, diversos autores han observado una marcada
preferencia por las hembras jovenes, seguida de los segundos estados larvarios
macho y, por ultimo, de los segundos estados larvarios hembra (Abdelrahman,
1974a; Luck y Podoler, 1985; Opp y Luck, 1986; Yu, 1986; Reeve, 1987; Luck
y Nunney, 1999). En Australia, Campbell (1976) también encontr6 la mitad de
los adultos sobre este estado pero, a diferencia de lo observado en este y otros
estudios, detectd un mayor numero de adultos sobre segundos estados larvarios
hembra (30%) que sobre machos (18,6%).

Por otro lado, el porcentaje de sexos de 4. melinus y de Aphytis sp.
grupo lingnanensis, varid en funcion del estado de la cochinilla utilizado,
encontrandose un mayor porcentaje de huevos hembra sobre el estado de
hembra joven (tamafio mayor o igual a 0,39 mm?®) y de huevos machos sobre el
segundo estado larvario hembra y macho. Este comportamiento ya habia sido
descrito previamente por otros autores (Abdelrahman, 1974a; Luck y Podoler,
1985; Opp y Luck, 1986; Yu, 1986; Reeve, 1987; Luck y Nunney, 1999).
Aphytis chrysomphali y A. hispanicus, ambas especie uniparentales, realizaron
la puesta de huevos hembra independientemente del tamafio o estado del
hospedador. Este porcentaje de sexos claramente desviado hacia las hembras se
dio en todas las parcelas y fue independiente del estado del hospedador
utilizado, confiriéndole una ventaja frente a 4. melinus que requiere las

hembras jovenes para producir hembras.

Las situaciones de multiparasitismo se observaron exclusivamente, y
para las dos especies de Aphytis principales, sobre el estado de hembra joven.

Este hecho coincide con lo descrito por Reeve (1987), que indica que es un
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hecho raro encontrar dos o mas huevos de Aphytis en segundos larvarios,
siendo lo mas comun que el estado que utilicen para las combinaciones de
huevos maultiples sean hembras jovenes, pequefias o grandes. Ademads, a
diferencia de lo observado para A. melinus donde el porcentaje de sexos varid
en funcion del numero de huevos, todas las situaciones de multiparasitismo
(tanto dos como tres huevos) encontradas en A. chrysomphali dieron lugar a
hembras, constatando una vez mas que ni siquiera el nimero de huevos puestos

por cochinilla altera el porcentaje de sexos en esta especie.

Reeve (1987) observd que en campo el parasitismo en segundos
estados era mas reducido cuando las hembras jovenes eran abundantes. Dado
que el tamafio, fecundidad y porcentaje de sexos, ademas del comportamiento
del adulto de Aphytis, dependen del tamafio del hospedador, Reeve sugirid que
cambios en la distribucion de este tamano (o estado) implicarian grandes
alteraciones en la calidad de las poblaciones de Aphytis. Una estructura
poblacional donde escaseasen las hembras jovenes y abundasen los segundos
estados larvarios implicaria un mayor parasitismo de estos segundos estados
provocando que las hembras producidas fueran pequenas y de baja o escasa
fecundidad. Estas estructuras, a simple vista anomalas, son en cambio
abundantes en campo y, en algunas parcelas, siempre segun Reeve, hay
periodos en los que no es frecuente encontrar hembras jovenes, como por
ejemplo si se produce una marcada sincronia de los estados causada por
elevadas o bajas temperaturas. Esta falta de estados disponibles podria explicar
por qué A. melinus falla en el control de esta cochinilla en algunas regiones de
climatologia arida. Esta sincronia en las poblaciones de A. aurantii, se ha
observado que sucede en algunas regiones del interior de California, donde la
falta de solapamiento en las generaciones del hospedador impide el desarrollo
de las distintas generaciones del parasitoide (3,4 generaciones por cada una del
hospedador (Yu y Luck, 1988)) siendo la responsable del fallo en el control de
la cochinilla (Kennett y Hoffmann, 1985; Luck y Podoler, 1985; Yu y Luck,
1988).

En la region de estudio, los trabajos realizados en torno al ciclo biold-
gico y dindmica poblacional de A4. aurantii, indican que este diaspino, a
diferencia de C. beckii o P. pergandii, presenta un porcentaje muy elevado de
estados inmaduros (60-70%) a lo largo del afio (Rodrigo y Garcia-Mari, 1990 y
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1992; Rodrigo, 1993; Hernadndez Penadés, 2003). Este conjunto de estados
inmaduros estaria constituido fundamentalmente por primeros y segundos
estados larvarios. Ademas, en nuestras condiciones, 4. aurantii hiberna funda-
mentalmente como segundo estado larvario y hembra gravida (Rodrigo y
Garcia-Mari, 1990 y 1992; Rodrigo, 1993). Esta mayor abundancia de estados
inmaduros a lo largo de todo el afio podria ser uno de los motivos responsables
de que A. melinus en nuestras condiciones no llegue a controlar las poblaciones
de A. aurantii, dado que, de utilizar este estado, el porcentaje de sexos se veria
desviado hacia los machos. De hecho, y tal y como se indic6 al referirse al
efecto de las temperaturas en el sexo de la descendencia, en nuestro estudio y
en los realizados por otros autores en El Puig, las poblaciones encontradas de
este parasitoide estuvieron desviadas hacia los machos. En Uruguay, Asplanato
y Garcia-Mari (2002) llegaron a una conclusion similar al estudiar el
parasitismo de A. aurantii. En este pais se ha observado que la estructura de
edades de la cochinilla también estd desviada hacia los estados inmaduros —
con mas del 70% de la poblacion formada por estos estados—, y este elevado
porcentaje de inmaduros podria ser el responsable del elevado ntiimero de
machos obtenidos de la especie A. melinus (60%) y A. lingnanensis (80%)
(Asplanato, 2000). En estas circunstancias A. chrysomphali podria aventajar a
A. melinus, especie biologicamente superior, dado que al menos el porcentaje
de sexos no se ve afectado al utilizar un hospedador de menor calidad, como es
el segundo estado larvario hembra y macho. Ademas, su mejor adaptacion a las
condiciones invernales, justificaria que este parasitoide sea sobre todo
abundante en este periodo del afio, momento en el que A. melinus no es tan
eficiente. En las regiones de Uruguay donde A. chrysomphali es dominante,
abundan también E. perniciosi, un endoparasitoide que también utiliza estados
inmaduros en su desarrollo (Asplanato, 2000; Asplanato y Garcia-Mari, 2002).
La estructura poblacional del diaspino descrita para la Comunidad Valenciana
(Rodrigo y Garcia-Mari, 1990 y 1992; Rodrigo, 1993) y que coincide con la
observada en Uruguay (Asplanato, 2000), difiere de la observada en otros
paises sobre todo en relacion con los estados invernantes. Abdelrahman
(1974b) indica que A. aurantii hiberna como hembra joven y hembra gravida,
mientras que Mc Laren y Buchanan (1973) encuentran que en el sur de
Australia la cochinilla hiberna en todos los estados menos mudas y hembras

adultas con larvas. Kennett y Hoffmann (1985) indican que en algunas regiones
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de California todos los estados estan bien representados, a excepcion de las

larvas recién fijadas y la pupa del macho.

Si nos centramos en los distintos sustratos vegetales evaluados (hoja,
rama y fruta), Carroll y Luck (1984a) indican que el porcentaje de sexos de las
cochinillas, aunque variable, favorecia a las hembras jovenes en frutos, a los
machos en el haz de las hojas y a las hembras en madera. Esto coincidiria hasta
cierto punto con la distribucion de parasitoides encontrada en este estudio y sus
preferencias por el estado del hospedador, donde A. melinus se encontrd
mayoritariamente sobre fruto y rama (sustratos con mayor concentracion de
hembras), y A. chrysomphali sobre hoja después de fruto. No obstante, las
diferencias observadas en las dos especies en el segundo y tercer sustrato
escogido dependieron de las parcelas, ya que en la mayor parte de los casos se
distribuyeron por igual entre la hoja y la rama. La distribucion de parasitoides
apuntada por otros autores indicaban una mayor presencia de parasitoides sobre
el fruto y las hojas y en menor medida sobre las ramas, sobre todo en relacién
con A. melinus (Orphanides, 1982; Yu, 1986; Murdoch et al., 1989; Hare et al.,
1990; Yu et al., 1990; Hare y Luck, 1991; Asplanato, 2000; El Kaoutari et al.,
2004).

En nuestro estudio, 4. melinus aparecio por igual en rama y en hoja en
las parcelas con cultivo de naranjo, y s6lo en Clemenules-Casella aparecid mas
en rama, pero siempre después de fruto. Aphytis chrysomphali también
apareci6 por igual en rama y en hoja, a excepcion de la parcela Navel-Casella,
donde predomino sobre hoja. Sin embargo, Asplanato y Garcia-Mari (1998) en
un muestreo realizado en Uruguay no encontraron a 4. chrysomphali sobre

ramas verdes o madera, tan solo sobre frutos y hojas.

No obstante, y a pesar de que en las ramas se encuentra una mayor
poblacion de hembras jovenes, que podrian justificar esta mayor presencia en
rama de A. melinus en al menos una de las tres parcelas, en la mayor parte de
los casos se ha observado que la hembra joven hospedadora que crece en este
sustrato es de baja calidad y, por consiguiente, afectara al Aphytis que la
parasite. Las cochinillas varian en tamafio en funcion de la region del arbol
donde crecen, y en el fruto alcanzan un mayor tamafio que sobre la hoja o los
tallos, siendo atin menores en madera (Carroll y Luck, 1984a; Luck y Podoler,

1985). Yu (1986), comparando el tamafio de las cochinillas en hojas y brotes,
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encontraba un mayor tamaio en los brotes. Walde et al. (1989) observaron que
el porcentaje de hembras jovenes con un tamafio de cuerpo superior a 0,39
mm” (tamafio minimo para la produccién de hembras) era mayor en fruto
(76%), seguido de hojas (66%) y de tallos (56%), y por ultimo en madera
(49%). Sin embargo, apuntaron que el menor tamafo alcanzado en la madera
no era suficiente para justificar el escaso parasitismo encontrado en este
sustrato, sobre todo si se contempla que es en este sustrato donde se encuentra
una mayor proporcion de hembras por unidad de superficie. Hare et al. (1990)
posteriormente indicaron que la hoja era un sustrato relativamente uniforme y
de elevada calidad entre distintas variedades de citricos y sugirieron que esta
estabilidad en la calidad de este sustrato frente a la inestabilidad de la rama era
la responsable de que la hembra de Aphytis tuviera una mayor tendencia a
buscar hospedadores en las hojas y en los frutos antes que en las ramas,
descartando la teoria del refugio fisico de la cochinilla en madera sugerida por
otros autores (Reeve y Murdoch, 1986; Murdoch et al., 1989).

Estudios posteriores han observado que en la identificacion del
hospedador estd implicado un componente kairomonal (O-caffeoyltyrosine),
presente en la cubierta de la cochinilla, cuya concentracion depende de la edad
de la hembra (minima en los estados inmaduros y méaxima en el estado de
hembra joven) y de las condiciones de cria (concentracién minima en
cochinillas criadas sobre rama). Aphytis melinus parece responder a la
concentracion de kairomona seleccionando aquellas cochinillas y aquellos
lugares en los que detecta mayor concentracion, evitando de este modo utilizar
las cochinillas sobre ramas (Luck y Uygun, 1986; Hare et al., 1993; Morgan y
Hare, 1997 y 1998; Hare y Morgan, 2000). En nuestro estudio, el hecho de que
las dos especies se distribuyeran por igual en hoja y en rama (4. melinus en
alguna parcela incluso méas en rama) podria sugerir que no encuentran

diferencias en la calidad del hospedador en funcion del sustrato.

La variedad de citrico se ha observado que también influye en el
desarrollo de la cochinilla. El limon es el més susceptible de ser atacado,
seguido del naranjo amargo, pomelo, el grupo de las Valencia, de las Navel v,
por ultimo, el de las mandarinas (Quayle, 1932; Cameron et al., 1969; Habib et
al., 1972; Cameron et al., 1975; Yu, 1986; Hare et al., 1990; VVAA, 1991). En

este estudio se ha podido constatar esta diferencia en densidad de cochinillas en
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funcion de la variedad de citrico: la parcela Clemenules-Casella fue la que
menor poblacion del diaspino presentd a lo largo de todo el muestreo, a pesar
de estar fisicamente compartiendo la superficie con Navel-Casella. No
obstante, y aunque los cultivos de mandarino eran los menos susceptibles al
ataque de la cochinilla, Hare et al. (1990) encontraron que los cuerpos de las
hembras de la cochinilla alcanzaban un mayor tamafio en las hojas de
mandarina que en las de pomelo, presentando un tamafno intermedio en las
hojas de limén y de naranjo, mientras que eran mas grandes en el tronco de
limonero y de pomelo seguido de naranjo y por ultimo de mandarino. En el
presente estudio no se ha observado que A. melinus se beneficie de estas
diferencias en tamano del cuerpo de la cochinilla en funcion del sustrato y la
variedad de citrico. En Clemenules-Casella, donde en funcion de lo observado
por Hare et al. (1990) cabria esperar una mayor densidad de este parasitoide en
hoja y menor en rama, dada la importancia que tiene el tamafio del hospedador
en este género, los adultos se encontraron mayoritariamente en rama y después
en hoja. En las dos parcelas con cultivo de naranjo no se detectaron diferencias
en el porcentaje de A. melinus en rama y en hoja. Aphytis chrysomphali
aparecid practicamente por igual en hoja y rama, independientemente de la

variedad de citrico.

En cualquier caso, si bien se puede apreciar ciertas preferencias por
las cochinillas que estan en uno u otro sustrato en funcidon de la especie de
Aphytis, la tendencia principal observada en los tres sustratos y en las tres
parcelas fue que la poblaciéon de parasitoides parasitaba preferentemente a las
cochinillas que estaban sobre el fruto (Carroll y Luck, 1984a; Luck y Podoler,
1985; Hare et al., 1990) y, en menor medida, sobre las hojas. En el momento en
que se recoge el fruto, los parasitoides se reparten entre hoja y rama, pero
fundamentalmente sobre rama. La mayor presencia sobre este sustrato se debe
a que durante los meses de mayo y junio y hasta que las larvas moviles migran
al fruto, sobre la rama se localiza la mayor presencia de estados de la cochinilla
susceptibles de ser parasitados. Por tanto, mientras la rama es un reservorio
estable de la plaga y de los parasitoides, el fruto, y en menor medida la hoja, se
pueden considerar como hospedadores estacionales, dado que el fruto se
cosecha todos los afios y las hojas caen cada dos o tres afios. El Kaoutari et al.
(2004) también encuentran sobre rama una poblacién elevada de estados

susceptibles, si bien no detectan parasitismo en este sustrato y a su parecer, y
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de acuerdo también con Reeve y Murdoch (1986), el hecho de que no se
encuentre parasitismo en rama justifica que las poblaciones se multipliquen de
un afio para otro. Asplanato y Garcia-Mari (1998) también le confieren a las
ramas lignificadas un caracter de reserva estable de cochinillas, aunque menos

numeroso, dado que detectan la mayor poblacion de cochinillas en las hojas.

La variacion estacional es otro factor que afecta al tamafio de la
cochinilla y por tanto al parasitoide. Las temperaturas elevadas, propias del
verano, provocan un descenso en la velocidad de desarrollo de la cochinilla,
que tarda mas tiempo en alcanzar el tamafio requerido para producir
descendencia hembra (0,39 mm?). Esto implicaria que las hembras jovenes
sometidas a estas temperaturas estuviesen mas tiempo expuestas al ataque de
Aphytis, pero con un tamafo inferior a 0,39 mm?, que de ser utilizado daria
lugar a machos o a hembras de baja calidad. Por contra, las hembras jovenes
crecidas en otofio alcanzarian antes el tamafio requerido por los parasitoides
para producir descendencia hembra, reduciendo el riesgo de declinar el
porcentaje de sexos hacia los machos (Luck y Podoler, 1985; Opp y Luck,
1986; Yu, 1986; Yu y Luck, 1988; Hare et al., 1990; Hare y Luck, 1991). Esta
dependencia del tamafio de la cochinilla en A. melinus conferiria una ventaja a
los adultos de A. chrysomphali que pudiesen soportar las elevadas temperaturas
del verano, dado que independientemente del tamafio del hospedador, y en
virtud de su reproduccion asexual, todos los huevos que pusiese serian
hembras. No obstante, en el presente estudio, no se ha observado que en el
periodo estival predominen mas los machos de A. melinus. Los pocos
ejemplares que se obtuvieron en esas fechas presentaron un porcentaje de sexos

proximo al 50%.

Respecto a las tasas de parasitismo, DeBach (1962) indica que se
consigue un buen control de 4. aurantii cuando el parasitismo medio ronda
entre el 20 y el 30%, debido a que por cada generacion de la cochinilla se
daban tres o cuatro del parasitoide. Posteriormente, establecid el término de
“equilibrio”, para referirse al porcentaje de parasitismo en el que el piojo rojo
de California se mantenia en los campos en unos niveles reducidos y que se
correspondia con una tasa de parasitismo activo que oscilaba entre el 15 y el
20% (DeBach, 1969). Con esas tasas de parasitismo se conseguian unos
valores del 80% o incluso del 90% de mortalidad de cochinillas. Orphanides
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(1984b), en linea con lo expuesto por DeBach (1962), anotaba que con un 20%
de parasitismo activo de A. chrysomphali, y en ausencia de agentes disruptores,

se controlaban las poblaciones de 4. aurantii.

En el presente estudio, el porcentaje de parasitismo activo encontrado
en las tres parcelas fue similar y no super6 el 12%, valor similar al encontrado
por Asplanato (2000) (13%) en Uruguay. Estos valores se encuentran por
debajo de los que se supone que llegarian a controlar a la plaga (DeBach, 1962
y 1969; Orphanides, 1984b), a pesar de que las especies del género Aphytis
pueden provocar la muerte de sus hospedadores no sélo a través de la puesta,
sino también a través de las picaduras de exploracion o mutilacion y de
alimentacion. Con estas picaduras llegan a matar practicamente el mismo
nimero de cochinillas que con el parasitismo. En este estudio, y dada la
dificultad que supone evaluar la incidencia de estas picaduras en la mortalidad
de A. aurantii en campo, tan solo se consideraron las cochinillas muertas por

parasitismo.

La distribuciéon temporal de las cochinillas y el porcentaje de
parasitismo ha sido examinada por distintos autores. DeBach et al. (1950), en
los afios 50, ya indicaban la existencia de una relacion entre el parasitismo y el
aumento de las cochinillas susceptibles de ser parasitadas. Mc Laren y
Buchanan (1973) observaron una correlacion positiva entre el porcentaje de
estados disponibles del hospedador y la eficacia del parasitismo sobre A.
aurantii, detectando tres momentos de mayor parasitismo que coincidian con
los picos de abundancia de los estados disponibles del hospedador. Estos
autores indicaban que la escasez de estados susceptibles de ser parasitados por
A. aurantii en determinados momentos del afio eran los responsables de la
limitacién en la eficiencia de A. chrysomphali y A. melinus, al reducir las
posibilidades de alcanzar su potencial reproductivo. En el muestreo realizado
en El Puig, se detectaban tres momentos de mayor tasa de parasitismo, marzo,
junio y septiembre, que coincidian con las generaciones de A. aurantii
(Troncho et al., 1992; Rodrigo, 1993; Rodrigo et al., 1996), ajustaindose a lo
descrito previamente por Mc Laren y Buchanan (1973). Esto les llevaba a
concluir que existia cierta correspondencia entre los maximos de parasitismo y
las generaciones de A. aurantii, confirmando una respuesta funcional de tipo

densidad dependiente, donde los parasitoides actuaban con mayor intensidad
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sobre la plaga cuando aumentaba la densidad de las formas sensibles. Lizzio et
al. (1998), y posteriormente Siscaro et al. (1999), estudiando los factores de
mortalidad en las poblaciones de A. aurantii, destacaban que la baja tasa de
parasitismo ejercida por A. melinus en los meses de junio a agosto se debia
probablemente a la baja disponibilidad de estados susceptibles. Esta relacion de
densidad-dependencia entre el parasitoide y su hospedador ha sido discutida
por otros autores. Samways (1985), en Sudafrica, encontr6 una relacion
densidad-dependiente inversa cuando los niveles de la cochinilla alcanzaban
una densidad muy elevada. Reeve y Murdoch (1985) indicaban que las
evidencias en campo sugerian que 4. melinus no se agregaba en respuesta a la
densidad del diaspino y que la proporcion de cochinillas parasitadas era
independiente de la densidad en el arbol. En un trabajo posterior volvian de
nuevo a no ser capaces de encontrar una relacion de densidad dependencia
entre las poblaciones de Aphytis y las poblaciones de cochinilla, considerando
tanto el conjunto de cochinillas como so6lo los estados susceptibles (Reeve y
Murdoch, 1986). En Marruecos, El Kaoutari et al. (2004) encontraban
momentos en los que existia una clara correspondencia entre periodos de
abundancia de A. melinus y tasas elevadas de estados receptivos de su
hospedador, pero también detectaban otros periodos en los que atin abundando
los estados adecuados de ser parasitados no se percibia un aumento en las

poblaciones del parasitoide.

En el presente estudio, no se ha podido constatar los tres momentos de
mayor parasitismo descritos por Troncho et al. (1992), Rodrigo (1993) y
Rodrigo et al. (1996). Tan sélo en las parcelas de La Casella se puede hablar de
un momento importante en el parasitismo (considerando las dos especies
juntas), que se corresponderia con los meses comprendidos de octubre a
noviembre o incluso diciembre, y dos momentos mas en los que la poblacion
de parasitoides parece aumentar a mediados de mayo y a mediados de julio. La
respuesta funcional de tipo densidad dependiente observada por algunos
autores s6lo se ha podido observar o atribuir al comportamiento de los
parasitoides durante los meses de octubre a diciembre, donde el aumento en las
poblaciones de cochinilla se ve sucedido por aumentos en la poblacion de
Aphytis. Sin embargo, en agosto, el aumento en la poblacion de los estados
susceptibles de la cochinilla no se ve correspondido por un aumento en las

tasas de parasitismo, a diferencia de lo observado por algunos autores como
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Mc Laren y Buchanan (1973), Lizzio et al. (1998) o Siscaro et al. (1999). No
obstante, con los datos de los que se dispone no se puede atribuir con certeza
este comportamiento a una relacion de densidad-dependencia inversa, o a que
las elevadas temperaturas propias de este mes causan elevadas mortalidades en
la poblacion de los parasitoides, sobre todo de la especie 4. chrysomphali. De
hecho, en la parcela PDJ, donde las temperaturas son por lo general mas
elevadas en verano, las poblaciones de la cochinilla susceptibles de ser
parasitadas inician su aumento antes que en las otras dos parcelas, y las tasas

de parasitismo ain son mas bajas.

El porcentaje de parasitismo observado en los distintos sustratos fue
similar tanto en hoja como en fruto, si bien en este ultimo sustrato se
obtuvieron valores ligeramente superiores Esto coincide con lo observado por
otros autores que dieron a los frutos y a las hojas el mayor porcentaje de
parasitismo y a la rama el menor (Atkinson, 1977; Reeve y Murdoch, 1986;
Murdoch et al., 1989; Walde et al., 1989; Yu et al., 1990; Troncho et al., 1992;
Alfaro-Lassala et al., 1993; Rodrigo, 1993; Rodrigo et al., 1996; Siscaro et al.,
1999; Asplanato, 2000; Asplanato y Garcia-Mari, 2002). Los motivos por los
cuales se encuentra en mayor o medida sobre este sustrato ya han sido

discutidos previamente.

En el muestreo de El Puig se analizd el porcentaje de parasitismo
sobre naranjas de la variedad Washington Navel (Troncho et al., 1992;
Rodrigo, 1993; Rodrigo et al., 1996). En esta variedad se detectd que las ramas
era el sustrato con menor tasa de parasitismo (entre 2,6 y 4,3%, en cochinillas
hembras y macho respectivamente), mientras que el parasitismo encontrado en
las hojas (11 y 12,3%, en cochinillas hembra y macho respectivamente) y en
los frutos (10,5 y 4,9%, en cochinillas hembra y macho respectivamente) era
mas variable. En las parcelas de Navel-Casella y PDIJ, las variedades de
naranjo resultaron ser muy parecidas (grupo Navel) a este estudio. Los valores
que hemos obtenidos son muy similares, a pesar de que se han considerado en
el calculo a los machos y las hembras en conjunto. El parasitismo en rama
resulto6 ser en la parcela Navel-Casella y PDJ del 2.9% y 3,7%,
respectivamente, mientras que en hoja fue del 13% y 9,8%, y en fruto fue del

12% y del 11,4% respectivamente.
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A la vista de todos estos resultados se puede concluir que A.
chrysomphali por si solo, o con la escasa ayuda de 4. melinus, no es capaz de
regular las poblaciones de la plaga, sobre todo cuando ésta alcanza unos
niveles elevados en verano, momento en el que actualmente es necesario
recurrir a la ayuda de algin insecticida aplicado, s6lo o combinado con aceite.
Las lineas actuales de control de la cochinilla, dentro del manejo integrado de
plagas, abogan por realizar un tratamiento con un insecticida selectivo en la
primera generacion, cuando las poblaciones de los parasitoides no son
elevadas, o por incrementar la fauna auxiliar presente en la parcela mediante
sueltas de enemigos naturales que reduzcan la poblacion de la cochinilla antes
de que ésta se instale en el fruto. Si se opta por la introduccién de un enemigo
natural, la suelta puede realizarse con las especies ya presentes en la
Comunidad Valenciana, o con la importacion de una nueva especie que o bien
est¢ mas adaptada a las temperaturas estivales o bien utilice un rango de
estados del hospedador distinto. Si se tiene en cuenta que uno de los factores
que podrian justificar la abundancia de A. chrysomphali en nuestras
condiciones podria estar relacionado con la estructura poblacional de A.
aurantii, en la que abundan los estados inmaduros, una especie que no se viese
condicionada por el tamafio del hospedador y que fuera capaz de utilizar los
estados inmaduros seria sin duda la mds adecuada e interesante. Los
endoparasitoides C. bifasciata y, sobre todo E. perniciosi, como se vera en el
capitulo siguiente, pueden ser en este sentido de gran utilidad. Comperiella
bifasciata, ademas de sobrevivir a temperaturas elevadas estivales, puede
utilizar los estados inmaduros y las hembras gravidas. Encarsia perniciosi
presenta la doble ventaja de parasitar mayoritariamente los estados inmaduros
y de utilizar regularmente las poblaciones de cochinilla establecidas sobre las

ramas, sustrato menos escogido por el género Aphytis.
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4.3. Introducciéon de Comperiella
bifasciata y Encarsia perniciosi,
dos nuevos enemigos naturales

del piojo rojo de California

4.3.1. Introducciéon

Los parasitoides que regulan las poblaciones del piojo rojo de
California (Aonidiella aurantii) en los cultivos de citricos de la Comunidad
Valenciana son fundamentalmente afelinidos ectoparasitoides pertenecientes al
género Aphytis 'y, en concreto, A. chrysomphali y A. melinus. Aphytis
chrysomphali es una especie autdctona de la cuenca mediterranea (Rosen y
DeBach, 1979), mientras que 4. melinus, tal y como se detall6 en el capitulo
4.1, se introdujo desde el insectario de “La Station de Zoologie et de Lutte
Biologique” de Antibes (Francia) en 1976 y, posteriormente, en 1996, desde el
insectario de la Universidad de California (Riverside). Aphytis lingnanensis fue
introducida en la Comunidad Valenciana en el afio 2000 por los técnicos del
insectario del Servicio de Sanidad Vegetal de Almazora (Castellon) (Verdu y
Pina, 2002) y recientemente se ha empezado a localizar sobre A. aurantii en los

campos de la provincia de Castellon (M.J. Verdu, com. pers.).
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Estas tres especies de Aphytis se caracterizan por parasitar el estado de
hembra joven, el segundo estado larvario hembra y macho y el estado de
prepupa del macho de A. aurantii. Sin embargo, no pueden utilizar ni el primer
estado larvario ni las fases de muda y, en muy raras ocasiones, se encuentran
sobre el estado de hembra gravida y de pupa (Forster et al., 1995; Forster y
Luck, 1996). A pesar del amplio rango de estados del hospedador que
parasitan, no llegan a ejercer un control satisfactorio de la cochinilla en los
campos de citricos valencianos, dado que las poblaciones de la plaga se
encuentran la mayor parte del tiempo por encima del umbral econdémico de
dafios, recurriendo a intervenciones quimicas para su control (Ripollés et al.,
1995). Esto se ha podido comprobar en el muestreo realizado a lo largo de un
afno (capitulo 4.2), donde la tasa de parasitismo se mantuvo en unos niveles

muy bajos, sin llegar a controlar a A. aurantii.

Este control incompleto de la cochinilla, junto con la necesidad de
implantar medios de control cada vez més respetuosos con el medio ambiente y
con la fauna auxiliar ya presente, planted la posibilidad de introducir nuevos
enemigos naturales que complementasen la actividad de Aphytis, y que
gjerciesen su accion sobre aquellos estados que quedasen libres de la actividad
de los afelinidos. De todos los parasitoides y depredadores descritos sobre A.
aurantii, se escogieron los himenopteros endoparasitoides Comperiella
bifasciata y Encarsia perniciosi. Con la introduccion de estas dos especies, se
completa el complejo de himendpteros parasitoides que regula las poblaciones
de A. aurantii en otros paises (DeBach, 1969; Catling, 1971; Mc Laren, 1978;
Richardson, 1978; Rosen y DeBach, 1978; Smith, 1978; Atkinson, 1983;
Furness et al., 1983; Hafez, 1988; Bedford y Cilliers, 1994; De Santis y
Crouzel, 1994; Forster y Luck, 1996; Smith, 1997; Bedford, 1998 ; Siscaro et
al., 1999; Uygun, 2003).

Estas dos especies parasitan tanto los estados susceptibles de ser
parasitados por Aphytis, como los no susceptibles. Las ventajas bioldgicas que
presentan frente a los ectoparasitoides se derivan de sus estrategias como
cenobiontes (Quicke, 1997): los ectoparasitoides no pueden utilizar los estados
del hospedador en los que el cuerpo de la cochinilla se encuentra unido al
escudo, entre otros motivos, por no disponer de un espacio fisico real para

poner el huevo. Y tampoco pueden utilizar estados de cochinilla de reducido
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tamafio al provocar una paralisis en el crecimiento del hospedador en el
momento de parasitarlo, en cuyo caso, el parasitoide no completa su desarrollo
al no tener suficiente alimento y muere antes de alcanzar el estado adulto
(Quicke, 1997). Comperiella bifasciata y E. perniciosi, al introducir los huevos
en el interior del cuerpo de la cochinilla, y al no detener el crecimiento del
hospedador en el momento de parasitarlo, consiguen ampliar el rango de
estados del hospedador susceptibles a su ataque, pudiendo parasitar el primer

estado larvario, los estados de muda y las hembras gravidas.

<> L N . 1 R, 23

Figura 4.21. Pupa (izquierda) y orificios de emergencia (derecha) de C.
bifasciata sobre A. aurantii.

bifasciata.

Comperiella bifasciata es un encirtido arrenotoco, que se caracteriza
por parasitar preferentemente el estado de hembra joven, de hembra gravida y
la segunda muda de la hembra (figuras 4.21 y 4.22). También puede utilizar,
aunque en menor medida, el primer estado larvario, la primera muda y el se-
gundo estado larvario temprano de la hembra (Atkinson, 1983; Forster et al.,
1995; Forster y Luck, 1996). Los estados menos preferidos para la puesta son
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todos los asociados con el macho del diaspino (Atkinson, 1983; Forster et al.,
1995). Los huevos puestos en cualquiera de los estados mencionados
previamente inician su desarrollo cuando la cochinilla alcanza el estado de
hembra gravida, momento en el que muere el hospedador (Forster y Luck,
1996). La duracion del desarrollo dependera del estado en el que se encontraba
el hospedador en el momento de ser parasitado (Flanders, 1943 y 1944).
Comperiella bifasciata —a pesar de no matar cochinillas mediante picaduras
alimenticias como hace Aphytis—, tiene una mayor fecundidad que A. melinus

y parasita un mayor nimero de estados de la cochinilla (Furness et al., 1983).

Figura 4.23. Larva de E. perniciosi en el interior del cuerpo de un macho de 4.
aurantii (izquierda) y pupa de esta misma especie en el interior del cuerpo de
una hembra joven de A. aurantii (derecha).

i L 2 L4 ,
Figura 4.24. Orificios de emergencia (izquierda) y hembra adulta de E.
perniciosi (derecha).

El afelinido telitoco Encarsia perniciosi, debido a su menor tamafio
como adulto, prefiere parasitar los primeros estados larvarios de la cochinilla,
el segundo estado larvario de la hembra y las fases de muda, pero también
puede parasitar hembras jovenes y hembras gravidas (figuras 4.23 y 4.24). El

estado menos utilizado seria la prepupa macho (Forster et al., 1995). Los
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huevos puestos en el primer estado larvario tardio o en los segundos estados
larvarios tempranos, emergen como adulto de una momificada segunda muda.
Aquellos huevos que son puestos en segundos estados larvarios tardios o
hembras jovenes emergen de hembras jovenes momificadas (Forster y Luck,
1996). La duracion de su ciclo completo variard en funcion del estado del
hospedador utilizado (Rosen y DeBach, 1978). Este parasitoide, al igual que C.
bifasciata, solo parasita a A. aurantii, por lo que se trata de un parasitoide muy
especifico del piojo rojo de California y, por lo tanto, no interfiere en el control

biologico existente de otros diaspinos.

Por otro lado, la introduccion de estos dos endoparasitoides no solo
resulta ventajosa porque amplia el rango de estados de hospedador susceptibles
de ser parasitados, sino también porque presentan diferencias en el rango de
temperaturas que soportan y en el sustrato vegetal en que buscan al
hospedador. En California, C. bifasciata se encuentra coexistiendo con A.
melinus en las regiones aridas del valle de San Joaquin (Forster y Luck, 1996).
En esta region, A. melinus compite mejor a finales de verano, principios de
otofio, debido a que tiene un periodo de desarrollo mas corto, produce mas
descendencia hembra que C. bifasciata y es un parasitoide gregario facultativo.
Comperiella bifasciata, por el contrario, sobrevive mejor que A. melinus
durante los periodos de extremo calor y frio reduciendo la poblaciéon de la
cochinilla durante el invierno y mediados de verano, cuando 4. melinus es
menos efectivo (Forster y Luck, 1996). Furness et al. (1983) también
encontraron en el sur de Australia un mayor nimero de ejemplares de C.
bifasciata en los meses mas calidos y de 4. melinus en los mas frescos. En
Sudéfrica, la actividad de C. bifasciata resulta fundamental en los meses en los
que las temperaturas se mantienen constantes por encima de los 32 °C, debido a
que la actividad de Aphytis africanus y de otras especies de Aphytis se ve
reducida (Catling, 1971). Encarsia perniciosi, aunque no estd tan bien adaptada
a las temperaturas elevadas de verano y prefiere las temperaturas mas
moderadas de la costa (DeBach, 1969), presenta la ventaja adaptativa de
parasitar preferentemente las cochinillas que se encuentran en ramas y hojas
(Yu et al., 1990; Asplanato, 2000), a diferencia de las otras especies de
parasitoides (C. bifasciata y Aphtyis spp.) que se decantan por las cochinillas
de las hojas y los frutos (Carroll y Luck, 1984b; Murdoch et al., 1989; Yu et

al., 1990). La divergencia en el sustrato escogido permite que distintas especies
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de parasitoides compartan una misma poblacion de cochinillas de un tnico
arbol, facilitando su coexistencia, y potenciando su efecto en el control de la
plaga (Forster et al., 1995). Ademas, si se tiene en cuenta que es en las ramas
donde se encuentra el reservorio de la plaga de una estacion a otra, y que
cuando se recoge el fruto se elimina la mayor parte de parasitoides presentes en
el campo, esta caracteristica biologica resulta de mucha utilidad en el control
de la cochinilla. En el muestreo realizado durante un afio (capitulo 4.1) era
llamativo el descenso de las poblaciones de parasitoides como consecuencia de
la recoleccion del fruto. La rama era el sustrato que menor poblacion de

Aphytis presentaba.

Con anterioridad a la suelta de C. bifasciata se realiz6 una buisqueda de
dicho parasitoide sobre su hospedador alternativo Chrysomphalus dictyospermi
(Rosen y DeBach, 1978). En Espafia, esta especie habia sido descrita por
Ricardo Garcia Mercet en 1921 con el nombre de Habrolepistia cerapterocera,
pero sin indicar su hospedador. Posteriormente, en 1936, fue introducida por
Gomez Clemente para controlar a Ch. dictyospermi (Gémez-Clemente, 1940;
Gomez-Clemente y Planes, 1950). El endoparasitoide liberado en aquel
momento procedia del insectario de la Universidad de California (Riverside),
donde estaba considerado como de gran eficacia contra la cochinilla Aonidiella
citrina (Coquillet), conocida comunmente como piojo amarillo, y también
como un parasitoide que controlaba, aunque de manera menos efectiva, a 4.
aurantii. Sin embargo, tras su suelta, se observd que no atacaba al piojo rojo de

los citricos (Gomez-Clemente y Planes, 1950).

Por tanto, con la finalidad de localizar y determinar el grado de
establecimiento de este encirtido previo a su suelta, se inicid una busqueda del
mismo sobre Ch. dictyospermi, la cochinilla que habia sido objeto de su control
cuando se realizé su introduccion. En el caso de localizarse, se recurriria a la
técnica de sueltas inundativas para C. bifasciata y de introduccion inoculativa y

posteriormente inundativa en el caso de E. perniciosi.

Por tanto, los objetivos de este capitulo fueron dos:

1. Evaluar la posible presencia del parasitoide C. bifasciata, antes de
proceder a su suelta, sobre el diaspino Ch. dictyospermi 'y estudiar su papel en

el control de las poblaciones de Ch. dictyospermi'y de A. aurantii.
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2. Introducir E. perniciosi y C. bifasciata, y verificar su posterior

establecimiento.

4.3.2. Material y métodos

4.3.2.1. Bdsqueda sobre hospedadores alternativos de
Comperiella bifasciata

Durante el verano de 1999 y de 2000, se inicid la busqueda del
diaspino Ch. dictyospermi como posible hospedador alternativo de C.
bifasciata. El muestreo se llevo a cabo en diversas parcelas de citricos situadas
en el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (Moncada, Valencia),
donde se tenia constancia que existia una poblacion de esta cochinilla y en las
cuales no se habia realizado ningun tratamiento quimico en los ultimos afios.
También se recogieron muestras de Ch. dictyospermi de parcelas de citricos
ubicadas en Benifaio, Lliria, Racé del Duc (Villalonga), Bétera y L’ Alctdia de

Crespins.

El muestreo consistia en la localizacion del diaspino en hojas, ramas, y
cuando era posible, en frutos de citricos. La presencia de este diaspino en fruto
es mas bien rara porque, a diferencia de 4. aurantii, esta cochinilla prefiere las
hojas y ramas, y solo en casos de grave infestacion, se localiza en los frutos
(Alfaro-Lassala et al., 1993). Las muestras se introducian en bolsas de papel y
se transportaban de este modo al laboratorio. Una vez alli, se anotaba su
localizacion y fecha, se diseccionaban las cochinillas con la ayuda de un alfiler

entomologico y de una lupa binocular y se aislaban los parasitoides.

Las fases de larva y de pupa, tanto de ectoparasitoides como de
endoparasitoides (cuando eran evidentes), se introducian en pequefias capsulas
de gelatina que se mantenian a una temperatura constante de 25+1 °C, una
humedad relativa del 70£10% y un fotoperiodo de 16:8 horas (L:O) en el
interior de cdmaras bioclimaticas. En las capsulas se anotaba la fecha, el estado
de la cochinilla parasitada, la zona de procedencia, y la fase y el tipo (externo o

interno) de parasitoide.

Los adultos emergidos de los ectoparasitoides se preparaban en medio
de Hoyer y se identificaban siguiendo las técnicas descritas por Rosen y
DeBach (1979).
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Los adultos de los endoparasitoides se sexaban y se introducian en
recipientes circulares de carton que contenian en su interior un limon,
previamente infestado con Ch. dictyospermi, sujeto a la base del recipiente con
plastilina. El limoén, antes de ser expuesto a la cochinilla, se recubria de
parafina coloreada —como ya se ha especificado en el capitulo 3 para A.

aurantii—, dejando libre un tercio de su superficie donde se fijaban las larvas.

Los adultos de los endoparasitoides resultantes de la cria sobre Ch.
dictyospermi se introdujeron en recipientes que, como en el caso anterior,
contenian un limon parcialmente recubierto de parafina, pero esta vez infestado
con A. aurantii. E1 motivo del empleo de este hospedador era observar si el
parasitoide era capaz de reproducirse sobre el piojo rojo de California o si por

el contrario tan so6lo lo hacia sobre Ch. dictyospermi.

Las cochinillas empleadas en ambos casos se encontraban en el
segundo estado larvario hembra y macho, en el estado de hembra joven y en el
estado de hembra gravida, ya que éstos son los estados que prefiere para la
puesta C. bifasciata (Forster et al., 1995; Forster y Luck, 1996).

4.3.2.2. Introduccién de los enemigos naturales Comperiella
bifasciata'y Encarsia perniciosi

En junio de 2000, se iniciaron las primeras sueltas de C. bifasciata. La
parcela escogida para la suelta fue la parcela de Alzira que denominamos PDJ
en el muestreo realizado a lo largo de un afio (véase el capitulo 3 y el apartado
de material y métodos del capitulo 4.2). Los ejemplares liberados procedian de
su cria sobre 4. aurantii en limoén, en el laboratorio de la Unidad de Entomo-

logia del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA).

La suelta de los parasitoides se realizé de manera individualizada en la
fase de adulto. Este método difiere de la técnica de suelta més usual que
consiste en colocar calabazas parasitadas introducidas en mallas y atadas a los
arboles de los cultivos. Si bien este ultimo método incrementa rapidamente las
poblaciones del parasitoide, no permite controlar con exactitud el numero y
sexo de los individuos que se liberan. Kfir (1981) insiste en la necesidad de
conocer el porcentaje de sexos a la hora de realizar una suelta en lugar de
hablar del conjunto de individuos liberados, al ser las hembras las que

permitiran que la liberacion tenga éxito. Por otro lado, la suelta de parasitoides
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en estado inmaduro (sustrato vegetal parasitado), aparte de requerir mas
tiempo, puede verse sujeta a la accion de depredadores antes de la emergencia

de los adultos y por tanto reducirse la eficacia de la suelta (Flanders, 1951).

Para la suelta, se escogio un arbol que tuviese una poblacion de piojo
rojo elevada y que fuese ajeno a cualquier agente perturbador del control
biologico, como el polvo y las hormigas. Sobre ese mismo arbol se realizaron

todas las sueltas sucesivas.

Desde el 20 de junio hasta el 8 de agosto de 2000 se hicieron sueltas
quincenales y durante ese periodo se soltaron en total 54 hembras y 41 machos.
El 11 de mayo de 2001 se reiniciaron las sueltas quincenales y hasta el 1 de

septiembre del mismo afio se liberaron un total de 420 hembras y 406 machos.

El 6 de julio de 2001 se iniciaron las sueltas del endoparasitoide E.
perniciosi. En este caso, al igual que en la situacion anterior, se optd por la
suelta de ejemplares adultos en lugar de calabazas o limones parasitados. Las
sueltas se realizaron de manera semanal con un total, hasta el 1 de septiembre,
de 605 hembras liberadas. La parcela elegida fue la misma que para C.
bifasciata, pero se escogido un arbol ubicado en el extremo opuesto de la
parcela para evitar interferencias y estudiar la dispersion de las dos especies de

himendpteros.

La primera prospeccion para determinar el establecimiento de los
endoparasitoides se realiz6 en octubre de 2000, dos meses después de iniciar la
suelta de C. bifasciata. A finales de enero de 2001, se llevo a cabo el segundo
muestreo, que se repitid una tercera y una cuarta vez con una periodicidad
bimensual. En abril de 2002 se volvieron a retomar las prospecciones para
determinar su presencia y se efectuaron cuatro muestreos sucesivos en este
caso con la intencion de localizar a los dos endoparasitoides. En el verano de
2005 se realizdé un muestreo puntual para estudiar cudl era la situacion cinco

afos después de la primera suelta.

Las muestras empleadas para determinar la presencia de los endopara-
sitoides consistian en una rama del arbol de aproximadamente 25-35 cm de
longitud que presentase el maximo nimero de cochinillas en los estados
susceptibles de estar parasitados. En el caso de la bisqueda de C. bifasciata se

escogian ramas que contuviesen fruto, mientras que en las muestras en las que
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se intentaba detectar la presencia de E. perniciosi, se seleccionaban fracciones
del vegetal que comprendiesen una parte importante de madera infestada de

cochinilla, independientemente de que presentasen o no fruto.

Las muestras se tomaban del mismo arbol en el que se habia hecho la
suelta de cada parasitoide y de los cuatro arboles que lindaban, a modo de cruz,
con ¢l. En total, en cada visita realizada a la parcela, se tomaban diez muestras,
cinco de cada punto de suelta de los parasitoides. Las muestras se introducian
en bolsas de papel en las que se anotaba la orientacion de la muestra, el tipo de

parasitoide que se esperaba encontrar y la fecha del muestreo.

En el laboratorio, tras la diseccion bajo lupa binocular del conjunto de
la muestra, se anotaba la presencia o ausencia de los parasitoides objeto de

estudio y el estado de la cochinilla de la cual procedian.

4.3.3. Resultados y discusion

4.3.3.1. Buasqueda sobre hospedadores alternativos de
Comperiella bifasciata

Como resultado del muestreo sobre Ch. dictyospermi se obtuvieron los
afelinidos ectoparasitoides A. melinus, A. chrysomphali y A. hispanicus
(Mercet) (figura 4.25). Estos Aphytis, y particularmente A. hispanicus, se
observd que eran capaces de reproducirse sobre el estado de hembra con

huevos o larvas de Ch. dictyospermi. Este hecho rara vez sucede sobre A.

aurantii.

Figura 4.25. Prepupa de Aphytis sp. (izquierda) y exuvia de A. melinus sobre
Ch. dictyospermi (derecha).
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Los endoparasitoides que se obtuvieron resultaron pertenecer al género
Comperiella. Este género fue descrito por Howard en 1906 y consta de 10
especies, todas ellas de relativa importancia econémica, al ser endoparasitoides
primarios de cochinillas diaspinas. Dentro del género Comperiella, la especie
tipo y de mayor importancia econOmica, al tratarse del parasitoide de A.
aurantii, es C. bifasciata (Flanders, 1944). Dicho endoparasitoide, si bien
prefiere como hospedador a 4. aurantii, también puede localizarse sobre otras
cochinillas como Saissetia coffeae (Walker), Quadraspidiotus perniciosus
(Comstock), Hemiberlesia rapax (Comstock) y Pseudaulacaspis pentagona
(Targioni-Tozzetti) (Noyes y Hayat, 1994). En la region central de China, C.
bifasciata parasita comunmente a Ch. dictyospermi (Flanders, 1944; Hayat,
1977). Esta especie ha sido ampliamente estudiada por diversos autores
(Flanders, 1944; Teran y DeBach, 1963), y se ha citado de muy diversas regio-
nes del mundo, por lo que se puede considerar de distribuciéon cosmopolita
(Noyes y Hayat, 1984).

No obstante, tras preparar a los endoparasitoides se descartd que
perteneciesen a la especie C. bifasciata, y se observo que en realidad se trataba
de Comperiella lemniscata Compere y Annecke (1961), especie morfoldgica-

mente muy parecida a la anterior (figuras 4.26 y 4.27).

Figura 4.26. Larva (izquierda) y orificios de emergencia (derecha) de C.
lemniscata sobre Ch. dictyospermi.

Comperiella lemniscata fue descrita originariamente de la India y
durante muchos afios se crey6 que su unica ubicacion era esta region oriental,
donde se pensaba que solo parasitaba a Aonidiella orientalis Newstead.
Posteriormente, Hayat (1977) indica su presencia ya no so6lo en la India sino

también en Pakistdn y China. También ha sido descrita, sobre el mismo
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hospedador, en Arabia Saudita e Iran (Battaglia, 1989), y sobre Ch.
dictyospermi en Italia (Garonna y Viggiani, 1989). En 1996 se cit6 por primera
vez en Sudafrica, también sobre A4. orientalis (Prinsloo, 1996). Asimismo,
recientemente fue localizada por primera vez en la peninsula Ibérica sobre Ch.
dictyospermi en frutos de naranjo y en hojas de algarrobo (Pina y Verdq,
2000). En julio de 2006 se encontrdé un foco en Naquera, parasitando a Ch.

dictyospermi sobre palmera (M. J. Verda, com. pers.).

Figura 4.27. Adulto hembra de C. lemniscata.

Comperiella lemniscata puede considerarse como un caso de control
bioldgico fortuito (DeBach, 1974), ya que se desconoce en qué momento tuvo
lugar su introduccion (posiblemente accidental) y establecimiento. Algo
parecido ha sucedido con la especie Coccidoxenoides peregrinus (Timberlake)
(Hym.: Encyrtidae), que en 1996 se localizd parasitando al cotonet
(Planococcus citri), sin que nadie lo hubiese introducido de manera voluntaria
para el control de esta cochinilla (M. J. Verdu, datos no publicados).
Probablemente, por proximidad geografica, el lugar de procedencia de estas
dos especies sea Italia, ya que tanto C. peregrinus (Viggiani, 1975) como C.
lemniscata (Garonna y Viggiani, 1989) se detectaron en este pais antes de

descubrirse en Espaiia.

Dada la gran similitud morfologica existente entre las dos especies de
Comperiella, realizamos una clave de identificacion simplificada de la
propuesta por Prinsloo (1996) y por Battaglia (1989), para la diferenciacion de
las hembras y de los machos, con el objeto de facilitar su correcta
identificacion y evitar en el futuro posibles errores taxonémicos (figura 4.28)
(Pina et al., 2001).
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Clave de Prinsloo (1996) simplificada para la diferenciacion de las hembras de C. bifasciata

y C. lemniscata:

Comperiella bifasciata Howard

Mesoscutum, excepto los lados del disco, de
color verde oscuro metalizado con una banda
media longitudinal de color cobrizo que se
extiende a lo largo de toda la longitud del
disco; ocelos laterales separados el uno del
otro por aproximadamente el doble de su
propio diametro; frontovertex con un area
media longitudinal oscurecida mas ancha que
cada una de las dos bandas blancas
adyacentes; sedas basales de la linea calva

Comperiella lemniscata Compere & Annecke

Mesoscutum con una ancha banda media
longitudinal de color azul verdoso metalizado,
mientras que el disco es de color negro con una
débil coloracion cobriza; ocelos laterales
separados el uno del otro por claramente menos
del doble de su diametro ocelar; area media
oscura del frontovertex mas estrecha que las dos
bandas adyacentes blancas; sedas basales de la
linea calva modificadas, aplanadas y con su apice
romo.

desarrolladas de manera normal, con el apice
puntiagudo.

Clave para la diferenciacion de los machos de C. bifasciata 'y C. lemniscata (Battaglia, 1989):

Comperiella bifasciata Howard Comperiella lemniscata Compere & Annecke

Rinarias presentes en el 5° y 6° segmento
funicular de la antena.

Rinarias presentes en el 4°, 5° y 6° segmento
funicular de la antena.

Figura 4.28. Claves simplificadas para la diferenciacion de las dos especies de

Comperiella.

De todas las caracteristicas que en la clave se ofrecen, el caracter
morfoldgico que permite hacer una répida separacion especifica en el caso de
las hembras (el sexo mas abundante) es la presencia o ausencia de una banda
media longitudinal de color cobrizo en el escudo del mesonoto, siendo el resto
del mismo de color verde oscuro metalizado. Esta banda se observa en C.
bifasciata mientras que en el caso de C. lemniscata el escudo del mesonoto
presenta una ancha banda de color azul verdoso metalizado (figura 1.27 y
4.27).

La caracteristica biologica mas relevante de esta especie y que permite
separarla claramente de C. bifasciata es la incapacidad de reproducirse sobre A.
aurantii (Compere, 1961; Garonna y Viggiani, 1993). De hecho, todos los
intentos realizados en el laboratorio para que C. lemniscata parasitase esta

cochinilla fueron infructuosos.

Otra peculiaridad de esta especie es su partenogénesis telitoca con una
presencia de machos muy escasa (1:300) (Garonna y Viggiani, 1993). Durante
todo el muestreo se recogieron 47 cochinillas parasitadas por C. lemniscata.
Sélo emergieron 19 ejemplares, de los cuales 18 fueron hembras y s6lo uno fue

macho. Los ejemplares que evolucionaron hasta adulto pero que no llegaron a

— 183 —



CONTROL BIOLOGICO DEL PIOJO ROJO DE CALIFORNIA EN EL CAMPO

emerger se diseccionaron y se comprobd que todos pertenecian a la especie C.

lemniscata y que todos eran hembras.

En cuanto a la raza de C. bifasciata que Gomez Clemente introdujo en
Espafia desde California en 1936 (Goémez-Clemente, 1940; Gomez-Clemente y
Planes, 1950), es muy posible que no fuese la adecuada para parasitar a A.
aurantii, y que, en realidad, se tratase de la raza japonesa que controla con
¢éxito las poblaciones de A4. citrina, especie no presente en nuestros cultivos.
Llegamos a esta conclusion basandonos en que hasta 1941 no tuvo lugar el
envio desde China a California de la raza de Comperiella que prefiere al piojo
rojo de California (Smith, 1942). Por lo tanto resulta bastante improbable que
en Espafia se introdujese la raza adecuada al no estar criandose en los
insectarios de California. Esto explicaria por qué C. bifasciata no se establecid
en el lugar de su suelta y por qué, hasta el momento, todas las prospecciones en
busca de este endoparasitoide, tan eficaz sobre A. aurantii, hayan dado
resultados negativos. La existencia de razas dentro de una misma especie es
una de las causas mas frecuentes de fallos en el control de plagas, como ha
sucedido con diferentes especies del género Aphytis (DeBach, 1969) o con E.
perniciosi (Doutt y DeBach, 1964). Las razas se comportan como si
perteneciesen a una Unica especie al ser morfolégicamente idénticas, pero sin
embargo son muy diferentes desde el punto de vista bioldgico, de modo que
distintas razas de una misma especie pueden encontrarse adaptadas a diferentes

especies de hospedadores o a diferentes habitats (Doutt y DeBach, 1964).

Bénassy y Bianchi (1974) indican que Comperiella no s6lo presenta
dos razas, la china y la japonesa, sino que ademds presenta distintas razas
adaptadas a un hospedador determinado. Comperiella bifasciata se encuentra
sobre Aonidiella taxus Leonardi en Japon y sobre A. aurantii en China (Smith,
1942), sobre A. orientalis en la India y sobre A. citrina en Japén, en China y
también en la India (Flanders, 1944) y sobre Chrysomphalus aonidum (L.) en
Africa del Sur (Annecke, 1962). La especie descrita por Mercet (1921) bajo el
nombre de Habrolepistia cerapterocera corresponde a la descripcion
morfologica de C. bifasciata dada por Howard (1906). Sin embargo, al no estar
indicado su hospedador original, se desconoce de qué raza de Comperiella se
trata, al ser todas ellas morfoldgicamente idénticas pero bioldégicamente muy

distintas (Bénassy y Bianchi, 1974). Muy probablemente la especie descrita por
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Mercet pertenezca a una raza distinta a la utilizada para el control del piojo rojo
de California, al no haberse localizado con posterioridad en ninguno de los
muestreos realizados tanto por nosotros (capitulo 4.1) como por otros
investigadores (Limon et al., 1976; Carrero, 1980; Melid y Blasco, 1980;
Troncho et al., 1992; Rodrigo, 1993; Rodrigo et al., 1996)

Por tanto, la introduccion de la raza de C. bifasciata que parasita a A.
aurantii puede ser considerada como de nueva introduccién y, en caso de
producirse su establecimiento, se consideraria como una nueva incorporacion a
la fauna de himenodpteros parasitoides de la Comunidad Valenciana y de la

Peninsula Ibérica.

4.3.3.2. Introduccién de los enemigos naturales Comperiella
bifasciata y Encarsia perniciosi

La primera prospeccion que se realizd para evaluar el establecimiento
de C. bifasciata tuvo lugar a mediados de octubre de 2000 y dio resultados
positivos, ya que se observaron cochinillas con el orificio de emergencia
caracteristico de esta especie (Pina y Verdt, 2001). Sin embargo, no se
encontraron en el muestreo que se realizd a finales de enero de 2001, ni

tampoco en la primavera de 2002, ni en el verano de 2005.

El muestreo de E. perniciosi no resultd satisfactorio, ya que no se
encontraron ni cochinillas parasitadas ni orificios de salida en ninguno de los
muestreos realizados (Pina y Verda, 2001). Esta especie, tal y como se ha
indicado en la introduccidon de este capitulo, se encuentra sobre todo en las
ramas y parece reproducirse mejor en climas con temperaturas moderadas (Yu
et al., 1990). Las condiciones en los cultivos de citricos valencianos parecen
ser las adecuadas para su establecimiento, por lo que no se descarta que en la
parcela en la que se realiz6 su suelta se detecte en posteriores muestreos. Sin
embargo, al igual que sucede con C. bifasciata, el hecho de no encontrar una
segunda generacion de parasitoides en la parcela puede ser un indicador de su
no establecimiento. DeBach y Bartlett (1964) indican que se debe esperar un
periodo minimo de tres afios o tres generaciones del hospedador para que los
efectos de una nueva especie introducida sean evidentes, sobre todo si la

especie estd destinada a ser eficiente en el control de la plaga. No obstante,
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también apuntan que el fallo en obtener una segunda generacién en un
hospedador multivoltino es generalmente un indice de una pobre adaptacion
fisiologica o ecologica al hospedador. Ademas, en el caso de que se
estableciesen en la zona de estudio, no se podrian considerar completamente
efectivas ya que, segun Clausen (1951), si una especie requiere tanto esfuerzo
se considera que tiene poco valor y, por tanto, su establecimiento no compensa

los costes adicionales y toda la labor que supone.

El fracaso o poco éxito en el establecimiento de un enemigo natural, se
ve agravado por la dificultad de evaluar si el numero de ejemplares liberados
fue insuficiente para su colonizacion. DeBach y Bartlett (1964) apuntan que no
hay una manera fiable de estimar el nimero minimo de enemigos naturales que
se deben liberar para conseguir el establecimiento de la especie, ya que en
ocasiones se alcanzan colonizaciones permanentes muy rapidamente con unos
pocos individuos. Campbell (1976) indica que en el caso de A. melinus, la
probabilidad de una colonizacidén con éxito aumenta con el nimero de adultos
de Aphytis liberados, sin embargo, un incremento diez veces mayor solo dobla
la probabilidad de éxito. De este modo, la suelta de un niimero por encima del
necesario tiene muy poco efecto y supone una pérdida de parasitoides. Las
sueltas masivas de parasitoides se deben realizar si se pretende causar muertes
inmediatas y abundantes de hospedadores (Campbell, 1976). Sin embargo,
cuando lo que se persigue son colonizaciones permanentes, sueltas de
pequefios nimeros pueden ser mas que suficientes. Con cien adultos de Aphytis
yanonensis DeBach y Rosen liberados en tres arboles y en dos ocasiones se
consiguieron controlar las poblaciones del diaspino Unaspis yanonensis
Kuwana en tan solo seis meses (Furuhashi y Nishino, 1983). Mas llamativo es
el caso del braconido Apanteles pedias Nixon, que con tan s6lo dos hembras se
consiguié un 26% de parasitismo en un afio sobre el lepidoptero minador
Phyllonorycter blancardella (F.) (Laing y Heraty, 1981). En la introduccion
del depredador Rodolia cardinalis, diez ejemplares hembra fecundados fueron
suficientes para conseguir el establecimiento de esa especie en una nueva
localidad (DeBach y Bartlett, 1964).

Tal vez s6lo se deba esperar un mayor periodo de tiempo para el
establecimiento de los dos parasitoides y, en cualquier caso, aumentar el

numero de puntos de suelta y de individuos por suelta, a parte de incrementar
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su frecuencia. Este tipo de sueltas inoculativas-inundativas se vienen
realizando desde el insectario del Servicio de Sanidad Vegetal de Almazora
(Castellon), con las especies C. bifasciata 'y E. perniciosi. Hasta el momento no
se han recuperado ejemplares adultos de C. bifasciata, pero, en cambio, en los
ultimos muestreos (2006) se ha detectado la presencia de adultos de E.
perniciosi sobre los frutos, pudiéndose afirmar que al menos se ha producido el
establecimiento de esta especie en Castellon (M. J. Verda, com. pers.). Este
hecho deberia contemplarse en la préxima modificacion del BOE en el
momento de tratar los agentes bioldgicos reguladores del piojo rojo de
California. En la ultima modificacion (BOE, 2004b), se incluyo a C. bifasciata,

pero no a este taxon.

Con la introduccion y establecimiento de estos dos nuevos endopara-
sitoides —en el caso de al final lograrse con la especie C. bifasciata—, junto a
las especies de Aphytis ya existentes en el campo, se espera poder establecer un
control biologico satisfactorio de la cochinilla. Especialmente, si se tiene en
cuenta el diferente rango de estados del hospedador que parasitan, asi como la
preferencia por cochinillas que se encuentran en distintos 6rganos de la planta
y la diferente adaptacion a factores climaticos. Esta mejora en el control
bioldgico del diaspino permitiria reducir el nimero de tratamientos quimicos,
facilitando el acceso a programas de produccion integrada. En aquellas situa-
ciones en las que fuese necesario intervenir quimicamente se recomendaria el
tratamiento con aceites o con productos selectivos que respetasen al maximo la

fauna auxiliar existente.

Las expectativas de conseguir un control de la plaga se ven reforzadas
cuando se observa la situacion en ciertas zonas de California (Forster y Luck,
1996; Luck et al., 1996), en las que la cochinilla practicamente esta controlada
por este complejo parasitario, requiriendo so6lo en determinados momentos la
intervencion de plaguicidas selectivos. Y esta perspectiva resulta mucho mas
factible cuando se analizan los resultados de Sudéfrica, donde el diaspino, que
era resistente a los plaguicidas, se ha podido controlar bioldgicamente, siempre
y cuando los niveles de parasitismo sean superiores al 20% a finales de verano
(Moore et al., 2000).
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5.1. Influencia del tamano de la

cochinilla en Aphytis chrysomphali

5.1.1. Introduccion

Si se tiene en cuenta que la asociacion de un parasitoide con su
hospedador es muy intima, pudiendo considerarse al parasitoide como
simplemente el hospedador transformado, no seria raro esperar que los
parasitoides se viesen altamente influidos por el hospedador en el cual se han
desarrollado. Con esta frase de George Salt (1940), ligeramente modificada, se
quiere resaltar el papel que tiene el tamafio del hospedador en el desarrollo del
parasitoide. Sobre todo para la mayor parte de especies de parasitoides
idiobiontes, que detienen el crecimiento del hospedador al parasitarlo, dado que
el tamafio del hospedador determinard el tamafio y/o masa del parasitoide
resultante (Salt, 1940; Charnov y Skinner, 1984; Waage y Ng Sook Ming,
1984; King, 1989).

El hospedador puede afectar directamente a la morfologia del
parasitoide (principalmente al tamafio) e indirectamente a su fisiologia
(longevidad, fecundidad, indice de ovigenia, tasa de desarrollo y vigor del
parasitoide), ademds de determinar el sexo y el numero de descendientes por

hembra e incluso variar el comportamiento de puesta o alimentacion (Clausen,
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1939; Salt, 1940; Abdelrahman, 1974a; Sandlan, 1979; Charnov et al., 1981;
Luck et al., 1982; Luck y Podoler, 1985; Opp y Luck, 1986; Reeve, 1987;
Heinz, 1991; Murdoch et al., 1992; Rosenheim y Rosen, 1992; Jervis et al.,
2001). Por tanto, cualquier caracteristica morfoldgica, fisioldogica o de
comportamiento que esté relacionada con el tamafo del parasitoide puede verse

afectada por el tamafio del hospedador.

La morfologia del parasitoide se puede ver afectada por el tamafio del
hospedador. Esta correlacion positiva entre el volumen del hospedador y el
tamafio del parasitoide se ha observado en numerosas ocasiones, y con muy
escasas excepciones (Salt, 1940; Waage y Ng Sook Ming, 1984; King, 1987 y
1989; Reeve, 1987; Visser, 1994; Luck y Nunney, 1999; Thompson, 1999).
Salt (1940) describi6 la importancia de la talla del hospedador (en este caso,
tres tamafos de huevos pertenecientes a distintas especies de lepiddptero),
sobre el tamafo final del parasitoide Trichogramma evanescens (Westwood) y
demostré como hospedadores de mayor volumen daban lugar a parasitoides de
mayor tamafio. Ademas puntualiz6 que cuando los parasitoides eran gregarios,
el fenémeno que se observaba era una reduccion de su tamano a medida que el
niumero de parasitoides aumentaba en un mismo hospedador, llegando a
obtener individuos apteros, que vivian unas pocas horas y que eran incapaces
de reproducirse. En los parasitoides 4. melinus y A. lingnanensis, hospedadores
de mayor tamano producian hembras y machos mayores (Reeve, 1987;
Rosenheim y Rosen, 1992). Del mismo modo, y tal y como habia puntualizado
Salt (1940), un incremento en el numero de parasitoides por hospedador
implicaba una reduccion en el tamafio de A. melinus (Abdelrahman, 1974a;
Reeve, 1987) y de A. lingnanensis (Rosenheim y Rosen, 1991 y 1992), al tener

que compartir un mismo recurso con un mayor nimero de individuos.

El hospedador utilizado puede ademas afectar de manera indirecta a la
fisiologia del parasitoide en aspectos tan claves como su longevidad y
fecundidad, los cuales dependen del tamafio del parasitoide (Clausen, 1939;
Salt, 1940; Heinz, 1991; Godfray, 1994; Visser, 1994; Jervis y Copland, 1996).
Por lo general, hospedadores con un cuerpo voluminoso originan parasitoides
de mayor talla, que muestran una mayor longevidad y fecundidad (Bai et al.,
1992; Kazmer y Luck, 1995). Jervis y Copland (1996) presentan un amplio
rango de especies donde existe una correlacion positiva entre el tamafo
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corporal y la longevidad de los adultos de uno o de ambos sexos, si bien
Blackburn (1991), en un estudio anterior, y tras analizar un gran nimero de
especies indica que interespecificamente no existe correlacion entre el tamafio
corporal y la longevidad ni tampoco la fecundidad. En A. melinus, Reeve
(1987) no detectd diferencias significativas en la longevidad de machos y de
hembras al aumentar el tamafio del parasitoide. Tampoco se detectd un efecto
de la talla del parasitoide en la longevidad para A. lingnanensis. Sin embargo,
se observo que parasitoides de mayor tamafo vivieron ligeramente mas tiempo

que los de menor talla (Rosenheim y Rosen, 1991).

Diversos estudios han demostrado que el nimero de huevos que un
parasitoide desarrolla en los ovarios para una edad determinada estd
relacionado positivamente con el tamafio del parasitoide (Opp y Luck, 1986;
Visser, 1994; Jervis y Copland, 1996). Del mismo modo, y a nivel
intraespecifico, el nimero de huevos maduros que tienen al emerger esta
relacionado directamente con el tamafio del parasitoide (Opp y Luck, 1986;
Jervis y Ferns, 2004), e indirectamente con el tamafio del hospedador, a través
de las reservas que almacena cuando se alimentaba de éste en la fase larvaria
(Jervis et al., 2001). En A. melinus y A. lingnanensis, un incremento en el
tamafio del parasitoide se correspondia con un aumento en el numero de
huevos maduros y ademas este incremento era diferente en funcion de la
especie dentro un mismo género (Opp y Luck, 1986; Rosenheim y Rosen, 1991
y 1992). El ntimero de huevos que un parasitoide puede llegar a madurar, junto
con su indice de ovigenia, son las variables fisiologicas que mas relevancia
estan adquiriendo en la comunidad cientifica a la hora de interpretar los
comportamientos de puesta y alimentacion de un parasitoide (Rosenheim y
Rosen, 1991 y 1992; Collier et al., 1994; Briggs et al., 1995; Heimpel y
Collier, 1996; McGregor, 1997; Jervis et al., 2001; Jervis y Ferns, 2004).

El momento en que tiene lugar la maduracién de los huevos permite

clasificar a los parasitoides en dos tipos (Flanders, 1950):

— Parasitoides proovigénicos, en los que la maduracion del huevo tiene
lugar antes de la emergencia del adulto. Las hembras emergen con su
complemento total de huevos, que iran poniendo a lo largo de una
corta vida y donde los huevos no se irdn reponiendo tras la puesta. Su

limitacion como parasitoide radicara en el tiempo que requieren para
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poner los huevos, en el nimero fijo total de huevos que llevan cuando
emergen como adultos, en su longevidad y en su eficacia de busqueda
(Visser, 1994; Casas et al., 2000; Rosenheim et al., 2000).

— Parasitoides sinovigénicos, en los que el adulto al emerger tiene pocos
o ningun huevo maduro y donde los huevos maduran de manera conti-

nua a medida que son puestos o son reabsorbidos.

La mayor parte de los parasitoides pertenecen al tipo sinovigénico
(Jervis et al., 2001; Ellers y Jervis, 2004). Dentro del género Aphytis se han
descrito como sinovigénicos a A. melinus, A. lingnanensis, A. aonidiae, y A.
proclia (Jervis et al., 2001). Las especies sinovigénicas viven un mayor periodo
de tiempo que las proovigénicas, y la formacion de nuevos huevos (oogénesis)
puede ser dependiente de que la hembra obtenga una fuente de proteinas en
forma de picaduras de alimentacidon, ademas de fuentes de azlicares como el
néctar o la melaza para sobrevivir (Bartlett, 1964; Jervis y Kidd, 1986;
Donaldson y Walter, 1988; Jervis et al., 2001). En este caso las hembras se
enfrentan a una limitacion en el nimero de huevos que pueden llegar a madurar
en un periodo determinado; su eficacia estara directamente relacionada con su
fecundidad, pudiendo ser que se agoten los ovarios en caso de abundancia de
hospedadores, de modo que se requiera mds tiempo para madurar nuevos
huevos (Visser, 1994; Casas et al., 2000; Rosenheim et al., 2000). Sin
embargo, la maduracién de nuevos huevos no es un proceso ilimitado, sino que
existe un limite maximo de acumulacién de huevos, el cual esta relacionado
con el tamafio del parasitoide. Por encima de este limite, y en ausencia de
hospedadores, la hembra reutiliza los huevos, los reabsorbe para su propio
mantenimiento (Rosenheim et al., 2000). Los adultos de Aphytis que se vieron
privados de proteinas reabsorbieron los huevos hasta agotar su reserva y
murieron al poco tiempo (Collier, 1995a), demostrando que una de las
funciones de su reabsorcidon es subsanar la falta de alimento durante los
momentos de estrés alimenticio. El nimero de huevos que es capaz de madurar
estard ademads relacionado con la edad del parasitoide, habiéndose observado
distintas velocidades de maduracion y de reabsorcidon para cada especie a
igualdad de condiciones (Opp y Luck, 1986; Collier, 1995a).

Un parametro de especial relevancia en la fecundidad relacionado con

la edad es el “indice de ovigenia”, previamente mencionado. Este indice ha
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sido definido por Jervis y colaboradores (Jervis et al., 2001) a partir del
concepto de proovigenia y sinovigenia propuesto por Flanders (1950), y fue
ideado para cuantificar la variacidon inter e intraespecifica del grado de
maduracion de huevos alcanzado por la hembra en el momento de su
emergencia. El indice de ovigenia se define como la proporcion de huevos
maduros en el momento de la emergencia en relacion con el maximo namero
de huevos que puede llegar a madurar de media una hembra a lo largo de toda
su vida en las mejores condiciones (presencia de fuentes azucaradas y de
hospedadores) (Jervis et al., 2001; Ellers y Jervis, 2003; Jervis y Ferns, 2004).
Este indice adquiere el valor de 1 para las especies estrictamente proovigéni-
cas, donde las hembras emergen con toda la carga de huevos que depositardn a

lo largo de su vida, y menor de 1 en funcion del grado de sinovigenia.

Ellers y Jervis (2003) demostraron que este indice de ovigenia no era
un valor fijo para cada especie, sino que podia cambiar con el tamafio del
cuerpo de la hembra y con el grado de dispersion y densidad del hospedador.
En las especies sinovigénicas observaron que este indice tenderia a disminuir al
aumentar el tamafo corporal del parasitoide debido a que el aumento
proporcional que experimenta en el nimero de huevos al emerger (numerador
del indice) es menor que la ganancia que obtiene en el nimero de huevos que
puede llegar a madurar a lo largo de su vida (denominador) (Ellers y Jervis,
2003; Jervis y Ferns, 2004). Esta variacion en el indice de ovigenia en funcion
del tamafio se ha observado en A. melinus y A. lingnanensis (Jervis et al.,
2001). En las especies proovigénicas, el nimero de huevos maduros en el
momento de la emergencia serd equivalente al nimero de huevos totales, de
modo que el indice de ovigenia no se verd alterado, aunque individuos de
mayor tamano destinen un mayor contenido de sus reservas a la produccion de

huevos.

El nimero de huevos en el momento de la emergencia puede afectar al
comportamiento de puesta. De hecho, las especies proovigénicas depositaran
practicamente todo su complemento de huevos en los dos primeros dias de
emergencia. Por el contrario, aquellas especies que tienen un indice de cero o
proximo a cero presentaran un periodo tipico de prepuesta, que puede ser
mayor o menor en funcién de su grado de sinovigenia (Jervis et al., 2001;

Withers y Browne, 2004). Una vez iniciado el periodo de puesta, la hembra
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sinovigénica continuard aproximadamente con la misma frecuencia de puesta
durante una considerable proporcion de su vida (Donaldson y Walter, 1988).
Las especies proovigénicas tendran por tanto la ventaja de poseer todos los
huevos maduros nada mas emerger, pero sin embargo seran menos capaces de
ajustar su tasa reproductiva a las variaciones en calidad y disponibilidad de
hospedador. En cambio, las especies sinovigénicas, al madurar progresivamen-
te los huevos, tendran una mayor versatilidad reproductiva y podran responder
eficazmente a las variaciones del hospedador (Ellers, 2000; Jervis et al., 2001;
Jervis y Ferns, 2004). Por otro lado, habitats ricos en hospedadores favoreceran
la reproducciéon temprana (indice de ovigenia alto), mientras que habitats con
hospedadores dispersos beneficiaran a los parasitoides con un reducido niumero
inicial de huevos maduros dado que tendran que localizar a los hospedadores
(Ellers y Jervis, 2003).

Otro efecto fisiologico del tamafo del hospedador en el parasitoide se
centra en la tasa o duracion de desarrollo. Un mayor tamaio de hospedador
puede afectar al éxito reproductivo, no tan sélo aumentando el tamafio del
parasitoide, y todo lo que de ello se deriva, sino también disminuyendo el
periodo de desarrollo (King, 1988; Thompson, 1999).

El ultimo de los efectos fisioldgicos, mencionados al inicio, del tamafio
del hospedador en la talla del parasitoide se encuentra en el vigor: se ha
observado que se obtienen individuos mas fuertes y vigorosos cuanto mayor es
el tamaio del hospedador. En 7. evanescens, el vigor del parasitoide se estudio
en funcién del tiempo que tardaba en penetrar el corion. Este tiempo fue
inversamente proporcional al tamafo del parasitoide. No obstante, tampoco se
puede concluir que el hospedador afecta a la fisiologia del parasitoide s6lo a
través de su efecto en la talla, ya que en algunos casos se obtienen parasitoides

de gran tamafio que a pesar de ello no tienen ningun vigor (Salt, 1940).

Donde mas claramente se observa la importancia del tamano del
hospedador y, por tanto, su calidad, es en el sexo y en el nimero de
descendientes que una hembra decide poner por hospedador (Clausen, 1939;
Abdelrahman, 1974a; Charnov, 1979; Charnov et al., 1981; Luck et al., 1982;
Luck y Podoler, 1985; Opp y Luck, 1986; Reeve, 1987; Rosenheim y Rosen,
1991). Clausen (1939) observo que el porcentaje de sexos de la descendencia

venia determinado, en un gran nimero de casos, por el tamafio del hospedador
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en o sobre el cual se habia reproducido, dado que la madre parecia destinar la
descendencia hembra a los hospedadores de mayor tamafio al ofrecer y
asegurar una mayor cantidad de alimento. Posteriormente, Charnov (1979)
describio el modelo de “tamafo de hospedador o de distribucién de sexos”.
Este modelo predice que las madres varian el sexo de la descendencia en
funcion del tamafio del hospedador si el tamaino del hospedador afecta
diferencialmente al éxito reproductivo de los hijos frente a las hijas. Como
resultado, la descendencia masculina deberia ser producida en hospedadores
relativamente pequefios mientras que la descendencia femenina en los
hospedadores relativamente grandes, siempre y cuando una hija de mayor
tamafio sea mas eficaz que un hijo de gran tamafio. Este modelo es consistente
con lo observado experimentalmente en un elevado niumero de especies (King,
1987, 1988 y 1989; Heinz, 1991). Concretamente se cumple en la especie A.
melinus (Abdelrahman, 1974a) y en A. lingnanensis (Luck y Podoler, 1985;
Opp y Luck, 1986; King, 1989), donde los huevos hembras son puestos en

cochinillas de gran tamafio y los machos en las de menor tamafo.

El tamafio del hospedador también determina el nimero de huevos
puestos por cochinilla. Asi pues, la especie A. lingnanensis puso un mayor
nimero de huevos cuando la cochinilla era de gran tamafio (Rosenheim y
Rosen, 1991); y lo mismo se obtuvo para la especie 4. melinus (Reeve, 1987).
Consecuentemente, el nimero de descendientes por cochinilla era mayor a
mayor tamafio del hospedador. Sin embargo, en este comportamiento existen
diferencias interespecificas. Aphytis chrysomphali presentd una mayor propor-
cion de hospedadores con un Unico parasitoide que A. melinus, incluso en

cochinillas de gran tamafio (Abdelrahman, 1974b).

Independientemente de como afecte el tamafio del hospedador en el
tamafio del parasitoide y éste a su vez en la longevidad, fecundidad, tasa de
desarrollo y vigor, los parasitoides en estado adulto requieren un suministro
constante de hidratos de carbono, ademds de una fuente de proteinas para la
maduracion de huevos en las especies sinovigénicas (Flanders, 1935 y 1942;
Jervis y Kidd, 1986). Los hidratos de carbono seran vitales durante las fases
tempranas de la vida como adulto de la hembra antes de realizar las picaduras
de alimentacion (Jervis y Kidd, 1986) y les proporcionaran la energia necesaria

para llevar a cabo distintas actividades, como la busqueda de nuevos
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hospedadores (Hegazi et al., 2000). Ademas estos azucares alargan la
supervivencia del parasitoide (Jervis y Kidd, 1986 y 1999; Heimpel y Collier,
1996; Jervis y Copland, 1996; Heimpel et al., 1997) e incluso pueden aumentar
(Jervis y Kidd, 1986 y 1999; Thompson, 1999) y permitir la fecundidad
(Flanders, 1942).

En condiciones naturales, las proteinas, vitaminas y otras sales
minerales necesarias para la formacion de los huevos las obtienen de las
picaduras alimenticias que realizan en el hospedador, proceso denominado en
inglés “host-feeding” (Jervis y Kidd, 1986), si bien pueden obtener cierto
contenido proteico de la melaza de determinados hemipteros (Thompson,
1999). Los azucares, glucosa, fructosa y sacarosa, principalmente, los obtienen
del néctar (floral o extrafloral) y de la melaza procedente de distintos insectos
pertenecientes en su mayoria al orden Hemiptera (pulgones y cochinillas, entre
otros) (Quicke, 1997; Jervis y Kidd, 1999; Thompson, 1999), e incluso en
algunos casos se ha descrito que los consiguen del mismo hospedador (Giron et
al., 2002). Se ha observado que pocos himendpteros parasitoides se nutren de
polen, a pesar de considerarse una fuente principal de alimento al tener
elevados niveles de proteinas y azlicares (Jervis y Kidd, 1999). En condiciones
de laboratorio, los hidratos de carbono en forma de miel, sacarosa, glucosa,
fructosa y otros azucares en solucion se tienen que suministrar artificialmente y
cada combinacion y concentracion afectarda de manera diferencial a la
longevidad de los adultos, tanto parasitoides como depredadores (Jervis y
Kidd, 1999; Gurr y Nicol, 2000; Ugkan y Ergin, 2002). Las dietas a base de
azlcar comun o sacarosa contienen glucosa y fructosa, mientras que las
preparadas con miel contienen, ademas de fructosa, glucosa y otros azucares,
pequenas cantidades de proteinas, vitaminas y minerales (Tisdale y
Sappington, 2001). Una dieta rica en hidratos de carbono consigue alargar
significativamente la vida del adulto (Jervis y Copland, 1996) y aumentar la
fecundidad en comparacion con una dieta de so6lo agua o en el caso extremo de
no ofrecer ninguna dieta (Jervis y Kidd, 1986; Heimpel et al., 1997; Gurr y
Nicol, 2000). Sin estos azucares, la supervivencia del adulto se reduciria a
varios dias o incluso horas, independientemente de su tamafio o del tamafio de
hospedador. Por tanto, la alimentacion tanto de hospedadores como de azlicares
es necesaria para un Optimo éxito reproductivo (Heimpel y Collier, 1996;

Heimpel et al., 1997). En la especie A. melinus se ha observado que las

— 198 —



ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS DE APHYTIS CHRYSOMPHALI

proteinas obtenidas de las picaduras alimenticias no tienen efecto en la
longevidad ni en la fecundidad si no se encuentra disponible una fuente de
azucares (Heimpel et al., 1994 y 1997; Heimpel y Collier, 1996; Jervis y Kidd,
1999). En esta especie de Aphytis, cuando la fuente de hidratos de carbono
estaba presente, pero no la proteica, se producia una lenta reabsorcion de los
huevos, de aproximadamente un huevo por dia (Collier, 1995a; Heimpel y
Rosenheim, 1995; Heimpel et al., 1997; Rosenheim et al., 2000). Sin embargo,
cuando las dos fuentes estaban ausentes, la reabsorcion de los huevos era
extremadamente rapida, llegando a reabsorber hasta 6,7 huevos al dia (Heimpel
et al., 1997). El consumo de azucares retrasaria el inicio de la reabsorcion de
los huevos y disminuiria la tasa de huevos consumidos (Heimpel et al., 1997;
Rosenheim et al., 2000).

Aphytis chrysomphali

En las especies biparentales del género Aphytis, y en concreto en A.
melinus y A. lingnanensis, la determinacion del sexo de la descendencia y el
nimero de huevos que una hembra decide poner por hospedador viene
determinado por el tamafo del hospedador, destinando la descendencia hembra
a las cochinillas de gran tamafio y la descendencia macho a las de menor
tamafio (Abdelrahman, 1974a; Luck et al., 1982; Luck y Podoler, 1985; Opp y
Luck, 1986). En estas especies, el tamafio de la cochinilla hospedadora tendra
por tanto un papel decisivo en el parasitoide, ademas de los ya descritos efectos
morfologicos y fisiologicos. En 4. chrysomphali, dado su caracter uniparental
causado por la bacteria Wolbachia (véase el capitulo 5.3), el tamano del
hospedador no influird a la hora de determinar el sexo de la descendencia,
puesto que siempre sera hembra independientemente del tamafio de la
cochinilla. Sin embargo, serd importante conocer como afecta el tamafio del
hospedador en el tamafio del parasitoide e indirectamente en algunas de las
variables fisiologicas (longevidad, fecundidad potencial e indice de ovigenia),
sobre todo cuando se ha observado que, en el muestreo de campo realizado
durante un afio (capitulo 4.2), 4. chrysomphali parasitaba preferentemente
cochinillas machos, seguido del segundo estado larvario hembra y por altimo
hembras jovenes. Este mismo comportamiento ha sido observado por otros
autores, si bien ninguno de ellos ha podido justificar las razones de esta

preferencia (Smith, 1978; Rodrigo et al., 1996; Asplanato y Garcia-Mari,
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2002). Las cochinillas macho y el segundo estado larvario hembra estan
considerados como hospedadores de reducido tamafio, y por tanto de peor
calidad, frente al estado de hembra joven (Reeve, 1987). Esta preferencia en el
campo por un hospedador de menor tamafo, de demostrarse que se cumple lo
observado en otras especies de su mismo género, podria tener serias
implicaciones en cualquiera de las variables morfoldgicas, fisiologicas e
incluso de comportamiento anteriormente mencionadas llegando a un

contrasentido biologico.

Ademas, tal y como se ha mencionado previamente, el nimero de
huevos con los que emerge un parasitoide estd relacionado con los posteriores
comportamientos de puesta y alimentacion, pero sobre todo de flexibilidad a la
hora de destinar su descendencia entre hospedadores de distinta calidad. Se
sabe que este nimero de huevos estd relacionado intraespecificamente con el
tamafo del parasitoide y, en concreto, se ha observado en dos especies del
género Aphytis, A. melinus y A. lingnanensis (Jervis et al., 2001), pero se
desconoce si esta misma relacion existe en la especie uniparental A.
chrysomphali. Por otro lado, el nimero maximo de huevos que una hembra es
capaz de madurar también difiere entre especies de un mismo género para un
mismo tamafio de parasitoide, al igual que la velocidad de maduracion y
reabsorcion. Esto se ha observado entre las especies 4. melinus y A.
lingnanensis (Opp y Luck, 1986), pero se desconoce si también afecta a A.
chrysomphali, mas ain conociendo que su fecundidad se ve hasta cierto punto

mediada por la presencia de Wolbachia.

En los sistemas de cria de insectos, tanto a pequefia escala (ensayos de
laboratorio) como en masa (por ejemplo los realizados en los insectarios de
Silla (Valencia) y de Almazora (Castellon)), uno de los aspectos clave para
conseguir un 6ptimo funcionamiento reside en conocer cual es el hospedador o
presa adecuado y si requiere de un complemento extra de azucares o proteinas.
En el caso concreto de la especie A. melinus (especie criada en masa para el
control de distintos diaspinos), la cochinilla hospedadora puede ser tanto
Aonidiella aurantii, hospedador original que presenta el inconveniente de que
solo el 21% de su ciclo es adecuado para el desarrollo del parasitoide (Yu y
Luck, 1988), o la linea partenogenética de Aspidiotus nerii, hospedador
escogido en los programas de cria en masa dado que practicamente todos sus

estados de desarrollo son susceptibles de ser parasitados (DeBach y White,
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1960). No obstante, como se ha detallado anteriormente, si las caracteristicas
del hospedador son importantes, no menos lo es la fuente de azlicares que se le
suministra, dado que en presencia de hospedadores pero en ausencia de
azucares, el parasitoide no es capaz de sobrevivir mas alld de varios dias. Este
alimento se suele suministrar de tres formas: en una dieta artificial compuesta
por agar-agar, azucar y miel (dieta ofrecida en el insectario de Almazora, Silla
y en algunos insectarios de Australia), en una dieta obtenida mezclando miel
con agua (experiencias de laboratorio realizadas por distintos autores), y
ofreciéndole solo miel (insectario, entre otros, de la Universidad de California,
Riverside, y experiencias de laboratorio). Estas tres dietas, muy similares en
contenido de azucares pero diferentes en textura, no han sido evaluadas en la
bibliografia para ver si pueden provocar diferencias en la longevidad del
adulto, que es uno de los principales parametros afectados. En este caso, y dado
que la especie de estudio es A. chrysomphali, el analisis se realizara sobre este

taxon.

De forma complementaria a las mejoras que se puedan introducir con
un cambio en la alimentacion de los parasitoides, también es interesante
disponer de una herramienta rapida y fiable que evalte la calidad del
parasitoide adulto. Una posibilidad seria medir el tamafio de la pupa, si se
demuestra que este parametro esta correlacionado positivamente con el tamano

futuro del adulto, permitiendo una estimacion fiable del tamafo del adulto.
Por tanto, los objetivos planteados en el presente capitulo son los
siguientes:

1. Estudiar el efecto del tamafio y la forma del hospedador en el tamafio
del adulto de A. chrysomphali.

2. Analizar las variables que pueden alterar la longevidad del adulto
parasitoide: tamafio del hospedador, tamafio del parasitoide y distintas

dietas.

3. Examinar el papel de la edad y el tamafio del parasitoide en el numero

de huevos maduros en los ovarios de 4. chrysomphali.

4. Investigar la relacion entre el tamafio de la pupa del parasitoide y el

tamafio del adulto resultante.
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5.1.2. Material y métodos

5.1.2.1. Efecto del tamafo y la forma del hospedador en el
tamano del parasitoide

a) Hospedador y parasitoide

Para estudiar el efecto del tamafio del hospedador sobre el tamafio del
parasitoide se aislo un total de 243 pupas de A. chrysomphali procedentes de la
cria de dicho parasitoide sobre su hospedador, A. aurantii. La cochinilla
procedia de la cria mantenida sobre limon en el laboratorio de la Unidad de
Entomologia del IVIA.

Las pupas empleadas en el experimento procedieron de dos estados
diferentes de la cochinilla:

— hembra joven sin fecundar (n=156)

— segundo estado larvario macho (n=87)

No se utilizaron en el estudio pupas procedentes de cochinillas con
mas de un parasitoide debajo del escudo.

Cada pupa se coloco en interior de media capsula de gelatina que se
adhirié a la pared interna de un tubo de cristal de 16 cm de longitud. El
extremo abierto del tubo se cubrid con un fragmento de tela de muselina que se
sujetd con una goma eléstica. Las pupas se examinaban diariamente para anotar
la fecha de emergencia del adulto, y posteriormente se observaban los adultos,
para registrar el dia de su muerte. El tipo de alimentacién suministrado depen-
dié del tratamiento alimenticio que se ensayd en cada caso (ver apartado
5.1.2.2)).

Las pupas y posteriormente los adultos se mantuvieron en una camara
bioclimatica con una temperatura de 25+1 °C, una humedad relativa del
70£10% y un fotoperiodo de 16:8 horas (L:O).

b) Determinacion de la forma y el tamafio de la cochinilla y del
parasitoide

Para estudiar el efecto del tamafio de la cochinilla en el tamafno del
parasitoide se tuvo en cuenta el tamafio del escudo y el tamafo del cuerpo de la
cochinilla.
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El tamafio del escudo se calculd de acuerdo con las referencias
bibliograficas. La mayor parte de los autores consideran el tamafio del escudo
como el resultado de multiplicar el ancho por el largo, tanto en el caso de la
hembra joven como en el del segundo estado larvario macho (Luck y Podoler,
1985; Yu, 1986; Reeve, 1987; Yuy Luck, 1988).

En el caso de la hembra, y para estandarizar las medidas, la longitud
del escudo de la cochinilla la marcaba el didmetro mas largo de la region
naranja de cada escudo. Mientras que en el caso del macho, la longitud venia

dada por el didmetro mas largo de toda la cubierta (figura 5.1).

Las cubiertas se disponian dorsalmente en un portaobjetos y se median

con una regleta acoplada al ocular de un microscopio Leitz Dialux 20 EB con
el objetivo 4X.

} -

Figura 5.1. A la izquierda, escudo de la hembra (A) y del macho (B) de A.
aurantii indicando en cada caso el didmetro mds largo. A la derecha, adulto de
A. chrysomphali. Las rectas rojas indican la longitud de las tibias posteriores,
medida utilizada para estimar el tamafio del adulto.

Dado que todas las cochinillas habian sido parasitadas, no fue posible
calcular el tamafio de su cuerpo. Para estimar estos valores se utilizaron las
formulas propuestas por Yu (1986). Estas formulas, distintas en funcion del
estado de la cochinilla, permiten predecir el tamafio del cuerpo de la cochinilla
cuando el cuerpo de la misma se encuentra parcial o completamente consumido

por parasitoides del género Aphytis.
Estado de hembra joven: Y =0,232+0,206- X (n=1187; R*=81,8%)

Segundo estado larvario macho: ¥ =0,103+0,204- X (n=779; R*=52,6%)
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Donde:

— Y: Tamafio del cuerpo que tenia la cochinilla antes de ser parasitada
(mm?) (Variable a predecir).

— X: Area del escudo de la cochinilla (mm?). Medida que se obtiene

de medir los escudos tal y como se ha indicado previamente.
— n: Numero de cochinillas utilizadas para calcular la ecuacion.
— R”: Coeficiente de determinacion.

Las cochinillas en el segundo estado larvario macho son mas pequefias
pero de forma mas eliptica, mientras que las cochinillas en el estado de hembra
joven son mas grandes y de forma mas redondeada. Por tanto, uno de los
aspectos que se consideraron fue si el tamafio de la cochinilla podia estar
confundido con la forma. Para estudiar esta posible confusion de efectos se
seleccionaron en un primer andlisis todas las hembras jovenes y aquéllos
segundos estados larvarios macho con forma similar a las hembras (es decir,
con forma aproximadamente circular). En un segundo andlisis se seleccionaron
todas las cochinillas macho, independientemente de su forma y se estudio su

efecto sobre el tamano del parasitoide.

El tamafio del parasitoide habitualmente se mide en términos de
amplitud o longitud de algunas partes del cuerpo como la cabeza, el torax o las
tibias posteriores (Jervis y Copland, 1996). En el caso de Aphytis (Opp y Luck,
1986) y de otros himenopteros (Sagarra et al., 2001), tradicionalmente se ha
aceptado que una buena estimacion del tamafio del adulto viene dada por la
longitud de sus tibias posteriores (figura 5.1). Por tanto, la variable “tamafo del
adulto del parasitoide” utilizada en este estudio se defini6 por la media de la

longitud de las dos tibias posteriores.

Tras la muerte del adulto, el cuerpo entero del parasitoide se preparaba
en medio de Hoyer, siguiendo las técnicas descritas por Rosen y DeBach
(1979), y se media la longitud de las dos tibias con el aumento 25X del mismo

microscopio. La media de los dos valores fue el dato empleado en el estudio.
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5.1.2.2. Estudio de las variables que afectan a la longevidad
del parasitoide

a) Tratamientos alimenticios

Las pupas utilizadas para determinar el efecto del tamafio de la
cochinilla (ver apartado 5.1.2.1), y antes de la emergencia del adulto, se
distribuyeron al azar entre los cuatro tratamientos alimenticios que se pretendia

analizar:
— Una mezcla de agua y miel de azahar (1:1) (nQ=45; nd=43).
— So6lo miel de azahar (nQ=44; n&=28).

— Una dieta artificial hecha con agua (50 cc.), agar-agar (2 gr.), azlcar
(30 gr.) y miel de azahar (52 gr.) (n©=22).

— EIl cuarto tratamiento que se analizé fue no alimentar al adulto, no

ofrecerle ninguna dieta (n9=45; nd=16).

Siendo n9, el nimero de parasitoides procedentes de cochinillas en el
estado de hembra joven y nd, el numero de parasitoides procedentes de
cochinillas macho. Estas cuatro dietas se denominaron AM, M, DA y SD,

respectivamente, siguiendo el orden expuesto.

Como se ha indicado previamente, los tubos que contenian las pupas se
cubrieron con tela de muselina. Esta tela se utilizo para ofrecer a todos los
adultos, los distintos tratamientos alimenticios. Pruebas realizadas con
anterioridad afiadiendo las dietas en las paredes del tubo, en forma de pequenas
gotas, demostraron que la mayor parte de los adultos quedaban adheridos. Sin
embargo, la adicion de las dietas en la cara exterior de la muselina, no impedia
que los adultos se alimentaran y si que se conseguia reducir drasticamente la
mortalidad.

Las dietas de solo miel y de agua mas miel se aplicaron diariamente en
toda la superficie de la cara exterior de esta tela con un pincel. La dieta de agua
mas miel se prepard cada dos dias para evitar el crecimiento de hongos y la

fermentacion de la miel.
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La dieta artificial, tras prepararla, y antes de que gelificara el agar, se
distribuia con un cuentagotas sobre la superficie de la muselina. Esta dieta se
disponia en la cara interna de la muselina de manera que estuviese en contacto
directo con el adulto. Anteriormente se habia observado que si se disponia en la
cara exterior de la tela, al igual que se hacia con las otras dos dietas, el adulto
tenia dificultades para acceder a ella. Esta dieta s6lo se cambio cuando se

observo la aparicion de hongos.

El tratamiento de no alimentacion (sin dieta) consistio en mantener al

adulto privado de cualquier fuente de hidratos de carbono y de agua.

5.1.2.3. Efecto de la edad y del tamano del parasitoide en su
fecundidad

a) Manejo del parasitoide

Las diez edades (tratamientos) en las que se evalud el numero de
huevos en los ovarios fueron: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 y 12 dias de vida del

parasitoide adulto posteriores a la emergencia.

Para realizar esta experiencia se aislaron nuevamente pupas de A.
chrysomphali procedentes de cochinillas en el estado de hembra joven y de

cochinillas macho, con el objeto de conseguir la mayor variedad de tamafios.

Las pupas se dispusieron en el interior de viales de cristal de 5 ml de
capacidad que se taparon con una torunda de algodon hidrofobico. Las pupas
se observaron cada media hora cuando los ojos adquirian una coloracion
verdosa para asi determinar el momento exacto de la emergencia del adulto.
Los adultos, independientemente del estado de cochinilla del que procedian (y
por tanto de su tamafio), se distribuyeron al azar entre los distintos tratamientos
de edad.

Hasta el momento de su diseccién para determinar el nimero de
huevos maduros, los adultos se mantuvieron en el interior de los viales y se
alimentaron con pequefias gotas de miel que se incorporaron a las paredes de
los viales. Cuando el parasitoide alcanz6 la edad del tratamiento, fue
sacrificado sumergiéndolo en una gota de solucion salina, y se procedi6 a la

diseccion de los ovarios.
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Aquellos adultos pertenecientes al tratamiento de O horas y en los
cuales el objetivo era estudiar el nimero de huevos maduros en el momento de
su emergencia, no se alimentaron con ninguna fuente de azlcares y se
diseccionaron en el momento justo en el que se desprendian del ultimo

fragmento de exuvia.

Los parasitoides se mantuvieron durante la experiencia en una cdmara
bioclimatica con una temperatura de 25t+1 °C, una humedad relativa del
70£10% y un fotoperiodo de 16:8 horas (L:O).

El indice de ovigenia se calculd dividiendo el nimero medio de huevos
maduros en el momento de la emergencia entre la fecundidad potencial, siendo
¢sta ultima el nimero maximo de huevos que alcanza de media A.
chrysomphali a lo largo de toda su vida en las mejores condiciones (presencia
de fuentes azucaradas y hospedadores). La fecundidad potencial se obtuvo en
el capitulo 5.3, donde las hembras estuvieron en contacto constante con una

fuente de azucares y de hospedadores. Este valor fue de 43 huevos.

b) Diseccion de los ovarios del parasitoide

En el momento de la diseccion, el adulto se capturd6 con un pincel
ligeramente humedecido en solucion fosfato 10X (PBS) y se dispuso

ventralmente sobre un portaobjetos en una gota de la misma solucion.

La diseccion de los ovarios se realizo utilizando dos finas agujas
entomologicas que se situaron, una en el téorax y la otra en la punta del
abdomen. El alfiler que se encontraba en el térax se sujetd firmemente mientras
que el otro alfiler se desplaz6 en el sentido opuesto del cuerpo tirando

suavemente del abdomen para extraer los ovarios del parasitoide.

Los huevos maduros tienen una forma oval que recuerda a la forma de
un cacahuete, su citoplasma es de color lechoso y se puede apreciar la capa de
corion. Por el contrario, los huevos inmaduros son de menor tamafo, de forma

mas redondeada y no se observa la capa de corion (figura 5.2).

Si bien es posible contar el numero de huevos que existen en los
ovarios y atribuirles un grado de madurez sin aplicar ningln tipo de tincion, es

preferible colorearlos para evitar posibles errores y facilitar su diferenciacion.
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Existen distintas tinciones que tifien de manera selectiva los dos tipos de
huevos, gracias al componente cuticular (quitinoso) del corion. La utilizada con
mas frecuencia es la tincion de Acetocarmine al 0,5%. Este colorante se utiliza
ampliamente en tinciones de cromosomas, y en los ovarios tifie el huevo
inmaduro de color fucsia. En el huevo maduro, la presencia del corion impide
la entrada del pigmento, que permanece de color lechoso. Sin embargo, en
estudios previos se observd que el acido acético utilizado en la preparacion de
la tincion producia la deformacion y aglutinamiento de los huevos ocasionando
numerosos errores. Para evitarlo se tenian que transferir los huevos a lo largo
de una secuencia de etanol y acido acético preparados a distintas concentra-
ciones (ver capitulo 5.2). Para facilitar y agilizar el manejo se probaron otras
tinciones, como el verde luz (Verde luz “SF” —Amarillento— Analema), el
verde brillante (Verde brillante Fluka AG. Buchs SG.), la fucsina basica
(Fucsina Basica C.1. 42510 Panreac) y el negro clorazol (Chlorazole Black E,
C.I. 30235 Sigma). Cada una de estas tinciones se utiliza habitualmente en
histologia para colorear una region determinada del organismo a estudiar
(Martinez, 2002). En este caso lo que se persiguid fue que la tincion aumentara
el contraste entre los huevos maduros y los inmaduros y que se diluyera

facilmente en solucion salina, sin tener que recurrir a acidos o alcoholes.

La tincion que ofrecid6 un mejor resultado fue el negro clorazol,
seguida del verde luz y del verde brillante. El negro clorazol se utiliza
frecuentemente en entomologia para el estudio de genitalias y de glandulas de
veneno de himendpteros al fijarse extraordinariamente a la cuticula (Martinez,
2002). En la tincién de los ovarios, el negro clorazol tefiia los huevos maduros
de color marrén oscuro mientras que los inmaduros quedaban de color sepia
(figura 5.2).

El protocolo seguido en la tincidén de los ovarios fue el siguiente:

El pigmento en polvo del negro clorazol se disolvid en la solucion
salina al 0,1% (0,01gr/10ml). Se afiadi6 una gota de la tincién a la gota de
solucion salina que contenia los ovarios del parasitoide. Se dejo actuar el
colorante durante aproximadamente dos minutos. A continuacioén se lavo la
preparacion con un exceso de solucion salina, se quitd el exceso de liquido con
papel absorbente y, antes de que se eliminase del todo el medio liquido, se

afiadi6 una gota de medio de Hoyer y se cubri6 con un cubreobjetos.
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El resto del cuerpo del adulto se montaba en medio de Hoyer en el
mismo portaobjetos que sus ovarios. La media de la longitud de las dos tibias

posteriores se utilizdé como una estimaciéon del tamaiio del adulto.

Tanto el numero de huevos maduros e inmaduros como el tamafio de

las tibias se estudiaron utilizando el microscopio con el objetivo 25X.

Figura 5.2. Ovarios de A. chrysomphali con diferente ndmero de huevos. Los
huevos maduros estdn tefiidos de color marrén oscuro y tienen forma de
cacahuete, mientras que los inmaduros quedan de color mds claro y no tienen
una forma definida. La flecha de color rojo muestra un huevo inmaduro.

5.1.2.4. Relacién entre el tamafo de la pupa del parasitoide y
el tamano del adulto resultante

a) Tamaiio de la pupa y del adulto

Para estudiar la relacion entre el tamano de la pupa y el tamano del
adulto, las pupas utilizadas en el punto 5.1.2.1., antes de ser introducidas en el
interior de las medias capsulas de gelatina, se dispusieron ventralmente sobre
un portaobjetos. Utilizando una regleta incorporada al ocular del microscopio

pero con el aumento 10X, se anotd el ancho del torax y el largo de toda la

pupa.

La relacion entre el tamaiio de la pupa y el tamafio del adulto se evaluo
de cuatro maneras diferentes. Por un lado se estudi6 la correlacion que existia
cuando se consideraba el area de la pupa aceptando que su forma se ajusta a la
de un rectangulo. Otro modo de abordar la relacion consistio en utilizar las dos
variables, ancho y largo de la pupa pero de manera independiente, sin calcular
su producto. El tltimo enfoque consistidé en considerar solo el ancho o sélo el

largo de la pupa como variable que define el tamaiio de la pupa.
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Solo se seleccionaron y se midieron aquellas pupas que en el momento
de su manipulacion hubiesen adquirido una pigmentacion de ojos que variase
desde la tonalidad rojiza a la granate oscura. Se descartaron pupas con
pigmentacion de ojos blanca o rojo clara al considerarse que las pupas estaban
en periodo de formacion y que por tanto no habian alcanzado su tamafio
definitivo. De igual modo, tampoco se midieron aquellas pupas con ojos
verdes, al presentar una forma mas alargada y estrecha que indicaba que estaba

a punto de emerger el adulto (ver figura 1.22).

Al igual que en los otros casos, la media de la longitud de las dos tibias

posteriores se utilizé como una estimacion del tamafio del adulto.

5.1.2.5. Andlisis estadistico de los datos

Todos los datos se analizaron con el programa estadistico Statgraphics
plus 5.1 para Windows. Donde se consider6 oportuno, se realizé un analisis de
la varianza (ANOVA) y se aplico el procedimiento de la diferencia minima
significativa de Fisher (LSD). En aquellos puntos donde se pretendia establecer

relaciones entre variables, se realizaron analisis de regresion simple o multiple.

Para modelizar la distribucion estadistica de los datos de longevidad se
probaron varios modelos. La distribucion normal resulté mas adecuada que la

lognormal o weibull.

El resultado en todos los casos se considerd estadisticamente significa-

tivo con un riesgo de primera especie del 5% (p-valor< 0,05).

5.1.3. Resultados

5.1.3.1. Efecto del tamafo y la forma del hospedador en el
tamano del parasitoide

El tamafio medio del area del escudo y del cuerpo de las cochinillas
parasitadas en el estado de hembra joven fue significativamente mayor al del
segundo estado larvario macho (p-ValorEscudo<10'5 ; p-ValorCuerp0<10'5) (tabla
5.1).
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Estado de la cochinilla Area del escudo (mm?) Area del cuerpo (mm?)
Hembra joven 1,562+0,046 a 0,554+0,010 a
n=150 (0,683-3,227) (0,373-0,897)
2° estado larvario macho 0,640+0,013 b 0,234+0,024 b
n=83 (0,401-0,927) (0,185-0,292)

Tabla 5.1. Tamafio medido del drea del escudo (mm?) y tamafio estimado del
cuerpo de la cochinilla (mm?) (X+ES: MediatError estdndar) en funcién del
estado considerado en cada caso. Columnas con el valor de la media seguido
de la misma letra no fueron significativamente diferentes para un valor de
P>0,05 (Anova, LSD). Entre paréntesis, valor minimo y mdximo alcanzado.
n=ntmero de cochinillas estudiadas en cada caso.

La representacion grafica de la relacion que existe entre el area del
cuerpo y el area del escudo de la cochinilla muestra que para un mismo tamano
de escudo, el tamafio estimado del cuerpo de las hembras jovenes fue mayor
que el tamafo del cuerpo de los segundos estados larvarios macho (figura 5.3).
Ademas dicha representacion permite deducir que existe cierto solapamiento
en cuanto al 4rea del escudo (entre los tamafios 0,68 y 0,93 mm?) pero no en el
caso del area del cuerpo. Este resultado, si bien se desprende de las formulas de
Yu (1986), es interesante para analizar los resultados posteriores. El estado del
hospedador, a igualdad de tamafio externo del escudo, ofrecerd mas nutrientes

al parasitoide cuando se trata de hospedadores hembra joven.

1
0,9 -
0,8 0 ®
0,7
0,6 L
0,5 - /

04 - /
0,3
0,2 f—/ + Hembra joven .

0,1 + 2° estado larvario macho
0 T T T T T T

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

%)

Area del cuerpo (mm

Area del escudo (mm?)

Figura 5.3. Relacién entre el drea del cuerpo (mm?) y el 4rea del escudo (mm?)
de A. aurantii en funcién de que su estado sea hembra joven o segundo estado
larvario macho.
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La relacion entre el tamafio del hospedador y el tamafio del parasitoide
se abordd desde tres perspectivas: estudiando el efecto del tamafio del escudo,

del tamafio del cuerpo y de la forma del escudo en el tamafio del parasitoide.

De la figura 5.4 se desprende que los datos del area del escudo y del
tamafio del cuerpo del parasitoides parecen estar relacionados de manera

cubica. El modelo al que se ajustarian seria del tipo:

Tibia =0,1125+0,1355- AE —0,0559 - AE* +0,0078 - AE’

Donde:
— Tibia: Longitud media de las tibias posteriores del parasitoide (mm).
— AE: Area del escudo de la cochinilla (mm?).

El p-valor asociado a todos los coeficientes fue menor de 0,05 (p-
valorag<107; p-valorag’<10; p-valorag’<0,0039) y el coeficiente de determi-
nacion (R?) del 69,73%.

0,24

0,22 1

0,2 A

0,18

0,16 -

Longitud de la tibia (mm)

0,14

0,1 0,6 1.1 1,6 21 2,6 3,1

Area del escudo (mm?)

Figura 5.4. Relacién entre la media de la longitud de las tibias posteriores del
parasitoide (mm) y el drea del escudo de la cochinilla (mm?). Tipo 1: Parasi-
toides procedentes del estado de hembra joven. Tipo 2: Parasitoides proceden-
tes del segundo estado larvario macho. La linea negra representa la recta de
regresion ajustada para un modelo de regresién lineal ctbico.

Si se tiene en cuenta el efecto de proceder de un hospedador u otro y se

anade al modelo anterior se obtiene:

Tibia = 0,1526 +0,0198 - H +0,0399 - AE —0,0076- AE”

Donde:

— Tibia: Longitud media de las tibias posteriores del parasitoide (mm).
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— AE: Area del escudo de la cochinilla (mm?).

— H: Variable indicadora que puede tomar solo dos valores: H=1 cuando
los parasitoides proceden de cochinillas en el estado de hembra joven
y H=0 cuando los parasitoides proceden del segundo estado larvario

macho.

Donde el p-valor del AE® dejo de ser significativo (p-valor=0,5023)
mientras que el resto de coeficientes presentd un p-valor menor de 0,05 (p-
ValorH<10'5; p—ValorAE<10'5; p—ValorAE2=0,0016). Sin embargo, el coeficiente

de determinacion (R?) fue ligeramente mayor, 73,26%.

Una de las hipotesis de los modelos de regresion lineal es que las
variables siguen aproximadamente una distribucion normal. Si se toman los
valores del area de escudo para las hembras y se representan sobre un papel
probabilistico normal, los resultados (figura no mostrada) indican una distribu-
cion asimétrica positiva. En cambio, si se representa el logaritmo de estos
valores, los datos quedan casi alineados, ajustandose bien a una linea recta, lo
cual indica que la distribucion es aproximadamente normal. Este resultado
sugiere que quizas si se construye un modelo de regresion lineal multiple con
el logaritmo del area del escudo, los resultados pueden ser mas sencillos de

interpretar.

Longitud de la tibia (mm)

0,13 T T
-1,50 -1,00 -0,50 0,00 0,50 1,00 1,50

In [area del escudo(mm?)]

Figura 5.5. Relacién entre la media de la longitud de las tibias posteriores del
parasitoide (mm) y el logaritmo neperiano del 4rea del escudo de la cochinilla
(mm?). Tipo 1: Parasitoides procedentes del estado de hembra joven. Tipo 2:
Parasitoides procedentes del segundo estado larvario macho. La recta azul
representa la recta de regresion ajustada para los datos de los machos y la recta
granate, la recta de regresién ajustada para los datos de las hembras.
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En la figura 5.5 se representa la longitud de la tibia en funcion del
logaritmo neperiano del area del escudo. A la vista de la figura parece que

fundamentalmente existe un efecto lineal.

A continuacion se realizé un modelo de regresion lineal simple con los
datos de los machos, y otro con los datos de las hembras. Las rectas de ajuste
estan representadas en la figura 5.5. Esto es equivalente a ajustar un modelo de
regresion lineal multiple con el efecto del logaritmo del area del escudo, el

efecto de H y la interaccion entre las dos variables, es decir:
Tibia=a+b-In(AE)+c-H +d - H -In(4E)

Al ajustar este modelo, se obtuvo que el p-valor de la interaccion no fue
estadisticamente significativo (H-In(AE): p-valor=0,5600), pero si lo fue el
asociado a H (p-Valor<10'5) y el asociado a In(AE) (p-valor=0,0135). Al
eliminar el término de la interaccidn, se obtuvo el modelo:

Tibia = 0,1848 +0,0212 - In(4E) +0,0208 - H (R?=73,03%)

Donde el p-valor asociado a todos los coeficientes fue menor de 0,05

(p-valorjyap<l 0° ; p-valorg<l 0° ).

El hecho de que la interaccion no sea significativa implica que las dos
rectas son paralelas, lo cual ya se intuia a la vista de la figura 5.5. El hecho de
que la variable H tenga un efecto estadisticamente significativo implica que la
ordenada en el origen es diferente. El coeficiente de determinacion en este caso
es de 73,03%. Este valor es ligeramente inferior al obtenido con el modelo
cuadratico anterior (R*=73,26%). Pero este modelo tan sélo tiene 3 parametros,
mientras que el anterior tenia 4 parametros. Por tanto, este modelo parece mas
conveniente ya que la bondad de ajuste es practicamente la misma, pero con

menos parametros, resultando mas sencillo de interpretar.

El coeficiente asociado a la variable indicadora H es la diferencia en la
ordenada en el origen de las dos rectas paralelas. Por tanto, seglin este modelo,
la tibia del parasitoide procedente de una cochinilla hembra fue 0,0208 mm
mas grande, en promedio, que la tibia del parasitoide procedente de un segundo

estado larvario macho que tuviese el mismo tamafio de escudo que la hembra.
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Con el objetivo de intentar encontrar una explicacion bioldgica a la
diferencia de ordenadas de las dos rectas, se repiti6 el mismo procedimiento,

pero utilizando el area del cuerpo en lugar del area del escudo.
Tibia=a+b-In(AC)+c-H+d-H -In(AC)

Donde:
— Tibia: Longitud media de las tibias posteriores del parasitoide (mm).

— AC: Area del cuerpo de la cochinilla (mm”) calculado segun las
ecuaciones de Yu (1986).

Se obtuvo que el efecto de la interaccion no era estadisticamente signi-
ficativo (p-valor=0,7150). Eliminando este término, se observé que el efecto de
la variable H tampoco era estadisticamente significativo (p-valor=0,0711). Al

eliminar de nuevo este término, se obtuvo el siguiente modelo:
Tibia = 0,2470+ 0,0452-In(AC) (R*=72,64%)

Por tanto se deduce que las dos rectas no son paralelas sino
coincidentes. Es decir, una misma ecuacion es capaz de predecir el tamafio de
la tibia, tanto si el parasitoide procede de una hembra joven como de un

segundo estado larvario macho (figura 5.6).
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Figura 5.6. Relacién entre la media de la longitud de las tibias posteriores del
parasitoide (mm) y el logaritmo neperiano del 4rea del cuerpo de la cochinilla
(mm?). Tipo 1: Parasitoides procedentes del estado de hembra joven. Tipo 2:
Parasitoides procedentes del segundo estado larvario macho. La recta azul se
ha ajustado con los datos de los machos y la granate con los datos de las
hembras.

—215—



ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS DE APHYTIS CHRYSOMPHALI

De la figura 5.6 se desprende que cuanto mayor es el tamano del
cuerpo del hospedador, de mayor tamafo serd el del parasitoide. En este caso,

el area del cuerpo explico el 72,64% de la varianza en la longitud de la tibia.

El ajustar el modelo del logaritmo neperiano con el area del cuerpo, en
vez de con el area del escudo, presentd la ventaja de que desaparecio el efecto
del estado de la cochinilla, pudiendo atribuir el tamafo de la tibia, y por tanto
el tamafio del adulto, al tamafo del cuerpo de la cochinilla. Un parasitoide que
proceda de una cochinilla macho con un éarea de cuerpo “X” y otro que proceda
de una cochinilla hembra con el mismo area de cuerpo “X”, tendran en
promedio la misma longitud de tibia sin que el hecho de proceder de estados de
hospedadores distintos tenga un efecto adicional. Es decir, a igualdad de areas
de cuerpo (que no de cubierta), la tibia sera en promedio la misma. No
obstante, esta situacion de igualdad de areas de cuerpos, a la vista de los datos
(figura 5.6), rara vez se dard ya que el estado de hembra joven tiene un tamafio

de cuerpo mayor que el segundo estado larvario macho.

Tal y como se deduce de las figuras 5.5 y 5.6, el tamafio medio de los
parasitoides cuando procedieron de uno u otro estado fue significativamente
diferente (Anova, p-valor<10”). Cuando los parasitoides procedian del estado
de hembra joven, la longitud media de la tibia fue de 0,214 mm, mientras que

si el hospedador era el segundo estado larvario fue de 0,175 mm (tabla 5.2).

Longitud tibia (mm)

Estado del hospedador n
X+ES Rango
Hembra Joven 150 0,214+0,001 a 0,176-0,237
Macho 83 0,175+0,001 b 0,147-0,201

Tabla 5.2. Longitud media de las tibias posteriores del parasitoide (X+ES) y su

rango en funcién del estado de la cochinilla del que proceden. n=ntimero de

adultos del parasitoide en cada caso. Valor de la media seguido de la misma

letra no fue significativamente diferente para un valor de P>0,05 (Anova,

LSD).

Otra de las diferencias entre las cochinillas hembra y macho es la
forma del escudo: las hembras son més circulares, y los machos mas elipticos.
Si se calcula la relacion entre largo/ancho en las hembras, el valor méximo es

1,41 y el segundo valor mas alto es 1,29. Parece razonable elegir el valor de 1,3
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como la forma mas eliptica para las hembras. Es decir, la probabilidad de que
una hembra tenga una relacion largo/ancho >1,3 es practicamente nula. En
cambio, en los machos, el 66% de ellos tiene una relacion largo/ancho >1,3.
Por tanto, si seleccionamos aquellos machos con largo/ancho <1,3 seria como
asumir aquellos machos con forma similar a la de las hembras, y por tanto,
eliminariamos el posible efecto de la forma de la cochinilla en el tamafio de la

tibia del parasitoide.

Al repetir el modelo de regresion lineal multiple seleccionando
aquellas observaciones correspondientes a todas las hembras jovenes y los
segundos estados larvarios machos con forma circular (largo/ancho<1,3), se
obtuvo que en el modelo de regresion aiun persistia el efecto de proceder de

hospedadores macho o hembra (p-valorjnag<10~; p-valory<107):
Tibia =0,1848 + 0,0212 - In(4E) + 0,0208 - H (R*=64,30%)

Es decir, aun ajustando el modelo a todas las cochinillas con forma
aproximadamente circular, si el adulto parasita hembras jovenes el tamafio de
su descendencia serd en promedio mayor. Este resultado parece indicar que a
pesar de que hay una confusiéon de efectos entre la forma y el tipo de
hospedador (las hembras son mas circulares), la forma no tiene un efecto

adicional.

Si con este mismo modelo, se ajusta el area del cuerpo en lugar del
escudo, desaparece de nuevo el efecto de proceder de hospedadores distintos
(p-valory=0,1524) lo cual indica que es el tamafo del cuerpo, y con ello la
cantidad de nutrientes, lo que realmente provoca la diferencia en el tamafio de
la tibia:

Tibia = 0,2397 40,0429 - In(AC) (R*=63,37%)

La forma de las hembras es fundamentalmente circular, mientras que
los machos tienen una forma bastante eliptica. De hecho, si se calcula la
variable largo/ancho, en los machos esta variable oscila entre 1 y 2,0, mientras
que en las hembras varia entre 1 y 1,41. Con el objetivo de estudiar si en los
machos la forma tiene un efecto adicional al tamafio del cuerpo, se ajustd un

modelo de regresion lineal multiple utilizando como variables el logaritmo
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neperiano del area del cuerpo y la relacion largo/ancho, y se seleccion6 sélo los

datos correspondientes a machos. El modelo obtenido fue el siguiente:
Tibia =0,2213+0,0323-In(AC) + 0,0005 - largo/ancho

El efecto de largo/ancho no fue estadisticamente significativo (p-valor
=0,9292). Por tanto, la forma de la cochinilla macho, eliptica o circular,
tampoco tuvo efecto sobre la longitud de la tibia. A igualdad de tamafio de
cubierta, la forma no tuvo efecto sobre la tibia, pero logicamente el tamafio del

cuerpo si que influyo en el tamafio de la tibia.

5.1.3.2. Estudio de las variables que afectan a la longevidad
del parasitoide

La longevidad del parasitoide vario significativamente en funcion de la
dieta suministrada (Anova, p-valor<10™). El estudio de la diferencia minima
significativa entre cada par de medias puso de manifiesto que existian
diferencias en la longevidad entre cualquier dieta y el hecho de no suministrar
alimentacion (SD), y entre la dieta de agua mas miel (AM) y miel (M) respecto
a la dieta artificial (DA) (tabla 5.3). Los adultos vivieron aproximadamente 13
dias de media cuando se les suministr6 la dieta de agua mas miel frente a los

dos dias del tratamiento sin dieta.

Longevidad (dias)
AM M DA SD

12,648+0,835a 11,5+0,923a 8,636£1,669b 2,303+1,002 ¢
n=88 n=72 n=22 n=61

Tabla 5.3. Longevidad (X+ES) de los adultos de A. chrysomphali en funcién

del tratamiento alimenticio. Valores de la media seguidos de la misma letra no

fueron significativamente diferentes para un valor de P>0,05 (Anova, LSD).

n=numero de adultos del parasitoide sometidos a cada tratamiento. AM: Agua

mis miel; M: Miel; DA: Dieta Artificial; SD: Sin Dieta.

A continuacidn se realizdé un modelo de regresion lineal simple con los
datos en los que se aplico algun tipo de dieta, para estudiar el efecto de la
longitud de la tibia en la longevidad, y se obtuvo que la regresion era
estadisticamente significativa (p-valor<10™). En cambio, realizando un nuevo

modelo con los datos de SD, la regresion no resultdo significativa (p-
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valor=0,9225). Por tanto, el modelo de prediccion en este ultimo caso solo
tiene una constante, que coincide con el valor medio: Longevidad = 2,303 dias
(tabla 5.3).

Seguidamente se realizé un analisis de regresion lineal multiple con las
observaciones en las que se habia aplicado algln tipo de dieta al parasitoide. El
modelo més complejo posible, considerando a la dieta de agua mas miel como

referencia, seria:
L=a+b-Tibia+c-M +d-DA+e-Tibia-M + f -tibia- DA
Donde:
— L: Longevidad (dias) de un parasitoide.
— Tibia: Longitud media de las tibias posteriores del parasitoide (mm).

— M: Variable indicadora que toma el valor M=1 en los casos de dieta

con miel y M=0 en los otros casos.

— DA: Variable indicadora que toma el valor DA=1 en los casos de dieta

artificial y DA=0 en los otros casos.

En este modelo se obtuvo que el efecto de la interaccion tibia-M y
tibia'DA no eran estadisticamente significativos (tibia-M: p-valor=0,6084;
tibia-DA: p-valor=0,5967). Eliminando estos términos y ajustando un modelo

del tipo:
L=a+b -Tibia+c-M +d-DA

Se obtuvo que el efecto de M tampoco fue estadisticamente

significativo (p-valor=0,1381). Finalmente, el modelo quedo:
L =-14,7597 +136,0020 - Tibia — 5,3324 - DA (R*=13,42%)

En este modelo el efecto de Tibia era estadisticamente significativo (p-
valor<107) y también el de la variable indicadora DA (p-valor=0,0072). Este
modelo corresponde a dos rectas paralelas: una para los datos de DA y otra
para los datos del conjunto de AM y M. El coeficiente negativo asociado a la
variable indicadora indica que los parasitoides alimentados con dieta artificial

vieron reducida su longevidad en 5,3 dias en promedio con respecto a las otras
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dos dietas. Por tanto, este modelo puso de manifiesto que tanto la dieta como el
tamafio juegan un papel significativo y que ademas la longevidad del adulto
esta positivamente relacionada con su tamafio, siempre y cuando se le

administre algun tipo de dieta.

La representacion grafica del modelo de regresion ajustado aparece en

la figura 5.7.
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Figura 5.7. Relacién entre el tamafio del parasitoide (longitud de la tibia en

mm) y su longevidad (dias) en funcién de la dieta suministrada. (AM: Agua

mds miel; M: Miel; DA: Dieta artificial; SD: Sin dieta).

Para estudiar si el estado del hospedador tiene un efecto adicional en la
longevidad, se introdujo la variable indicadora hospedador hembra (H) en el
modelo de regresion anterior, sin embargo esta variable no resulté significativa
(p-valor=0,2097) y por tanto, no aportd informacién adicional ya que implici-

tamente su informacion estaba recogida en el tamafio de la tibia.

Tal y como se ha visto previamente, las variables tibia, area del cuerpo
y area del escudo estan correlacionadas positivamente y por lo tanto no tiene
sentido introducirlas todas juntas en un modelo de regresion, pero si que lo
tiene determinar con cudl se obtiene un mejor ajuste. Al repetir el analisis
anterior, eliminando de nuevo del modelo el tratamiento de no suministrar
ninguna dieta, pero en este caso estudiando el efecto del area del cuerpo en la

longevidad se obtuvo el siguiente modelo:

L=4,7464+173877- AC —6,4988 - DA (R*=13,54%)
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Donde:
— L: Longevidad (dias) de un parasitoide.
— AC: Area del cuerpo (mm?).

— DA: Variable indicadora que toma el valor DA=1 en los casos de dieta

artificial y DA=0 en los otros casos.

La longevidad del parasitoide se vio afectada por el area del cuerpo del
hospedador (p-valor<10®), tal y como cabia esperar por su relaciéon con el
tamafio del parasitoide, ademds de por la dieta (p-valor=0,0015), y present6 un
coeficiente de determinacién practicamente igual (R*=13,54%) que cuando se
ajustaba con la tibia (R*=13,42%).

El estado de la cochinilla del cual proceden también estuvo
relacionado con la longevidad. El modelo obtenido al incluir la alimentacion y
el estado, indic6 que la dieta artificial continuaba reduciendo la longevidad de
los adultos (p-valorpa<10”) y que proceder de cochinillas machos también
reducia la longevidad (p-valory=0,0072):

L =28,7042+6,1609- H —6,2288 - DA (R*=11,67%)
Donde:
— L: Longevidad (dias) de un parasitoide.

— H: Variable indicadora que puede tomar sélo dos valores: H=1 cuando
los parasitoides proceden de cochinillas en el estado de hembra joven y
H=0 cuando los parasitoides proceden del segundo estado larvario

macho.

— DA: Variable indicadora que toma el valor DA=1 en los casos de dieta

artificial y DA=0 en los otros casos.

La variable indicadora hospedador hembra (H) fue la que peor predijo
la longevidad del parasitoide de las tres evaluadas. Pero la ventaja de este
modelo es que el calculo de la longevidad es mas rapido dado que sdlo depende

de conocer si el parasitoide procede de una cochinilla macho o una hembra.
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El promedio del tamafio de la tibia en todos los tratamientos
alimenticios, incluido el tratamiento de no alimentacion, fue significativamente
mayor cuando el parasitoide se habia desarrollado sobre una hembra joven
(mayor tamafio de cuerpo), que cuando lo habia hecho sobre el macho (tabla
5.4). Sin embargo no se encontraron diferencias entre tratamientos para un
mismo estado de cochinilla hospedadora. Las diferencias en tamano del
parasitoide se tradujeron en una mayor longevidad en promedio cuando el
parasitoide procedia del estado de hembra joven a excepcion del tratamiento de
no alimentacion, donde no se observo ningtin efecto ni de la tibia ni del estado
de la cochinilla de la cual procedian en la longevidad (tabla 5.4). Cuando no se

aliment6 a los parasitoides, el promedio de la longevidad se situdé en 2,3 dias
(tabla 5.3).

AM M DA SD
Tipo1 ~ 0:215£0,002a 0,213+£0,002a  0.211+0,004  0,213+0,003 a
Tibi n=45 n=44 n=22 n=45
1b1a
Tipo2  0,174%0,002b  0,182+0,002 b 0,171+0,003 b
n=43 n=28 n=16
. 15,956+1,435a  13,750+1,511a  8,636+0,988  2,156+0,138 a
Tipo 1 (33) (35) (15) (3)
Longevidad n=45 n=44 n=22 n=45
. 9,186+1,332 b 7,964+1,11b 2,719+0,433 a
Tipo 2 (29) 1) (6)
n=43 n=28 n=16

Tabla 5.4. Longitud de la tibia del parasitoide (mm) y su longevidad (dias)
(X£ES) en funcién del estado de la cochinilla de la que proceden y segin el
tratamiento alimenticio. Tipo 1: Parasitoides procedentes del estado de
hembra joven; Tipo 2: Parasitoides procedentes del segundo estado larvario
macho. AM: Agua mds miel; M: Miel; DA: Dieta Artificial; SD: Sin Dieta.
Entre paréntesis, valor mdximo de longevidad alcanzado en cada caso.
n=ntmero de parasitoides evaluados en cada caso. Columnas con el valor de la
media seguido de la misma letra no fueron significativamente diferentes para
un valor de P>0,05 (Anova, LSD).

El efecto de cada dieta en la supervivencia del adulto parasitoide en
funcion de la cochinilla hospedadora se presenta en la figura 5.8. El 50% de la
mortalidad de los adultos se alcanzé antes cuando la cochinilla hospedadora era
un segundo estado larvario macho (o tipo 2) tanto en las dietas de AM como en
la de M. El tratamiento de no alimentacidn, no presentd ninguna diferencia en

funcion del estado de la cochinilla ya que el 50% de mortalidad se alcanzo

aproximadamente al mismo tiempo.
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Figura 5.8. Curvas de supervivencia de los parasitoides procedentes de
hembras jévenes (tipo 1) y de cochinillas macho (tipo 2) en funcién de la dieta
suministrada. AM: Agua mds miel; M: Miel; DA: Dieta Artificial; SD: Sin
Dieta. n=ntimero de parasitoides evaluados en cada caso.

5.1.3.3. Efecto de la edad y del tamano del parasitoide en su
fecundidad

El andlisis de regresion del nimero de huevos maduros en funcion del
tamafio del parasitoide y dentro de cada tratamiento de edad (de 0 a 6 dias),
puso de manifiesto que para todas las edades evaluadas existia una relacion
estadisticamente significativa entre el nimero de huevos que una hembra tenia

en los ovarios y el tamafio del parasitoide (media de la longitud de las tibias
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posteriores), excepto en el caso del parasitoide recién emergido (0 horas) y con

seis dias de vida (tabla 5.5 y figura 5.9). No obstante, incluso en esos dos casos

donde no se dio una relacion significativa entre las dos variable, se observo

cierta tendencia a aumentar el numero de huevos conforme aumentaba el

tamafo del parasitoide. No se incluyo en este analisis los datos obtenidos a las

8, 10 y 12 horas debido al bajo numero de repeticiones (2, 3 y 2 adultos,

respectivamente).

(l::;ii:s) N F-ratio p-valor R’ gl Ecuacion del modelo
0 12 1,61 0,2333 525 11 H.M.=7,178 - Tibia -1,326
1 14 25,60 0,0003 65,42 13 H. M.=63,464 - Tibia -9,307
2 15 68,50 <107 82,82 14 H.M.=86,081 - Tibia -10,899
3 17 51,77 <107 76,04 16 H.M.=102,768 - Tibia -14,132
4 11 88,42 <10” 89,74 10 H.M.=95,892 - Tibia -12,632
5 9 36,79 0,0005 81,73 8 H.M.=113,874 - Tibia-16,352
6 9 3,18 0,1178 21,41 8 H.M.=69,718 - Tibia -8,392

N° huevos maduros

Tabla 5.5. Regresiones lineales para todos los tratamientos de edad.
H.M.: Ne° de huevos maduros en los ovarios; Tibia: Media de la longitud de

las tibias posteriores, en mm.
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0 —e
0,14 0,16 0,18 0,2 0,22 0,24 0,26

Longitud de la tibia (mm)
Figura 5.9. Relacién entre el nimero de huevos maduros que se encuentran en

los ovarios y el tamafo del parasitoide (longitud de la tibia, en mm) para
edades del adulto entre 0 y 6 dias.
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El resultado méas llamativo de esta figura es la brusca variacion de la
pendiente de la recta que se produce entre dias=0 (pendiente practicamente

nula) y el resto de dias.

A continuacion se realizé un ANOVA para analizar el efecto del factor
dias (con 10 niveles) en la variable nimero de huevos maduros. Este factor fue
estadisticamente significativo (p-valor<10™). En la figura de los intervalos
LSD que se muestra a continuacién se observa que el efecto de dias es
claramente no lineal: para dias=0 el valor medio de huevos es practicamente
nulo, a continuacién aumenta progresivamente hasta alcanzar un valor
maximo, y posteriormente, para valores elevados de dias disminuye lentamente
(figura 5.10).

9,4

7,4

54

3,4

Huevos maduros

1,4

s

Dias

Figura 5.10. Intervalos LSD (Least Significant Differences) con una confianza
del 95% obtenidos con un Anova del factor dias respecto a la variable
respuesta ndmero de huevos maduros.

A la vista de la figura anterior se decidi6 ajustar un modelo de regresion
no lineal, que pasase por el origen de coordenadas, alcanzase un valor maximo,
y descendiese progresivamente hasta cero. Esta tltima condicidn, es decir que
el nimero de huevos se anule cuando los dias tienden a infinito, tiene significa-

do biologico ya que el parasitoide agota la practica totalidad de los huevos.

Se decidio utilizar la siguiente ecuacion matematica, que cumplia las

condiciones anteriores:

’ —_b-dias
N°huevos _maduros = a-dias-e""*
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Donde:

— N° huevos_maduros: Numero de huevos maduros en los ovarios para

una edad determinada.
— Dias: Edad del parasitoide en dias.

Una propiedad matematica de este modelo es que el valor de dias al

cual se alcanza el nimero maximo de huevos maduros es: dias = 1/b.
Tras realizar el ajuste no lineal se obtuvieron los siguientes resultados:
N°®huevos _maduros = 4,91-dias - e > (R*=66,47%)

A continuacion se guardaron los residuos de este modelo, y al realizar
un analisis de regresion lineal simple con estos residuos y la longitud de la
tibia, se observd que existia un efecto lineal de la tibia (p-valor<10”), tal y
como se habia observado previamente en la figura 5.9. A la vista de estos
resultados, se ajusto el siguiente modelo de regresion no lineal anadiendo a la
ecuacion anterior el término “tibia-0,21”, siendo 0,21 el valor medio de la tibia

para el conjunto de parasitoides:
N°®huevos _maduros = (a - dias - e ") + c - (tibia — 0,21)
Donde:

— N° huevos_maduros: Numero de huevos maduros en los ovarios para

una edad determinada.
— Dias: Edad del parasitoide en dias.

— Tibia: Longitud de la tibia del parasitoide (mm).

La ecuacion ajustada de este modelo fue la siguiente:

5,8 -dias

dias /3,6
e ias

1+76,5- (tibia —0,21)  (R*=87,45%)

N°huevos _maduros =

Tras estudiar los residuos de este nuevo modelo se detectd que no
ajustaba bien los datos de dias=0, debido a una interaccion entre la tibia y los
dias, que se deducia de la figura 5.9 (para dias=0, la pendiente de la recta era

diferente que en los otros casos).
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Por tanto, se decidié ajustar un nuevo modelo tal que para dias=0
pasase por el origen de coordenadas, dado que la mayor parte de valores del

numero de huevos maduros para esta edad es cero:

N°huevos _maduros = (a - dias - e ")+ c - (dias /(d + dias)) - (tibia —0,21)

La ecuacion ajustada del modelo fue la siguiente:

OOL dias | 107,43 — M9 ipig —0,21)

N° huevos _maduros = — —— -
e 0,51+ dias

A
. )
A P
0w 12 .5__./___‘_‘__
2 ! T 1
>
®
2 8 [
(2] |
S
g 4 |
= - 0,25
0 02q'2
9
O 2 4 5 4 10 0,15 o
12 Longitud tibias (mm)
Dias
B
S <
3 1,02,5
S 2,5-4,0
S B 4,055
= 5,5-7,0
- 7,085
I 8.,5-10,0
Edad (dias) Longitud tibia pgmm 10,0-11,5

(mm)

Figura 5.11. Ndmero de huevos maduros en los ovarios de A. chrysomphali en
funcién de la edad y del tamafio del parasitoide (longitud de la tibia, en mm).
A: Esquema de la figura; B: Rango de huevos en los ovarios del parasitoide
representado con una escala de colores de tipo planos acotados.
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Donde se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) del 90,62%.
Esta ecuacion pasa por el origen de coordenadas, lo cual tiene significado
biologico. Pero para tibias de muy bajo tamafio y cuando la edad supera los 6
dias (figura 5.11), la ecuacién alcanza valores negativos, lo cual no tiene
sentido pero viene a indicar que los parasitoides de bajo tamafio agotan antes

los huevos.

De la ecuacion anterior se desprende que un parasitoide con un tamafio
de tibia de 0,21 mm (tamafio medio cuando proceden de hembras jovenes)
emerge en el ambiente sin ningun huevo maduro, inicia la maduraciéon de los
huevos inmediatamente, alcanzando una media de 4,5 huevos maduros a las 24
horas de edad, y de aproximadamente 6,8 huevos a las 48 horas (figura 5.12).
A los 3,47 dias se alcanza el maximo numero de huevos (tal como se ha
justificado anteriormente, 1/b: 1/0,2878=3,47). A esta edad, el nimero medio
de huevos maduros predicho por el modelo, para un parasitoide con un tamafio
de tibia de 0,21, es de 7,7. A partir de ese momento empieza a disminuir el
nimero de huevos en los ovarios evidenciando el inicio de la reabsorcion. A
los doce dias de edad, y para ese tamafio de adulto, se observan

aproximadamente dos huevos maduros (figura 5.12).

8 —T T T T T T —]
w 6 L -
o o 4
S - -
'8 - 4
E 4T ]
n
o - -
q.>) - .
=] 2 B N
T i i

o E ]

o

Dias

Figura 5.12. N° de huevos maduros en los ovarios de A. chrysomphali previsto
en el modelo de prediccién en funcién de la edad del parasitoide y para un
tamano de tibia medio de 0,21 mm calculado a partir de la ecuacién: Ne°
huevos maduros=6,014-dfas-exp(-0.2878-djias).
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Las hembras recién emergidas mostraron de cero a un huevo maduro
(figura 5.9). Los dos casos en los que se observd un huevo maduro
correspondieron a hembras con un tamafio de tibia superior a los 0,21 mm.
Para esta edad (0 horas), aunque no se observd una relacion estadisticamente
significativa entre el tamafio de la tibia y el numero de huevos, si que se
observo cierta tendencia a aumentar el nimero de huevos con un aumento del

tamarfio del parasitoide.

Segun el modelo, el maximo nimero de huevos rondé el valor de 11
para un valor de tibia maximo de aproximadamente 0,25 mm (figura 5.11).
Teniendo en cuenta que la desviacion tipica residual del modelo es de 1,0
huevos, el intervalo de la prediccion que comprende el 95% de los datos es
aproximadamente +2. Por tanto, el nimero maximo de huevos seria de 1142 es
decir, de 9 a 13. Este valor es coherente con la observacion de que en el ensayo

la hembra de mayor tamafio alcanz6 los 13 huevos (figura 5.9).

La reabsorcion de los huevos empez6 a ser evidente a partir del cuarto

dia con una tasa de reabsorcion de aproximadamente 0,7 huevos al dia.

El indice de ovigenia de A. chrysomphali, para unos valores de
fecundidad potencial de 43 huevos por hembra y un tamafio medio del
parasitoide de 0,21 mm, result6 ser de 0 (0/43=0), dado que para ese tamafio no

se observaron huevos maduros.

5.1.3.4. Relacién entre el tamano de la pupa del parasitoide y
el tamano del adulto resultante

Tras realizar un andlisis de regresion lineal simple se obtuvo que la
relacion entre el tamano del adulto y el area de la pupa calculada como largo
por ancho fue altamente significativa (p-valor<10”), con un coeficiente de

determinacién (R?) de 94,96%. La ecuacion del modelo de regresion lineal fue:
Tibia =0,1030+0,3549- AP
Donde:
— Tibia: Longitud de la tibia (mm)

— AP: Area de la pupa (mm?)
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A continuacion se efectué un modelo de regresion multiple conside-
rando como variable independiente el ancho y el largo de la pupa. El efecto de
ambas variables también fue altamente significativo (p-valor<10~), y se obtuvo

un coeficiente de correlacion de 96,07%. La ecuacion del modelo fue:

Tibia =0,0110+0,1501- PA+0,1789 - PL

Donde:
— Tibia: Longitud de la tibia (mm)
— PA: Ancho de la pupa (mm)
— PL: Largo de la pupa (mm)

Al llevar a cabo un anélisis de regresion simple con so6lo la variable
largo de la pupa, y otro andlisis con solo la variable ancho de la pupa, se
observo que en los dos casos la correlacion fue altamente significativa (p-
valor<10~) obteniéndose un coeficiente de correlacion de 95,65% y 93,75%,

respectivamente. Las ecuaciones de estos modelos fueron las siguientes:
— Sélo considerando el largo de la pupa: Tibia =0,0147 +0,2446- PL
— Solo considerando el ancho de la pupa: Tibia =0,0118+0,5298 - PA

Por tanto, todas las variables estudiadas para definir el tamafio de la
pupa son buenos estimadores para predecir la talla del adulto. La variable que
da lugar a un mayor coeficiente de determinacion (R*=96,07%) es aquélla en la
que se considera conjuntamente la informacion que aporta el ancho y el largo
de la pupa. No obstante, el valor tnico del largo de la pupa, parece ser
suficiente para obtener una buena correlacion entre el tamafio de la pupa y el
tamafio del parasitoide, ya que da lugar a un coeficiente de correlacion muy
similar (R?=95,65%). A efectos practicos es de mayor utilidad utilizar
solamente una dimension (el largo de la pupa) para predecir el futuro tamafio

del adulto, ya que evita la necesidad de medir el ancho.

Dada la elevada correlacion entre el largo de la pupa y el tamafo del
adulto, se decidié estudiar si el efecto era solamente lineal o si existia
adicionalmente un efecto cuadratico. Esta hipdtesis se verificé con un modelo

de regresion multiple, con el cual se determind que el efecto cuadratico de la
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longitud de la tibia era estadisticamente significativo (p-valor<10~), obtenién-

dose el siguiente modelo de prediccion:

Tibia = —0,0908 + 0,5297 - PL —0,1897 P?

El coeficiente de determinacién obtenido en este modelo (R*) fue del
96,09% y coincide con el obtenido con las variables independientes ancho y
largo de la pupa (R*=96,07%), lo cual evidencia que no es necesario el calculo

del ancho para predecir el tamafio del futuro parasitoide.

5.1.4. Discusion

Tamaio del hospedador y del parasitoide

Aphytis chrysomphali es una especie uniparental que parasita, al igual
que otras especies del género Aphytis, el estado de hembra joven, el segundo
estado larvario macho y hembra y el estado de prepupa del macho de A.
aurantii. Sin embargo, la caracteristica que la diferencia de otras especies se
encuentra en el estado del hospedador que utiliza mayoritariamente en
condiciones de campo para realizar la puesta, y que se trata del segundo estado
larvario macho (capitulo 4.2). Cuando este estado es utilizado por 4. melinus o
por A. lingnanensis rara vez es para la puesta de huevos hembras, sino tan sélo
para alimentarse o para realizar la puesta de huevos macho (en ocasiones

incluso de hembras de muy baja fecundidad).

El segundo estado larvario macho, tal y como se ha mostrado, es un
hospedador de menor tamafio que el estado de hembra joven. Estas diferencias
en el tamafio del hospedador en funcion del estado de la cochinilla ya habian
sido descritas previamente por otros autores (Yu, 1986; Reeve, 1987). Sin
embargo, hay que resaltar que cuando los dos estados tienen un mismo tamafio
de escudo, el tamafo del cuerpo de la cochinilla es marcadamente diferente: el
cuerpo de las hembras jovenes es mayor que el cuerpo de los machos. Esta
diferencia en el tamafo del cuerpo del hospedador determina que todas las
variables morfologicas y fisiologicas que de ¢l dependan puedan verse

afectadas.

La primera variable morfologica estudiada, el tamafio del adulto, se vio
afectada por esta diferencia en el tamafio del hospedador. Los adultos de A.

chrysomphali que se desarrollaron sobre hembras jovenes alcanzaron un mayor
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tamafio que los que se desarrollaron sobre el segundo estado larvario macho.
Esta diferencia en tamafio en funcion del hospedador coincide con lo
observado por Yu (1986) y Reeve (1987) para 4. melinus. Este mayor tamafio
del parasitoide se debi6 a un mayor tamafio del cuerpo del hospedador. Los
adultos desarrollados sobre cochinillas con un mismo tamafio de escudo pero
de estados del hospedador diferentes presentaron diferencias en la longitud de
la tibia. Por tanto, si bien se puede utilizar el tamafio del escudo para predecir
el tamano del parasitoide, este dato siempre deberd ir acompafiado del estado
de la cochinilla del cual procede. Sin embargo, con so6lo la medida del tamafio

del cuerpo, se podré predecir el tamafo del adulto que en ella se desarrolle.

Yu (1986) apuntd que para la especie 4. melinus el tamano del
parasitoide venia determinado por el tamafio del cuerpo del hospedador y no
por el estado del cual procedian. En A. chrysomphali se cumple lo mismo:
claramente es el tamafio del cuerpo el que determina el tamafio del parasitoide.
Pero, ademas, y dado que uno de los objetivos de este estudio es analizar los
efectos que conlleva utilizar cochinillas macho, se puede afirmar que los
parasitoides procedentes de cochinillas en el segundo estado larvario macho
fueron de menor tamafio que cuando procedian de cochinillas en el estado de
hembra joven. El tamafio medio de la tibia de A. chrysomphali desarrollado
sobre cochinillas macho fue de 0,175 mm frente a los 0,214 mm alcanzados
cuando lo hacia sobre hembras. Estos valores coinciden con los descritos por
Yu (1986) en hembras de A. melinus. Este autor, durante un muestreo en
campo, encontré un tamafio medio de tibia de 4. melinus de 0,182 mm sobre
cochinillas macho y de 0,214 mm sobre hembras (Yu, 1986). Reeve (1987)
también encontraba un tamafio similar de 4. melinus al alcanzado por A.
chrysomphali en nuestro estudio, cuando parasitaba hospedadores de talla
intermedia. No obstante, si bien los tamafnos medios de ambos parasitoides
coinciden al utilizar hospedadores de tamafio intermedio, cuando se comparan
los tamafios alcanzados cuando proceden de hospedadores de gran volumen,
los resultados que se obtienen son distintos. De los datos ofrecidos por Yu
(1986) se desprende que cuando A. melinus utiliza hospedadores con un
tamafio de cuerpo por encima de 0,70 mm?’, la hembra tiene una longitud de
tibia mayor (0,24 mm) que en el caso de 4. chrysomphali (0,23 mm). Esta
ultima especie parece alcanzar un tamafo maximo inferior al alcanzado por 4.

melinus. Esta diferencia es sobre todo evidente con tamafios de area de cuerpo
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proximos a 1 mm?, donde la diferencia en la longitud de la tibia entre las dos

especies es de 0,02 mm.

Por tanto, el tamaiio del cuerpo del hospedador parece contribuir de
igual manera en el desarrollo del parasitoide adulto independientemente de la
especie, siempre y cuando se trate de un tamafio de cuerpo intermedio. Los
beneficios que se pudieran obtener de parasitar una cochinilla de mayor tamafo
difieren entre las dos especies, probablemente debido a que el tamafio esta
determinado genéticamente. Abdelrahman (1974b), en experiencias de labo-
ratorio, indicaba que cuando el hospedador era el mismo (hembra joven), el
tamafio de la hembra de A. chrysomphali siempre era menor que el de A.

melinus.

Por otro lado, la forma de la cochinilla no parece tener ninglin efecto
sobre la talla del parasitoide. Cochinillas macho con escudos aproximadamente
circulares y de idéntico tamafio que el escudo circular de una hembra joven
siguieron presentando tamafos de cuerpo menores que dieron lugar a
parasitoides de menor tamafio en promedio. Del mismo modo, cochinillas
macho con forma eliptica y circular, afectaron al tamafio del parasitoide en

funcion de su tamafio de cuerpo e independientemente de la forma.

No obstante, y a pesar de que claramente el hecho de parasitar una
cochinilla macho repercute negativamente en el tamaio del parasitoide, una de
las posibles explicaciones de por qué el parasitoide 4. chrysomphali utiliza mas
machos que hembras en el campo podria deberse justamente a la forma eliptica
del cuerpo del macho. Reeve (1987) apunta que la informacion que aporta el
diametro mayor de la elipse podria provocar cierta confusion en el parasitoide
en el momento de aceptarlo como posible hospedador. En la secuencia de
puesta del parasitoide, tras localizar a la cochinilla, la hembra se dispone sobre
el escudo e inicia una serie de pequenios recorridos desde el centro del escudo
hacia la periferia, al mismo tiempo que lo va golpeando con las antenas. Este
comportamiento descrito como de giro y tamborileo parece estar relacionado
con el reconocimiento externo de la cochinilla y es el paso previo a la
perforacion del escudo. Si nos quedamos inicialmente en el reconocimiento
externo, podria ser que A. chrysomphali obtuviese una informacién erronea
respecto a la calidad del hospedador al examinar hembras jévenes de reducido

tamafio y segundos estados larvario macho y prepupa, informacion que le
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llevaria a aceptar esta cochinilla macho como un hospedador adecuado para su
descendencia. Sobre todo cuando al examen externo se le une la informacion
que se obtiene al perforar la cochinilla, donde segiin Reeve, el didmetro mayor
del cuerpo del macho parece tener cierto grado de solapamiento con el de la
hembra joven. Esto parece confirmarse con los datos obtenidos por Reeve,
donde observa que A. melinus en laboratorio parasita fundamentalmente mas
hembras que machos, mientras que en muestreos de campo encuentra que los
segundos estados larvarios y las prepupas fueron atacadas a una tasa igual o
superior a la de las hembras jovenes. Reeve sugiere que ese mayor parasitismo

podria deberse justamente a ese grado de solapamiento ya mencionado.

El hecho de que 4. melinus, tras el examen externo, si que sea capaz de
discriminar con mayor facilidad entre una hembra joven y un macho, tal como
se observa en los muestreos realizados por nosotros (capitulo 4.2), podria estar
relacionado con el componente kairomonal presente en el escudo ya descrito en
otros capitulos (véase capitulo 1 y 4.2). Aphytis melinus se ha observado que
reacciona a un incremento en la concentracion de este componente, que se ha
comprobado que es maximo en hembras jévenes y mas reducido en segundos
estados larvarios (Luck y Uygun, 1986; Hare et al., 1993; Morgan y Hare,
1997). Sin embargo, las pruebas realizadas con A. chrysomphali para detectar
una respuesta kairomonal hacia el extracto de la cubierta fueron negativas
(Luck y Uygun, 1986). Por tanto, si en el campo se une el hecho de que existe
cierto grado de solapamiento en los escudos, que abundan los estados
inmaduros de la cochinilla, y que ademas A. chrysomphali parece ser
insensible, o menos receptivo, a este componente kairomonal, todo ello podria
explicar su mayor presencia sobre machos. La posibilidad de que 4.
chrysomphali utilice aquellos hospedadores que deja libres 4. melinus no es
una explicacion convincente, atendiendo a la baja densidad de 4. melinus en
campo. Mas bien parece que es este conjunto de pequefios factores (de tipo de
reconocimiento fisico y olfativo) el que hace de A. chrysomphali una especie

menos eficiente.

Longevidad

Por otro lado, el tamafo del cuerpo de la cochinilla también afect6 a la
longevidad de A. chrysomphali a través de su efecto en el tamano del

parasitoide, independientemente de la dieta suministrada, pero siempre en
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presencia de una fuente azucarada. Los Aphytis que emergieron de cochinillas
en el estado de hembras jovenes, y por tanto de hospedadores de mayor tamafio
de cuerpo, vivieron casi el doble de tiempo que las que procedieron de
cochinillas en el segundo estado larvario macho. Esta correlacién entre el
tamafio del cuerpo del parasitoide y la longevidad se ha observado en muchas
especies (Jervis y Copland, 1996). En el encirtido Anagyrus kamali Moursi, el
tamafio influyd en su supervivencia, ya que individuos de mayor tamafio vivian
un mayor periodo de tiempo que individuos mas reducidos (Sagarra, 1999;
Sagarra et al., 2001). Y lo mismo se observé para Trichogramma evanescens
Westwood (Waage y Lane, 1984). En el eulofido Chrysocharis nephereus
(Walter), la longevidad aumento6 en funcion del tamafio del hospedador, si bien
la tasa de incremento fue mayor en la descendencia masculina que en la
femenina (Heinz, 1996). Sin embargo, no se detectd un efecto significativo del
tamafio del parasitoide en la longevidad en las especies 4. melinus y A.
lingnanensis (Reeve, 1987; Rosenheim y Rosen, 1991). En el pteromalido
Spalangia cameroni Perkins, tampoco se encontré una relacion positiva entre

el tamafio del hospedador o del parasitoide en la longevidad (King, 1988).

Las diferentes dietas afectaron ademds de manera diferencial a la
longevidad del adulto. La dieta constituida por agua mas miel resulto ser la mas
efectiva al conseguir un aumento de su longevidad, seguida del tratamiento en
el que se suministrd s6lo miel al adulto, si bien no se apreciaron diferencias
notables entre estas dos dietas. Aphytis chrysomphali vivid aproximadamente
14 dias cuando se alimentd con miel, un periodo de tiempo similar (14,64 dias)
al obtenido por Kfir y Luck (1984) para esta especie, si bien ellos probaron una
temperatura inferior, 21 °C y 70% de humedad. El adulto de A. melinus
alimentado con miel, y en ausencia de hospedadores, vivié més tiempo que A.
chrysomphali, entre 17 y 22 dias de media (Reeve, 1987; Heimpel et al., 1997).
Sin embargo, en ausencia de miel y de hospedadores se obtuvieron valores de
longevidad similares. En nuestro estudio, A. chrysomphali no logrd superar los
tres dias de media independientemente de la cochinilla hospedadora y del
tamafio del parasitoide y lo mismo obtuvo Heimpel et al. (1994 y 1997) para A.
lingnanensis y A. melinus. En presencia de hospedadores y miel, A. melinus vio
incrementada su longevidad de 17 a aproximadamente 30 dias a 25 °C (DeBach
y Sundby, 1963; Abdelrahman, 1974b; Heimpel et al., 1997). En el ensayo

realizado en el capitulo 5.3, durante el cual se ofrecido miel y hospedadores al
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adulto, no se pudo observar ese incremento descrito para A. melinus. La
longevidad de A. chrysomphali se redujo de 14 a 10 dias. Este valor coincide
con el obtenido por Flanders (1951) para 4. chrysomphali, pero es inferior al
obtenido por Abdelrahman (1974b) (17,7 dias) para esta misma especie. Taylor
(1935) indicaba que el adulto de A. chrysomphali, cuando se le permitia
realizar la puesta, vivia de 6 a 22 dias, y esta longevidad se veia incrementada
cuando no se le permitia realizar la puesta, al igual que lo observado por

nosotros.

A pesar de que la dieta de agua mas miel aumento ligeramente la
longevidad de los adultos, este tipo de dieta no es aconsejable en experiencias
de laboratorio y en programas de cria en masa, al haberse observado que se
evapora y fermenta con rapidez. La dieta preparada con agar-agar (dieta
artificial), si bien también prolong6 la vida del parasitoide, no fue tan efectiva
como la dieta de s6lo miel o miel y agua. Esta dieta, a pesar de que se conserva
en perfectas condiciones durante un largo periodo de tiempo y que reduce la
mortalidad de los adultos adheridos a ella, afecta negativamente a la
supervivencia de los adultos. Una de las posibles explicaciones podria
encontrarse en su textura mas solida y gelatinosa que podria dificultar la
alimentacion del adulto, el cual, a pesar de sus mandibulas no llega a ingerir el
alimento con facilidad. Esta dieta se desaconsejara por tanto para la cria en

masa de las especies del género Aphytis.

Por tanto, se recomienda el empleo s6lo de miel, tanto para las
experiencias de laboratorio, como para la cria en masa, tal y como se viene
realizando en los insectarios de la Universidad de California. Esta dieta,
ademas de no afectar a la longevidad (cuando se la compara con la de agua mas
miel) presenta la ventaja afadida de no fermentarse y de ser de aplicacion
inmediata, sin necesidad de recurrir a mezclas. De igual modo, se reincide en la
importancia de la presencia constante de una fuente de hidratos de carbono

cualquiera, en las cajas de cria de parasitoides.

Fecundidad

Aphytis chrysomphali es una especie sinovigénica, al igual que A.
melinus y A. lingnanensis. Al emerger en el ambiente, presenta de cero a un

huevo maduro en los ovarios, y a medida que transcurre el tiempo y en
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ausencia de hospedadores, va incrementado el numero de huevos hasta
alcanzar un maximo, momento en el cual inicia la reabsorcion de los huevos.
Ademas, y en consonancia con lo observado en A. lingnanensis y A. melinus
(Opp vy Luck, 1986; Rosenheim y Rosen, 1991 y 1992; Heimpel et al., 1994;
Collier, 1995a), el nimero de huevos maduros esta relacionado con el tamafio
del parasitoide para una edad determinada y ademas con la edad del

parasitoide.

En relacion con el tamafio del parasitoide, y tal y como se ha explicado
previamente, A. chrysomphali es una especie de talla similar a 4. melinus
cuando parasita un mismo tamafio intermedio de hospedador. Sin embargo,
cuando el hospedador es de gran tamafio, A. chrysomphali alcanza un tamafo
menor que en el caso de 4. melinus. Esta diferencia es sobre todo notable
cuando se compara con A. lingnanensis; especie que necesita parasitar
hospedadores de mayor tamafio que los utilizados por A. melinus para
conseguir descendencia hembra (Luck et al., 1982; Luck y Podoler, 1985; Opp
y Luck, 1986). Estas diferencias de tamano se traducen en divergencias en el
nimero de huevos que se encuentran en los ovarios. Si comparamos el nimero
medio de huevos maduros que tiene A. chrysomphali en sus ovarios a las 24
horas de edad, para un tamafio medio de tibia de 0,21 mm, con los valores
obtenidos por Opp y Luck (1986) para A. melinus y A. lingnanensis, y para ese
mismo tamafo, se puede observar que 4. melinus madura los mismos huevos y
A. lingnanensis 1,5 huevos mas, en ausencia de hospedadores y utilizando miel
como fuente de azucares. Sin embargo, y dado que los tamafios medios de las
otras dos especies son superiores a los de A. chrysomphali, el médximo niimero
de huevos encontrado para las tres especies a las 24 horas de edad fue
claramente diferente. El adulto de A. chrysomphali de mayor tamafio madur6 7
huevos (en nuestro estudio) mientras que A. melinus y A. lingnanensis
maduraron 13 y 16 huevos respectivamente (Opp y Luck, 1986). Rosenheim y
Rosen (1992) encontraron en A. lingnanensis hasta 24 huevos maduros a las 24
horas de edad cuando la temperatura era de 26,5 °C y hasta 18 huevos cuando

la temperatura era de 18 °C para un tamafio de tibia de 0,265 mm.

A las 48 horas, A. chrysomphali madurd de media 6,3 huevos, con un
maximo para esa edad de diez huevos. Aphytis melinus para esa misma edad

maduré una media de 11,4 huevos (Collier, 1995a; Heimpel y Rosenheim,
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1995; Heimpel et al., 1997). El nimero méaximo de huevos que puede madurar
A. chrysomphali en ausencia de hospedadores es de 13 huevos a las 72 horas de
edad. Este maximo, similar al encontrado para A. melinus, se alcanza sin
embargo 24 horas después. En la especie A. lingnanensis, el maximo nimero
de huevos encontrado en ausencia de hospedadores fue de 24 huevos a las 24
horas de edad (Rosenheim y Rosen, 1992), valor muy elevado comparado con

las otras dos especies.

En el momento de la emergencia de 4. chrysomphali, y para un tamafio
de tibia de 0,21 mm, no se observd ningin huevo maduro en sus ovarios, a
diferencia de 4. melinus y A. lingnanensis que presentaron 0,5 y 0,7 huevos
maduros de media respectivamente (Opp y Luck, 1986; Collier, 1995a). A
medida que aumentaba el tamano de la tibia del parasitoide, en 4. lingnanensis
se incrementaba proporcionalmente el numero de huevos maduros,
contrariamente a lo descrito para A. melinus (Opp y Luck, 1986) y A.
chrysomphali (en este estudio) que si bien mostraron cierta tendencia al
aumento, éste no llegaba a ser significativo. El adulto de 4. lingnanensis de
mayor tamafo (~0,26 mm de longitud de tibia) emergié con 8 huevos maduros,
frente a los 5 huevos encontrados en A. melinus para ese mismo tamafio
maximo (Opp y Luck, 1986). Aphytis chrysomphali, a diferencia de las otras
dos especies, para un tamafio maximo encontrado en esa edad de 0,23 mm, s6lo
presentd un huevo maduro. El 83% de los adultos de A. chrysomphali
estudiados emergid sin huevos maduros en sus ovarios frente al 33% de los
adultos de 4. lingnanensis y el 61% de las hembras de A. melinus (Opp y Luck,
1986).

El indice de ovigenia obtenido para A. chrysomphali fue de 0 para un
tamafo de tibia igual o menor a 0,21 mm. Este indice, salvo rara excepcion, no
superard este valor ya que tiende a disminuir con un aumento del tamafio del
parasitoide dado que el nimero de huevos en el momento de la emergencia
aumenta en menor medida que el numero de huevos maximo que puede poner
la hembra a lo largo de su vida (Ellers y Jervis, 2003; Jervis y Ferns, 2004).
Este valor minimo coincide con lo reportado por Jervis et al. (2001) para A.
melinus (0 a ~0,07) y A. lingnanensis (0 a >0,1), donde se ha visto que para
estas dos especies este indice estd relacionado con el tamano del parasitoide.

Para A. chrysomphali no se dispone del dato de la fecundidad potencial
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maxima en funcion del tamafio, pero a la vista de los datos nunca alcanzara los
valores maximos obtenidos por las otras dos especies. Un bajo indice de
ovigenia indica una elevada flexibilidad en la disposicion de la descendencia y
esto puede ser una ventaja si la disponibilidad de hospedadores fluctia a lo
largo del espacio (o del tiempo), porque permite a la hembra adaptar su
descendencia a las condiciones localizadas (J. Ellers, com. pers.). El bajo
indice de ovigenia obtenido para A. chrysomphali en comparacién con las otras
dos especies de Aphytis podria indicar que 4. chrysomphali estd mas adaptada

a una elevada variabilidad de disponibilidad de hospedadores.

Por tanto, a pesar de que las tres especies se pueden considerar
sinovigénicas, 4. chrysomphali es de las tres especies la que requiere un mayor
periodo de tiempo para la maduracion de los huevos antes de iniciar el periodo

de puesta.

En ausencia de hospedadores, el parasitoide tiene que reciclar algunos
de los nutrientes contenidos en sus huevos maduros mediante el fendmeno de
reabsorcion (Flanders, 1942; Quicke, 1997). La reabsorcion del huevo estd
considerado como un medio eficiente y econémico para liberar los oviductos y
permitir que se vuelvan a llenar con nuevos huevos maduros, de manera que
los alimentos de reserva almacenados en estos huevos que se reabsorben
vuelven al cuerpo del insecto s6lo con una pérdida parcial de energia (King y
Richards, 1968). En 4. chrysomphali se observa la reabsorciéon del huevo
cuando el parasitoide no realiza picaduras de alimentacion sobre el hospedador,
e incluso si la hembra es alimentada con miel. El mismo fenémeno se ha
descrito para A. melinus (Collier, 1995a). El fendémeno de reabsorcion para A.
chrysomphali se inici6 a partir del cuarto dia en ausencia de hospedadores, si
bien los valores mas notables se observaron a partir del duodécimo dia, y su
tasa fue de aproximadamente 0,7 huevos al dia. En 4. melinus, cuando el
parasitoide se alimentaba con miel pero estaba privado de hospedadores, la
reabsorcion del huevo se iniciaba entre el cuarto y décimo dia después de la
emergencia y la tasa fue de 1 a 2 huevos por dia, superior a la encontrada para
A. chrysomphali (Collier, 1995a; Heimpel y Rosenheim, 1995). En A. melinus,
en el caso de no suministrar ni tan siquiera miel, en 36 horas, todos excepto un
huevo maduro eran reabsorbidos. Este tiempo coincide con el tiempo maximo
de vida de A. melinus en ausencia de nutrientes (Heimpel et al., 1997). Por

tanto, a pesar de las diferencias encontradas en la tasa de reabsorcion, en
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condiciones extremas (ausencia de miel y de hospedadores) ambos parasitoides
parecen comportarse de igual manera y no sobreviven mas de dos dias de
media, tal y como se ha observado al estudiar la longevidad en ausencia de

alimentacion.

El nimero de ovarios encontrados en 4. chrysomphali fue de dos y
cada uno con tres ovariolos. Este dato coincide con lo referido para la especie
A. mytilaspidis (LeBaron) (Rosen y DeBach, 1979), pero difiere de lo descrito
por Zchori-Fein et al. (1998) para A4. lingnanensis, A. melinus y A. yanonensis,
que encuentra cuatro ovariolos en cada ovario. Este mayor nimero de ovariolos
podria ser el responsable de la mayor capacidad de acumulacién de huevos

maduros que presentan con respecto a A. chrysomphali.

El nimero de ovariolos en esta especie afiade un dato mas junto con la
constatacion de la sinovigenia, la capacidad maxima de almacenamiento de
huevos maduros y la posibilidad de reabsorcién de huevos maduros, a la tabla
iniciada por Jervis y Kidd (1986) de las estrategias de alimentacion de los

himendpteros parasitoides.

Tamaiio de la pupa

El tamafo de la pupa, entendido como la medida de su area o de tan
solo su longitud es un estimador rapido y preciso del futuro tamafo del adulto.
Este parametro se puede considerar como una herramienta til en los sistemas
de control de calidad de una cria en masa, ya que puede ser utilizado como el
primer indicador de la calidad del adulto. Ademas, la medida de la longitud de
la pupa puede ser utilizada en futuros estudios de laboratorio en los que se
requiera conocer de manera aproximada el tamano del adulto previo a su
emergencia. Un mayor tamafio de pupa dard lugar a un adulto de mayor talla,
que sera mas longevo y mas fecundo. Y este mayor tamafo de pupa, A.
chrysomphali 1o consigue utilizando hospedadores de mayor tamafio. En A.
lingnanensis y A. melinus también se observo que el area de la pupa estaba
correlacionada positivamente con el tamafio de la cochinilla hospedadora (Opp
y Luck, 1986).

El hospedador, y més concretamente el tamafio del hospedador, sera

por tanto un factor clave a tener en cuenta. De ¢l dependera el ntimero, tamafio,
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sexo, fecundidad y longevidad del parasitoide, ademas de modificar su
comportamiento de puesta. Todos estos factores son decisivos y deben tenerse
en cuenta a la hora de considerar a un parasitoide como eficaz (Van Driesche y
Murray, 2004). Un hospedador de baja calidad afectara notablemente al éxito

reproductivo del parasitoide que sobre ¢l se desarrolla.
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5.2. Efecto de distintas variables
en la seleccién del hospedador y en el
comportamiento de puesta y de

alimentacién de Aphytis chrysomphali

5.2.1. Introduccién

El piojo rojo de California (Aonidiella aurantii) se encuentra
parcialmente controlado en los campos de citricos de la Comunidad Valenciana
por dos especies de himendpteros parasitoides pertenecientes al género
Aphytis: A. chrysomphali'y A. melinus. De estas dos especies, A. chrysomphali
es la mas abundante a lo largo de todo el afio, sobre todo durante los meses de
septiembre y octubre, mientras que A. melinus es especialmente importante
durante los meses estivales. La presencia de A. chrysomphali se encuentra
ligada al segundo estado larvario macho y al estado de prepupa de la cochinilla,
y en un menor porcentaje al estado de hembra joven. Por el contrario, A.
melinus se encuentra mayoritariamente sobre el estado de hembra joven y en
menor medida sobre los segundos estados larvarios, que utiliza para
alimentarse (capitulo 4.2). Esta diferente preferencia por el estado del
hospedador ha sido detallada por otros autores, que también encontraron un
mayor numero de ejemplares de A. melinus sobre hembra joven y de A.
chrysomphali sobre cochinillas macho (Compere, 1961; Abdelrahman, 1974a;
Smith, 1978; Rodrigo et al., 1996; Asplanato y Garcia-Mari, 2002).
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La presencia mayoritaria de A. chrysomphali sobre las cochinillas
macho, considerado como un hospedador de reducida calidad, es un hecho
andémalo desde un punto de vista biologico. Tal y como se ha observado en el
capitulo precedente, utilizar este estado de la cochinilla para la puesta repercute
negativamente en el tamafo, longevidad y fecundidad de la descendencia.
Siempre que exista una relacion positiva entre el tamafo del parasitoide y la
calidad del hospedador se espera que los hospedadores de menor tamafio se
destinen a la alimentacion y los de mayor talla a la puesta (Bartlett, 1964;
Murdoch et al., 1992). Esto se cumple en A. melinus y en A. lingnanensis, don-
de los primeros y segundos estados larvarios son utilizados para la alimen-
tacion y las hembras jovenes para la puesta (Quednau, 1964; Abdelrahman,
1974a; Opp y Luck, 1986; Walde et al., 1989; Hare y Luck, 1991; Rosenheim y
Rosen, 1991 y 1992; Murdoch et al., 1992; Heimpel y Rosenheim, 1995). Por
tanto, los datos obtenidos en campo sugieren que 4. chrysomphali no parece
aprovechar la ganancia en eficacia que supondria destinar los huevos a
hospedadores de mayor tamafio al ponerlos preferentemente en cochinillas
macho. Uno de los motivos podria encontrarse en un error del parasitoide a la
hora de diferenciar entre distintos tamafios de hospedador, de tal manera que al
ofrecerle simultineamente varios tamafios destinase la puesta y las picaduras
de alimentacion de un modo totalmente aleatorio. Otra explicacion seria que,
de mostrar cierta preferencia, escogiese aquel tamafio que, por motivos aiin no

discernidos, aparentemente le resulta menos beneficioso.

McGregor (1997) presentd una teoria evolutiva para explicar el
comportamiento selectivo de puesta o alimentacion en funcidon del tamano del
hospedador y predijo que las diferencias en beneficios en términos de eficacia
entre hospedadores de desigual talla provocan que la alimentacion tenga lugar
en hospedadores de menor tamafio y la puesta en los de mayor tamafo.
Ademas afiadié que las decisiones en el uso de hospedadores de menor eficacia
seran dependientes de la edad, nimero de huevos en los ovarios y disponibili-
dad de hospedadores. La edad posteriormente se ha demostrado que juega un
papel relativo en las decisiones de puesta y alimentacion. Sin embargo, el
numero de huevos en los ovarios y la disponibilidad de hospedadores juegan un
papel central en tales comportamientos (Rosenheim y Rosen, 1991;
Minkenberg et al., 1992; Rosenheim y Heimpel, 1994; Briggs et al., 1995;
McGregor, 1997).
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En las especies sinovigénicas, donde la maduracion de los huevos se
produce de manera progresiva, el nimero de huevos que una hembra tiene en
un momento determinado puede suponer una limitacion tanto si existe 0 no un
exceso de hospedadores. En caso de exceso de hospedadores, el parasitoide
puede encontrarse en la situacion de agotar los huevos de sus ovarios y
necesitar mas tiempo para madurar nuevos huevos, mientras que si la situacion
es la falta de hospedadores, debe decidir cudntos huevos pone por cochinilla
para que la descendencia no vea afectada su eficacia, ademas de decidir qué
hospedador destina para la puesta y para la alimentacién. Un parasitoide que se
encuentre limitado por el nimero de huevos escogera un hospedador de mayor
calidad y pondrd un menor nimero de huevos por cochinilla, ya que
maximizara la eficacia ganada por huevo, mientras que un parasitoide que se
vea limitado por el tiempo, no serd tan selectivo a la hora de escoger el
hospedador y realizard la puesta de un mayor nimero de huevos, ya que
maximizara la eficacia ganada por hospedador. Por otro lado, si un nimero
elevado de huevos y una baja disponibilidad de recursos puede favorecer la
puesta, un bajo numero de huevos y una elevada disponibilidad de
hospedadores puede propiciar la alimentacion (Rosenheim y Heimpel, 1994).
En cualquiera de estas situaciones, la decision sera cualitativa y residira entre
destinar el hospedador para la puesta (inversion en el presente) o como fuente

de nutricion para el adulto (inversion para el futuro) (Jervis y Kidd, 1986).

Mangel (1989) desarrollé un modelo de conducta en el que predijo que
los parasitoides con un nimero de huevos elevado en los ovarios aceptarian
hospedadores de menor calidad para la puesta y depositarian un mayor nimero
de huevos por hospedador que aquellos parasitoides con una carga de huevos
en los ovarios baja. Posteriormente, se han desarrollado numerosos estudios
tedricos y empiricos que demuestran que un niimero elevado de huevos en los
ovarios favorece los comportamientos de puesta, mientras que un aumento en
las frecuencias de alimentacion estd asociado a un descenso en el nimero de
huevos en los ovarios y donde ademas para cualquier carga de huevos (excepto
cero) un hospedador de menor tamafio es més probable que sea utilizado para
la alimentaciéon que uno de mayor tamafio (Luck et al., 1982; Rosenheim y
Rosen, 1991; Minkenberg et al., 1992; Collier et al., 1994; Heimpel et al.,
1994; Briggs et al., 1995; Collier, 1995b; Rosenheim y Heimpel, 1994).
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Por tanto, esta variacion en el comportamiento de la hembra en funcion
del tamafio del hospedador, pero sobre todo en funcion del nimero de huevos
en sus ovarios, obliga a conocer cudl es el comportamiento de la hembra de A.
chrysomphali, para intentar entender si los distintos estados del hospedador
aceptados forman parte de una dinamica definida. La importancia de este
aspecto reside en que el parasitoide puede atravesar a lo largo de un mismo dia
diferentes situaciones de escasez o abundancia de huevos. En otras especies del
mismo género, como por ejemplo A. aonidiae, se ha observado que es
frecuente encontrar hembras durante el dia con un rango de huevos que oscilan
de cero a cinco (Heimpel y Rosenheim, 1998) y donde ademas entre el 6 y el
18% de la poblacion se queda sin huevos en algin momento del dia (Heimpel
et al., 1998). Aphytis lingnanensis atraviesa periodos de escasez de huevos
maduros, que alterna con etapas de inactividad, que le permitiran madurar
nuevos huevos (Fernando y Walter, 1999). Para A. melinus, Casas et al. (2000)
predijeron que desde un tercio hasta la mitad de la poblacion experimentaria
una limitacién en el nimero de huevos en algin momento del periodo de
busqueda de hospedadores y un 5% de la poblacién lo sufriria una segunda vez
a lo largo de un unico dia. Sin embargo, al final del dia, al menos el 60% de los

adultos retenian algin huevo.

Por otro lado, un nimero elevado de huevos en los ovarios parece estar
relacionado con una intensidad de bisqueda mayor y con un incremento en la
velocidad de manejo del hospedador, de tal manera que cada una de las pautas
que configuran el comportamiento de puesta se pueden ver acortadas con un
mayor nimero de huevos (Rosenheim y Rosen, 1991). Un tiempo elevado de
manejo puede suponer un coste elevado en eficacia no solo porque la
fecundidad se vea limitada por el tiempo de busqueda (a mayor tiempo de
manejo menor tiempo para buscar y explotar nuevos hospedadores) sino
porque ademads los parasitoides son mas vulnerables a la depredacion cuando
estan manipulando a los hospedadores (Heimpel y Collier, 1996; Rosenheim,
1999). Ademas, cuando los hospedadores se encuentran disponibles, la capaci-
dad de incremento en la poblacion de una u otra especie viene determinada,
mas que por la capacidad de encontrar los hospedadores, por la velocidad con
la que depositan el huevo (Mc Laren, 1976). Este tiempo de manejo se ha
observado que varia entre distintas especies: en Aphytis vandenboschi DeBach

y Rosen, parasitoide de Quadraspidiotus perniciosi (Comstock), la puesta de
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un unico huevo tarddé 17,6 minutos frente a Comperiella bifasciata donde en

tan solo 55 segundos fue capaz de poner un huevo (Rosenheim, 1999).

El comportamiento de puesta y alimentacion de la especie A.
chrysomphali y A. melinus ha sido ampliamente descrito por Mc Laren (1976).
Dicho autor investigd la duracion de cada una de las fases implicadas en el
comportamiento de puesta y alimentacion de las dos especies, pero sin tener en
cuenta el nimero de huevos que podian tener en los ovarios y que podian por
tanto acortar o alargar cada una de las fases. Ademas el Uinico estado disponible
para ser utilizado tanto en la puesta como en la alimentacion era el estado de
hembra joven, estado rara vez utilizado en condiciones normales para la
alimentacion, por lo que el tiempo invertido en este comportamiento podria
verse modificado. Otros autores también han descrito el comportamiento de
puesta de éstas u otras especies de Aphytis (Quayle, 1911; Quednau y Hiibsch,
1964; Abdelrahman, 1974a; van Lenteren, 1994), pero al igual que Mc Laren
(1976) ninguno de ellos menciona el nimero de huevos en los ovarios de la
hembra y rara vez hacen hincapié en el comportamiento de puesta en funcion
del estado del hospedador, ya que en la mayor parte de los casos utilizan el
estado de hembra joven. Una excepcion es el trabajo realizado con 4. melinus,
en el que se estudia y destaca la importancia del estado del hospedador en la
aceptacion o rechazo de dicho estado para realizar uno u otro comportamiento
(Casas et al., 2004).

El comportamiento de alimentacion del género Aphytis, a diferencia
del de puesta, ha sido abordado desde distintos angulos debido a la importancia
que éste tiene en el desarrollo de nuevos huevos en las especies sinovigénicas.
No obstante, y a pesar de los numerosos estudios realizados, ninguno se ha
centrado en el efecto del estado del hospedador en dicho comportamiento. En
la mayor parte de los casos se ha estudiado ofreciéndole un tnico estado (a
veces incluso una unica cochinilla), de modo que el parasitoide puede ver

alterado su comportamiento (Rosenheim y Rosen, 1991 y 1992).

Con todo, los objetivos del presente capitulo se centran en evaluar el
efecto de la calidad del hospedador (factor ambiental) y del nlimero total de
huevos en los ovarios (factor fisioldgico) en la eleccion de un hospedador
determinado y en el comportamiento de puesta y alimentacion de A.

chrysomphali.
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5.2.2. Materiales y métodos

5.2.2.1. Manejo del piojo rojo de California

El piojo rojo de California utilizado en este estudio se obtuvo a partir
de una cria mantenida sobre limones de la variedad Lisbon en el Departamento

de Entomologia de la Universidad de California, Riverside.

Para poder realizar los estudios etologicos y de seleccion de
hospedadores del parasitoide, durante quince dias se infestaron diariamente
tres limones con treinta cochinillas en cada uno y en tres estados bioldgicos

diferentes:
— 10 cochinillas en el estado de hembra joven (25 dias de edad),
— 10 cochinillas en el segundo estado larvario hembra (14 dias de edad),

— 10 cochinillas en el segundo estado larvario macho (14 dias de edad).

La superficie del limon, antes de proceder a la infestacion con las
cochinillas, se recubrié con parafina coloreada, a excepcion de un area de 2
cm’® (arena), donde posteriormente se fijaron las cochinillas. La parafina
prevenia la deshidratacion temprana del limén, al mismo tiempo que el
colorante (Sudan III-Panreac C.I. 26100 DC) disuelto en la parafina delimitaba

el area de trabajo.

La infestacion del limén tuvo lugar en dos etapas cronoldgicas
diferentes con la finalidad de obtener sobre la superficie del limon los estados
previamente indicados. La primera fase consistid en permitir la fijacion y
posterior evolucion de 20 larvas moviles. Para ello, el limén libre de
cochinillas se disponia sobre el limon con cochinillas en el estado de hembra
reproductora con larvas y se dejaba que veinte larvas modviles accediesen a la
arena y se fijasen. A continuacion, el limon se retiraba del lugar de infestacion
y las larvas moviles que seguian sobre la superficie del limén se eliminaban
con un pincel. Al undécimo dia y en una segunda etapa, se volvia a disponer el
mismo limon sobre el limoén con cochinillas en el estado de hembra
reproductora con larvas y se dejaba que se fijasen treinta larvas mas. Las larvas
moviles restantes se retiraban de nuevo con el pincel. Al decimosexto dia de la
primera infestacion se eliminaban las cochinillas macho para evitar que

pudieran fecundar a las hembras jovenes. Al vigésimo quinto dia de la primera
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infestacion, el limon tenia ya desarrollados los tres estados y podia ser utilizado

en el experimento.

Las cochinillas se dejaron evolucionar a una temperatura de 26+1 °C,

una humedad relativa del 70£10% y un fotoperiodo de 24 horas de oscuridad.

Para facilitar la identificacidon de las cochinillas durante el ensayo, las
hembras jovenes se numeraron del 1 al 10, el segundo estado larvario hembra
del 11 al 20 y el segundo estado larvario macho del 21 al 30. La numeracion
tuvo lugar un dia antes de realizar el experimento. La distribucion de las
cochinillas en el limén era al azar, si bien al eliminar las cochinillas que
sobraban se procur6 descartar aquellas que estaban en contacto o se solapaban.
Estas cochinillas se retiraban con un alfiler entomologico y la superficie que
habian ocupado se limpiaba con un pequeio trozo de papel humedecido, para

evitar cualquier posible efecto kairomonal en la hembra del parasitoide.

Cada dia se realizaron dos ensayos, para lo cual se escogieron de los
tres limones preparados diariamente los dos mas similares en tamafio de

cochinilla. Nunca se utiliz6 el mismo limén para dos repeticiones diferentes.

5.2.2.2. Manejo del parasitoide

La cria de A. chrysomphali se inici6 sobre A. aurantii en limon (var.
Lisbon) en el Laboratorio de Entomologia del Edificio de Cuarentena de la
Universidad de California, Riverside. Las pupas que originaron la cria
procedian del laboratorio de la Unidad de Entomologia del Instituto Valenciano
de Investigaciones Agrarias (IVIA), donde en la actualidad se cria sobre A.
aurantii en limon de la variedad Verna. Las condiciones de cria del parasitoide
fueron: 25+1 °C, 60£10% de humedad relativa y un fotoperiodo de 16:8 horas
(L:0O).

Para realizar el ensayo se aislaron individualmente pupas del
parasitoide en el interior de viales de vidrio de 1,5 ml que se taparon con
torundas de algodon. Previamente se anoto el largo y el ancho de la pupa con
una regleta acoplada al binocular como aproximacion al futuro tamafio del
parasitoide. Las pupas empleadas en el experimento procedian exclusivamente
de hembras jovenes, y en el momento de su medicion la coloracion de los ojos

era rojiza.
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Las pupas se dejaron evolucionar hasta que los ojos adquirian una
coloracion verdosa; a partir de ese momento se controlaron cada hora hasta su
emergencia. Los adultos recién emergidos se alimentaron con pequefas gotas
de miel de trébol (Trifolium sp.), como fuente de hidratos de carbono, hasta el

instante previo de ser utilizados en el experimento.

Para obtener parasitoides con diferente carga de huevos en los ovarios
se jugd con dos pardmetros: el tamafio y la edad del parasitoide (Rosenheim y
Rosen, 1992). El tamafio se controld seleccionando pupas de diferente talla
procedentes de cochinillas en el estado de hembra joven; a menor tamafo de la
pupa, menor tamafo del adulto y menor niimero de huevos. Los adultos que
emergian se alimentaban con miel durante 24 ¢ 48 horas de edad; a mayor

edad, mayor nlimero de huevos.

Los parasitoides, tras la diseccion de los ovarios y recuento de huevos
maduros totales (tanto los puestos durante el ensayo como los que permanecian
en el interior de los ovariolos), se agruparon a posteriori en los tres grupos en

los que se pretendia analizar el comportamiento:
— Parasitoides con una carga de huevos baja: 0 a 3 huevos (n=10)
— Parasitoides con una carga de huevos media: 4 a 6 huevos (n=9)

— Parasitoides con una carga de huevos alta: 7 a 10 huevos (n=11)

Esta division se realizo para reproducir las tres situaciones en las que
puede encontrarse un parasitoide en el campo que, por lo general, oscilan entre
la ausencia de huevos maduros en los ovarios o un nimero reducido (entre 0-
3), y un numero elevado de huevos (entre 7-10). El primer caso suele darse
cuando emergen en el ambiente o al final del dia, tras haber realizado la puesta
de los huevos maduros, mientras que un numero elevado de huevos es propio
de un periodo de escasez de hospedadores adecuados (tanto por estar en el
estado fenoldgico inadecuado o por abundar los hospedadores muertos), o tras

la maduracion durante la noche de nuevos huevos (Fernando y Walter, 1999).

5.2.2.3. Diseno del experimento

El experimento se inici6 liberando una unica hembra de parasitoide

sobre la superficie parafinada del limon mediante un ligero golpe sobre el vial.

— 250 —



ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS DE APHYTIS CHRYSOMPHALI

El comportamiento del adulto se siguidé bajo lupa binocular durante
una hora desde el momento en que el parasitoide entraba en la arena. La arena
ni se delimit6 ni se cubrié con ninglin objeto de modo que el parasitoide podia
en cualquier momento abandonarla. Las pruebas se daban por concluidas antes
de que finalizara la hora del ensayo, cuando la hembra abandonaba la
superficie del limon. Sin embargo, no se dieron por finalizadas si la hembra
abandonaba la arena ya que ese comportamiento se interpretd como una

pérdida de interés.

El experimento se registr6 mediante una grabadora y una cinta de 60
minutos para cada repeticion. La duracion de los distintos comportamientos se

midi6 en segundos utilizando un crondmetro.

Todos los experimentos se realizaron durante la mafana o en las
primeras horas de la tarde debido a que en otras especies del mismo género la
busqueda activa de hospedadores en el campo tiene lugar entre las 9 y las 19
horas observandose una reduccion de la actividad fuera de ese rango horario
(Heimpel y Rosenheim, 1998; Fernando y Walter, 1999).

Las observaciones se hicieron a temperatura ambiente (24+1 °C y
50+£10% h.r.).

Los datos de comportamiento analizados fueron los descritos por van
Lenteren (1994) para distintas especies del género Aphytis. En la figura 5.13 se
representa esquematicamente todos estos comportamientos, pero con algunas
modificaciones para ajustarlo a la especie 4. chrysomphali. Los principales

comportamientos (flechas de colores) seran utilizados en posteriores calculos.

Los comportamientos observados y medidos en tiempo fueron:

— Camina fuera de la cochinilla (CF): El parasitoide se mueve por enci-
ma del limoén con un movimiento rapido y aparentemente aleatorio
parando de manera brusca y permaneciendo quieto durante segundos o
minutos para, a continuacion, iniciar la bisqueda de nuevos hospeda-
dores. La duracion de este comportamiento se evalu6é desde que aban-
donaba la ultima cochinilla hasta que tocaba la siguiente. Se considera
que este tiempo es una medida de la intensidad de busqueda del
parasitoide, ya que indica el tiempo requerido para descubrir otra

cochinilla hospedadora.
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— Camina sobre la cochinilla (CS): Tras contactar con una cochinilla, el
parasitoide puede recorrer su superficie sin realizar ningiin otro compor-
tamiento a parte de caminar sobre ella. Se cree que con este comporta-
miento la hembra estd adquiriendo informacion sobre qué estados de
cochinilla puede encontrar en la arena. En este comportamiento se anotod
el tiempo que tardaba el parasitoide en recorrer la cochinilla, el cual, tras
medir previamente este comportamiento con distintos adultos y
diferentes estados de cochinillas, se fij6 en 0,35 segundos.

A continuacion, la hembra puede o bien rechazar la cochinilla y de nuevo
pasar al limén para iniciar la busqueda de nuevos hospedadores (CF) o

iniciar el siguiente comportamiento de tamborileo y giro (TG).

— Tamborileo y Giro (TG): El parasitoide se mueve desde el centro de la
cochinilla hacia la periferia de la misma para luego volver de nuevo al
centro, con un ligero y rapido tamborileo de las antenas sobre el escudo
de la cochinilla y todo esto lo realiza al mismo tiempo que describe
giros. Esta fase de examen del hospedador sirve para localizar el lugar
adecuado para perforar la cochinilla. En este comportamiento se anoto el
tiempo que transcurria desde que la hembra iniciaba el tamborileo hasta
que realizaba el siguiente comportamiento.

Posteriormente la hembra puede abandonar la cochinilla y de nuevo
inspeccionar el limon (CF), realizar una breve pausa tras el tamborileo
sin abandonar la cochinilla (PTG), limpiarse (L), o bien iniciar el siguien-
te comportamiento que es la perforacion del escudo (P). En este ultimo
caso, la hembra realizara el tamborileo con las antenas varias veces sobre

el mismo trayecto para localizar el lugar exacto donde perforara.

— Perforacion del escudo (P): El parasitoide, con la punta del ovopositor y
gracias a movimientos muy precisos del abdomen, localiza el lugar
adecuado para iniciar la perforacion del escudo. Justo antes de atrave-
sarlo por completo, se observa como el movimiento de perforacion, que
consiste en rapidos giros con el ovopositor, disminuye considerable-
mente. El tiempo que se anotd en este comportamiento fue el tiempo que
invirtio en atravesar la cubierta desde que localizaba el sitio con las
antenas y adoptaba la posicion para perforar, hasta que lograba atravesar

la cubierta. No obstante, en un gran niimero de ocasiones y tras destinar
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un tiempo considerable a este comportamiento, no conseguia atravesar el
escudo de la cochinilla. Estas situaciones también se incluyeron en la
medida en tiempo de este comportamiento.

Seguidamente, el parasitoide puede iniciar de nuevo la secuencia de
tamborileo y giro para buscar un nuevo lugar donde iniciar la perforacion
(TG), hacer una pausa tras la perforacion (PP), limpiarse (L) o mantener
el ovopositor dentro del escudo (OD) para realizar el siguiente comporta-

miento.

— Ovopositor Dentro (OD): El parasitoide una vez alcanza el cuerpo de la
cochinilla se mueve hacia arriba y hacia abajo tanto dentro del cuerpo
paralizando a la cochinilla, como fuera del cuerpo buscando el lugar
adecuado para realizar la puesta del huevo. Cuando el comportamiento
va a finalizar en la alimentacion, permanece un mayor tiempo dentro del
cuerpo, preparandolo para este evento. Se anotd el tiempo que el
ovopositor estaba dentro de la cochinilla sin hacer distincioén entre si el
ovopositor estaba dentro del cuerpo de la cochinilla o en el espacio entre
el escudo y el cuerpo.

A continuacion puede realizar varios comportamientos: iniciar la prime-
ra vibracion que dard lugar a la puesta de un huevo (OOA), efectuar un
nuevo tipo de tamborileo con las antenas para localizar el sitio en el que
aplicara la boca para alimentarse (GTA), volver a realizar el tamborileo y
giro con las antenas (TG) o reanudar una nueva perforacion (P), ademas

de acicalarse (L).

— Primera vibracion (OOA): Tras haber explorado el cuerpo de la cochini-
lla, el parasitoide inicia un movimiento ritmico con el ovopositor, hacia
delante y hacia atras, diferente a lo realizado previamente, seguido del
exudado de una sustancia semiliquida. Una vez se inicia esta primera
vibracion, la consecuencia final es la puesta del huevo tras los siguientes
tres comportamientos OOP y OOB y OOE. Sin embargo, en algin caso
se ha observado que directamente, tras la primera vibracion, y sin reali-

zar la pausa, tiene lugar la puesta del huevo.

— Pausa entre las dos vibraciones de puesta (OOP): Tras la primera vibra-
cion se produce una breve pausa para a continuacion iniciar la segunda
vibracion (OOB).
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— Segunda vibracién (OOB): Esta segunda vibracioén es similar a la pri-
mera en cuanto a movimientos ritmicos. Al final de esta vibracion, se

vuelve a producir un exudado y a continuacion sale el huevo.

— Extraccién del ovopositor (OOE): Tras la segunda vibracion, el abdo-
men se mueve de manera caracteristica hacia la derecha y hacia la
izquierda, hasta sacar el ovopositor del cuerpo y del escudo de la
cochinilla.

A continuacion puede o abandonar la cochinilla (CF) o bien limpiarse sin

abandonar la cochinilla (L).

— Limpieza (L): El parasitoide tras realizar alguno de los comportamientos
previamente indicados y sin abandonar la cochinilla suele limpiarse

utilizando para ello todas las patas.

— Giro y Tamborileo con las Antenas (GTA): Cuando el comportamiento
va a finalizar en la alimentacion, el giro y tamborileo realizado con las
antenas es diferente al efectuado cuando se busca el lugar para perforar
el escudo. En este caso, el movimiento es mas rdpido y consiste en
recorrer varias veces y de manera insistente el mismo trayecto hasta
localizar el orificio realizado previamente.

Seguidamente puede tener lugar el comportamiento de alimentacidén
propiamente dicho (A), reanudar de nuevo la perforacion (P), iniciar de
nuevo un comportamiento de giro y tamborileo con las antenas para

localizar un nuevo sitio para perforar (TG) o abandonar la cochinilla (CS)

— Alimentacion (A): El adulto, tras haber localizado el orificio realizado
previamente con el ovopositor, aplica sobre ¢l sus piezas bucales y se
alimenta del fluido que emerge. Se anot6 el tiempo que transcurrié con
las piezas bucales sobre el orificio de alimentacion.

Tras la alimentacion puede reposar (PA), limpiarse (LA), repetir el giro y
tamborileo para hacer un nuevo orificio (TG) o ensanchar el ya existente

repitiendo la perforacion sobre el mismo orificio (P).

— Limpieza tras la alimentacion (LA): Después de alimentarse puede
transcurrir un periodo mas o menos largo durante el cual el adulto se

limpia distintas estructuras corporales sin abandonar la cochinilla.

Todas las medidas de tiempo se anotaron en segundos.

— 254 —



ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS DE APHYTIS CHRYSOMPHALI

Yy v

GTA >

ooP I
A
0OB / \
LA PA

Yvy

v

Figura 5.13. Comportamientos observados en la especie A. chrysomphali. CF:
Camina fuera de la cochinilla; CS: Camina sobre la cochinilla; TG:
Tamborileo y giro; P: Perforacién; OD: Ovopositor dentro; OOA: Primera
vibracién; OOP: Pausa entre las dos vibraciones de puesta; OOB: Segunda
vibracién; OOE: Extraccién del ovopositor; L: Limpieza; PTG: Pausa tras el
tamborileo y giro; PP: Pausa tras la perforacién; POD: Pausa tras insertar el
ovopositor; GTA: Giro y tamborileo con las antenas; A: Alimentacién; LA:
Limpieza tras la alimentacién; PA: Pausa tras la alimentacién. Flechas de color
verde: Secuencia de comportamientos comunes al comportamiento de puesta
y de alimentacién. Flechas de color rojo: Secuencia de comportamientos que
acaban en puesta. Flechas de color azul: Secuencia de comportamientos que
acaban en alimentacién. Las puntas de las flechas indican el sentido del
comportamiento.
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Como tiempo total de manejo se considerd el periodo de tiempo
transcurrido desde que el parasitoide entraba en contacto con una cochinilla
hasta el momento en que la abandonaba, tanto si el encuentro habia concluido
en puesta, alimentacion o en nada. Sélo se obtenia un valor de tiempo total de
manejo por encuentro con el hospedador, resultado de sumar todos los
comportamientos realizados sobre la cochinilla. Sin embargo, para el analisis y
posterior comparacion de la duracion de cada una de las secuencias de
comportamientos que se incluyen en el comportamiento de puesta y
alimentacion, se considerd cada una de estos comportamientos como una
observacion individual, de tal manera que un uUnico encuentro con el
hospedador podia ofrecer repetidos valores de tamborileo y giro con las
antenas, de perforacion del escudo o de inspeccion de la cochinilla con el
ovopositor (ver el sentido de las flechas en la figura 5.13). Por el contrario, la
puesta del huevo entendido como la secuencia OOA-OOP-OOB-OOE (figura
5.13), era una unica observacion que venia precedida, tal y como se ha
indicado, por varias secuencias de tamborileo y giro, perforacion... En el caso
de la alimentacion, al igual que para la puesta, se obtenian multiples valores
para los comportamientos previos a la alimentacidon; sin embargo, y a
diferencia de la puesta, la alimentacion era el resultado de una serie sucesiva de
comportamientos (ver de nuevo los sentidos de las flechas en la figura 5.13),
donde la alimentacion (A) podia tener lugar repetidas veces sin necesidad, por

ello, de abandonar la cochinilla.

El tiempo transcurrido entre una cochinilla y la siguiente (CF) se
utilizd6 como un indicador del interés del parasitoide por los hospedadores, de
modo que cuanto menor fuese el tiempo transcurrido entre dos contactos
sucesivos, mayor seria el interés del parasitoide por éstos. La misma informa-
cioén se obtuvo analizando el tiempo de permanencia sobre el hospedador. En
este caso, cuanto mayor sea el tiempo transcurrido sobre la cochinilla, y menor

sobre el sustrato vegetal, mayor interés demostrara por el hospedador.

Ademas de todo lo indicado anteriormente, se anot6 el punto escogido
en el escudo del hospedador para realizar la perforacion. Pruebas preliminares
parecian indicar que existian diferencias en el lugar escogido para clavar el
ovopositor y realizar la puesta o la alimentacion. El escudo de la cochinilla esta

formado por una region central endurecida de color anaranjado, que se
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corresponde con el maximo tamafo alcanzado por el estado anterior antes de
mudar, y por un anillo externo de color grisdceo de textura menos rigida y de
forma eliptica o circular en funcién del estado del hospedador (segundo estado
larvario macho, y segundo estado larvario hembra o hembra joven,
respectivamente). El cédigo numérico adoptado para indicar el punto exacto en

el que perforan fue el siguiente:

— 0: El parasitoide perfora justo en el borde externo de la cochinilla, casi
en la superficie del limon.

— 1: El parasitoide perfora entre la Gltima muda (borde naranja) y el inicio
de la region gris.

— 1,5: El parasitoide perfora sobre la region anaranjada, en la zona del

escudo que pertenece a la ultima muda.

Los lugares intermedios se calcularon dividiendo la superficie de la
cochinilla en partes proporcionales, por ejemplo: 0,33: punto localizado a un
tercio del borde externo de la cochinilla; y 0,66: punto localizado a un tercio

del borde anaranjado (figura 5.14).

0
0,66 \ !
0,33 @ \ L5
0,75 0,87
0,50

Figura 5.14. Representacion esquemdtica del escudo de A. aurantii. Las puntas
de flechas muestran el lugar escogido por el parasitoide para perforar el
escudo, y los valores el cédigo numérico adoptado para definir el punto.

La calidad del hospedador se evalué en funcidén del tamafio de la
cochinilla, para ello se anotd el largo y el ancho del escudo y del cuerpo de
cada cochinilla y, posteriormente, se calculd su area multiplicando ambas
variables. Cuando la cochinilla habia sido utilizada para la alimentacion, solo
se anoto6 la longitud y amplitud de la cubierta y se calcul6 el tamafio del cuerpo,
utilizando las féormulas propuestas por Yu (1986) (véase el capitulo 5.1,
apartado 5.1.2.1b). Las mediciones se realizaron directamente sobre Ia

superficie del limdn, ajustando una regleta al ocular del binocular.
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5.2.2.4. Diseccién del parasitoide

Una vez finalizada la prueba, la hembra se capturaba y se sumergia en
el interior de una gota de solucion fosfato 10X (PBS). Los ovarios se
diseccionaban en esa misma gota sujetando a la hembra ventralmente con dos
finos alfileres entomologicos del n® 1. Uno de los alfileres se disponia en el
torax y el otro en la punta del ovopositor. El alfiler que se encontraba sobre el
ovopositor se desplazaba en sentido contrario al cuerpo mientras se sujetaba
firmemente el alfiler del torax. Actuando de esta manera se conseguia extraer
los dos ovarios con sus ovariolos, en cuyo interior se encontraban los huevos.
Para favorecer la diferenciacion entre oocitos maduros e inmaduros se afiadia

una tincion.

La tincion utilizada en el ensayo fue una modificacion de la tincion
Acetocarmine, ampliamente utilizada para la tincion de cromosomas, donde el
agua destilada se sustituyo por etanol. La tincion se prepard con 45 ml de acido
acético (45%), 55 ml de etanol (50%) y 0,5 gr de colorante Carmine (C.I.
75470).

Para evitar el aglutinamiento de los huevos al anadir el colorante, los
ovarios se transferian inicialmente a través de una secuencia de etanol (10-
50%), posteriormente a una mezcla de etanol (50%) y concentraciones
crecientes de acido acético (10-30%), y finalmente se afiadia la tincion. El
exceso de tincion se limpiaba con 4acido acético al 30%. Al final de la

secuencia, los ovarios se montaban en medio de Hoyer.

Los huevos maduros se diferenciaban de los inmaduros debido a su
forma, similar a la de un cacahuete, su citoplasma de color blanquecino, a la
ausencia de trofocitos asociados y, ademads, al aplicarles la tincidon, no se
coloreaban. Sin embargo, los inmaduros, debido a su falta de corion, se

pigmentaban de un color rosa caracteristico y no tenian una forma definida.

Al finalizar la experiencia, el parasitoide se montaba en el interior de
una gota de medio de Hoyer en el mismo portaobjetos que los ovarios. Se
utiliz6 la media de la longitud de las dos tibias posteriores como una

estimacion del tamafio del parasitoide.
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El ntimero total de huevos en los ovarios fue el nimero total de huevos
puestos durante la prueba, mas aquellos huevos maduros que se encontraron en

el interior de los ovarios.

5.2.2.5. Anilisis estadistico de los datos

Los datos se analizaron mediante el test no paramétrico de Kruskal-
Wallis. Se considerd que existian diferencias significativas entre las medias
cuando el p-valor fue menor o igual a 0,05. El paquete estadistico utilizado fue

Statgraphics plus 5.1 para Windows.

5.2.3. Resultados

5.2.3.1. Seleccién del hospedador para la puesta y la
alimentacién

a) En funcion del estado del hospedador

Aphytis chrysomphali escogio el estado de hembra joven para realizar
la puesta (82% de las veces). El siguiente estado seleccionado fue el segundo
estado larvario hembra (13%), si bien no presentd diferencias estadisticas

significativas con el segundo estado larvario macho (5%) (tabla 5.6).

Estado del hospedador

Comportamiento
Hembra joven 2°estado hembra 2° estado macho
l; e 81,80+6,06a  13,26+597b  489+2,67b
Ahnl’ffztgc“’n 400+£400b  48,00£1020a 48,00+ 10,20

Tabla 5.6. Porcentaje de preferencia de puesta y picaduras alimenticias (X+ES)

de A. chrysomphali en funcién del estado del hospedador. n=ntmero de

comportamientos evaluados. Filas con el valor de la media seguido de la

misma letra no fueron significativamente diferentes para un valor de P>0,05.

Test de Kruskal-Wallis.

Los estados escogidos para realizar las picaduras de alimentacion
fueron el segundo estado larvario macho y el segundo estado larvario hembra
en un 48% de las veces en los dos casos. El estado de hembra joven fue el
estado del hospedador menos veces utilizado para realizar las picaduras (4%)

(tabla 5.6).
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b) En funcion del tamaiio del hospedador

Tras medir el tamano del cuerpo y del escudo de las cochinillas
examinadas por las treinta hembras, se observd que existian diferencias
significativas entre los tres estados (tabla 5.7). El tamafio del escudo y del
cuerpo de las cochinillas en el estado de hembra joven fue significativamente
mayor que el tamafio del escudo y del cuerpo de las cochinillas del segundo
estado larvario hembra y éste a su vez mayor que el escudo y el cuerpo de las

cochinillas en el segundo estado larvario macho.

Tamano de la cochinilla

Estado del hospedador
Escudo (mm?) Cuerpo (mm?)
Hembra joven 1,189+0,018 a 0,513+0,004 a
n=211
2° estado la_rvarlo hembra 0,73340,009 b 0.25740,005 b
n=172
2 eswd"gﬁ;" macho 0,577+0,010 ¢ 0,198+0,002 ¢

Tabla 5.7. Tamafio del escudo y del cuerpo (XzES, en mm?) en funcién del

estado del hospedador. n=nimero de cochinillas consideradas en cada caso.

Columnas con el valor de la media seguido de la misma letra no fueron

significativamente diferentes para un valor de P>0,05.

Dentro de cada estado, el parasitoide escogio las cochinillas de mayor
tamafio (en promedio) para realizar la puesta, aunque s6lo se encontraron
diferencias en el estado de hembra joven (tabla 5.8). El escudo de las hembras
jovenes parasitadas fue claramente mayor que el de las cochinillas sanas o con
picaduras de alimentacion. El tamafio del cuerpo de las cochinillas parasitadas
y sanas no presentd ninguna diferencia entre los tres estados, si bien fue, al
igual que el escudo, ligeramente menor en las cochinillas sanas. El tamafo del
escudo de las cochinillas con picaduras de alimentacion s6lo fue menor que el
de las cochinillas sanas en el segundo estado larvario hembra. No obstante,
estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. En el segundo
estado larvario macho se encontraron diferencias significativas en el tamafio
del cuerpo empleado para la alimentacion y el sano. Las cochinillas con
picaduras de alimentacion tenian un cuerpo de mayor talla que las sanas (tabla
5.8).
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Tamafio escudo (mm?)

Tamafio cuerpo (mm?)

Estado del
hospedador Hembra 2° estado 2° estado Hembra 2° estado 2° estado
joven hembra macho joven hembra macho
Sana 1,161£0,019a  0,733+0,010a  0,575+0,010a 0,512+0,005a  0,255+0,006a  0,195+0,003b
n=172 n=152 n=162 n=172 n=152 n=162
. 1,320+0,042b  0,735+0,031a  0,584+0,088a 0,520+0,009a  0,262+0,008a  0,209+0,025ab
Parasitada
n=38 n=8 n=4 n=38 n=8 n=4
Picadura 1,230 0,727+0,034a  0,600+0,031a 0,490 0,259+0,010a  0,225+0,006a
Alimentacion n=1 n=12 n=13 n=1 n=12 n=13

Tabla 5.8. Tamafo del escudo y del cuerpo (X+ES, en mm?) en funcién del
estado del hospedador y de si ha sido parasitado, utilizado para la alimentacién
o si, por el contrario, es una cochinilla sana. n=ntimero de cochinillas
consideradas en cada caso. Columnas con el valor de la media seguido de la
misma letra no fueron significativamente diferentes para un valor de P>0,05.

Test de Kruskal-Wallis.

¢) En funcion del nimero de huevos en los ovarios del parasitoide

El nimero de huevos maduros en los ovarios de la hembra no varié la

preferencia por uno u otro estado del hospedador para realizar la puesta (tabla

5.9). El estado preferido en todos los casos para realizar la puesta fue el estado

de hembra joven seguido del segundo estado larvario hembra y, por tltimo, del

segundo estado larvario macho, a excepcion del grupo de hembras con 4 a 6

huevos en los ovarios, que no pusieron ningiin huevo en el segundo estado

larvario hembra.

Puesta Alimentacion
Huevos en
ovarios Hembra 2° estado 2° estado Hembra 2° estado 2° estado
joven hembra macho joven hembra macho
0a3 66,67+3,33a 33,33433,33a _ _ 28,57£18,44a 71,43£18,44a
1’11=10 Il2:3 n2=2 Il3:2 Il3:5
4a6 95,83+4,17a B 4,1744,17a B 28,57+ 18,44a 71,43%18,44a
n1=9 n,=15 ny=1 n3:2 H3:6
7al0 75,91+£7,79a 17,4247,98a 6,67+4,49a 9,09+ 9,09 72,73+ 14,08a 18,18+12,20b
n=11 n,=32 n,=7 n,=3 n;=1 n;=8 n;=2

Tabla 5.9. Porcentaje del estado escogido (X+ES) para realizar la puesta o la
picadura de alimentacién en funcién del nimero de huevos en los ovarios de
la hembra. n;=ndmero de hembras con la carga de huevos comprendida en ese
intervalo. ny=ndmero total de huevos que depositan en cada estado.
nz=ntimero de veces que se alimenta en ese estado en funcién del nimero de
huevos. Columnas con el valor de la media seguido de la misma letra no
fueron significativamente diferentes para un valor de P>0,05. Test de Kruskal-
Wallis.
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El estado escogido para realizar las picaduras alimenticias varid en
funcion del numero de huevos (tabla 5.9). Las hembras con un rango de 0 a 6
huevos en los ovarios escogieron el segundo estado larvario macho frente al
segundo estado larvario hembra. En ninglin caso utilizaron la hembra joven
como cochinilla nutricia. Sin embargo, las hembras con una carga de huevos
entre 7 y 10 eligieron significativamente menos cochinillas machos para
realizar las picaduras de alimentacion que cuando tenian cargas de huevos
inferiores. Este fue el tnico caso en el que se observaron diferencias
significativas en la eleccion de uno u otro estado en funcion de la carga de
huevos y donde el mayor niimero de picaduras alimenticias se realizo en el
segundo estado larvario hembra. A este rango de huevos (7-10) pertenecio la
unica hembra de parasitoide que escogidé una hembra joven para la
alimentacion. En ese caso, la hembra de parasitoide se pasé la mayor parte de
la hora de observacién buscando el lugar adecuado para realizar la puncién
para alimentarse, y puso menos huevos. Una segunda hembra, con una carga de
cuatro huevos, intentd alimentarse sobre otra hembra joven. Pero a pesar de
que logré perforar el escudo, e incluso repetidas veces en el mismo sitio, no
consiguid que saliese la hemolinfa del hospedador. La hora de observacion

finaliz6 antes de que lograra alimentarse.

5.2.3.2. Comportamiento de puesta y alimentacién

a) En funcion del estado del hospedador

Tiempo total de manejo

El parasitoide tardo significativamente un menor tiempo en realizar la
puesta sobre el segundo estado larvario hembra, seguido del segundo estado
larvario macho y, por ultimo, y en orden creciente, sobre una hembra joven
(tabla 5.10).

Del mismo modo, el parasitoide tarddo un menor tiempo en alimentarse
cuando el hospedador era de tamano intermedio (segundo estado larvario
hembra), seguido del hospedador de menor tamafio y, por ultimo, del estado de
hembra joven. En este ultimo estado tardaba el triple de tiempo en alimentarse

que cuando lo hacia de un segundo estado larvario hembra (tabla 5.10).
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Tiempo total de manejo

Comportamiento Hembra joven 2° estado hembra 2° estado macho
401,62+134,71 a 271,05£67,40 b 308,36+91,81 ab
Puesta
n=49 n=10 n=4
. -, 1514,45 571,289+157,75 b 921,43+£272,36 a
Alimentacion
n=1 n=12 n=13

Tabla 5.10. Tiempo (X+ES, en segundos) que invierte el parasitoide en
realizar la puesta y la alimentacién en funcién del estado del hospedador.
n=ntmero de comportamientos que se consideraron para cada estado. Filas
con el valor de la media seguido de la misma letra no fueron significativa-
mente diferentes para un valor de P>0,05.

Secuencia de comportamientos

Para determinar si existian diferencias de comportamiento en la
secuencia de puesta y alimentacion en funcion del estado del hospedador, se
analiz6 cada comportamiento por separado y se compard entre los distintos
estados (tablas 5.11 y 5.12).

En la secuencia de puesta, todos los comportamientos previos a la
puesta del huevo y la secuencia especifica de puesta observada en conjunto
(OOA+OOP+OOB+0OOE) duraron significativamente menos tiempo cuando el
hospedador era un segundo estado larvario hembra que cuando se trataba de
una hembra joven. La duracion de los distintos comportamientos en el segundo
estado larvario macho se aproximo mas a los valores obtenidos en el estado de
hembra joven (tabla 5.11).El nimero de veces que el parasitoide tuvo que
realizar los distintos comportamientos previos y necesarios para la puesta fue el
mismo tanto cuando el hospedador era una hembra joven como cuando era un
segundo estado larvario hembra, siempre teniendo en cuenta el nimero de
huevos puestos en ese estado. En el segundo estado larvario macho, a pesar de
que la hembra invirti6 mas tiempo en el examen externo de la cochinilla y en la
perforacion, fueron necesarios menos comportamientos previos para realizar la

puesta de los cuatro huevos.

En la secuencia de alimentacion, tan sélo se obtuvieron diferencias en
el tiempo que estuvo propiamente alimentandose de la cochinilla (A) (tabla
5.12). El parasitoide estuvo menos tiempo en promedio alimentandose en el
estado de hembra joven (35 segundos), que en el segundo estado larvario
hembra (98 segundos). El segundo estado larvario macho fue el estado del

hospedador en el que invirtié mas tiempo (132 segundos).
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Estado TG P OD OOA OOP OOB OOE L OOA+OOP+OOB+0O0OE
HJ 10,79+0,42 a 25,23+0,89 a 86,93+5,48 a 15,22+ 0,95 a 13,90+2,21 a 22,03+£0,98 a 10,79+0,49 a 9,99+1,12 a 61,342,770 a
n=142 n=135 n=122 n=48 n=48 n=49 n=49 n=101 n=49
L2H 8,71+0,94 b 14,45£1,95b 54,04+12,11b 14,45£2,09 a 7,31+4,80 a 18,05+2,16 a 6,59+1,08 b 9,67+2,59 a 46,40£5,98 b
n=29 n=28 n=25 n=10 n=10 n=10 n=10 n=19 n=10
L2M 12,05+1,79 ab 29,48+3,65 a 79,53+21,41 ab 14,57+£3,30 a 11,28+7,66 a 21,62+£3,42 a 7,17£1,71 b 6,63+ 4,27 a 54,63+9,46 ab
n=8 n=8 n=8 n=4 n=4 n=4 n=4 n=7 n=4

Tabla 5.11. Duracién (X+ES, en segundos) de los principales comportamientos asociados a la secuencia de puesta, en funcién del estado del
hospedador. Estado de la cochinilla hospedadora: HJ: Hembra joven; L2H: Segundo estado larvario hembra; L2M: Segundo estado larvario
macho. N° de huevos puestos en cada estado: HJ: n=49; L2H: n=10; L2M: n=4. Comportamientos: TG: Tamborileo con las antenas y giro; P:
Perfora con el ovopositor; OD: Ovopositor dentro del escudo de la cochinilla; OOA: Primera vibracién; OOP: Pausa entre las dos vibraciones;
OOB: Segunda vibracién; OOE: Extraccién del ovopositor; L: Limpieza y acicalamiento. OOA+OOP+OOB+OOE: Secuencia completa que
finaliza en la puesta de un huevo. n=n° de comportamientos estudiados en cada caso. Columnas con el valor de la media seguido de la misma letra
no fueron significativamente diferentes para un valor de P>0,05. Test de Kruskal-Wallis.

DURACION DE LOS PRINCIPALES COMPORTAMIENTOS ASOCIADOS A LA SECUENCIA DE ALIMENTACION

Estado TG P OD L GTA A LA
6,74+0,93 a 25,80+4,02 a 77,56£26,24 a 4,48+2.33 a 3,44+0,65 a 34,66+£7,53 b
HJ _ _ _ _ _ —
n=7 n=16 n=9 n=3 n=9 n=9
L2H 7,34+0,73 a 18,17+3,04 a 81,29+16,17 a 5,68+3,60 a 6,26+0,82 a 97,74+ 8,43 ab 3,18
n=44 n=63 n=41 n=14 n=33 n=18 n=1
LM 6,78+0,59 a 22,96+2,41 a 107,08+14,79 a 12,59+2,64 a 6,50+0,62 a 131,69+16,30 a 9,3942,80
n=68 n=100 n=49 n=26 n=58 n=23 n=5

Tabla 5.12. Duracién (X+ES, en segundos) de los principales comportamientos asociados a la secuencia de alimentacién, en funcién del estado
del hospedador. Estado de la cochinilla hospedadora: HJ: Hembra joven; L2H: Segundo estado larvario hembra; L2M: Segundo estado larvario
macho. Ne de picaduras de alimentacién realizadas en cada estado: HJ: n=1; L2H: n=12; L2M: n=13. Comportamientos: TG: Tamborileo con
las antenas y giro; P: Perfora con el ovopositor; OD: Ovopositor dentro del escudo de la cochinilla; L: Limpieza y acicalamiento tras realizar estos
comportamientos; GTA: Giro y tamborileo con las antenas buscando el orificio realizado con el ovopositor; A: Alimentacién; LA: Limpieza y
acicalamiento tras alimentarse. n=n°® de comportamientos estudiados en cada caso. Columnas con el valor de la media seguido de la misma letra
no fueron significativamente diferentes para un valor de P>0,05. Test de Kruskal-Wallis.
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b) En funcion del nimero de huevos en los ovarios del parasitoide

Efecto sobre la puesta y la alimentacion

El porcentaje de hembras que realizaron la puesta y se alimentaron
vari6 en funcion del nimero de huevos que tenian en los ovarios al inicio de la
experiencia. El 30% de las hembras con una carga de 0 a 3 huevos realiz6 la
puesta frente al 100% de las hembras que tenian de 7 a 10 huevos. En el caso
de las picaduras de alimentacion, el 70% de las hembras con 0 a 3 huevos en
los ovarios se alimentaron, mientras que todas las hembras con mas de 7
huevos realizaron picaduras de alimentacion. Los valores se muestran en la
tabla 5.13.

N° de huevos

Comportamiento 0a3 4a6 7al0
30% 88,89% 100%
Puesta
(3/10) (8/9) (11/11)
70% 77,78% 100%
Alimentacion

(7/10) (7/9) (11/11)

Tabla 5.13. Porcentaje de hembras que realizaron la puesta y la alimentacién

en funcién del nimero de huevos maduros en sus ovarios. Entre paréntesis,

nimero de hembras que realizaron la puesta o la alimentacién frente al total

de hembras para ese rango de huevos.

De las tres hembras con 0 a 3 huevos que no se alimentaron, dos
abandonaron el limon antes de finalizar la hora de la experiencia y la tercera no
tenia huevos maduros en los ovarios. Una hembra que no se alimentd en el
grupo de 4 a 6 huevos, finaliz6 la hora de observacion intentando alimentarse
de una hembra joven, lograndolo fuera del tiempo de observacion. La segunda
hembra pasoé la mayor parte del tiempo descansando sin realizar ninguno de los

dos comportamientos a pesar de que tenia 5 huevos en los ovarios

El nimero medio de huevos puestos por hembra aument6 conforme se
incrementaba el numero de huevos maduros en los ovarios (tabla 5.14).
Aquellas hembras con una carga de huevos entre 0 y 3 no lograron alcanzar la
unidad de media, frente a los casi 4 huevos puestos de media por las hembras
con 7 a 10 huevos. Todos los huevos fueron puestos en la region ventral del

cuerpo de la cochinilla.
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N° de huevos

0a3 4a6 7al0

0,50+0,27 1,78+0,40 3,81+0,48
(0-2) (0-3) (1-6)

Huevos/hembra

Tabla 5.14. Ndimero de huevos puesto de media por hembra (X+ES) en

funcién del nimero de huevos maduros en los ovarios. Entre paréntesis,

minimo y mdximo nimero de huevos puesto por hembra.

Las tres hembras que realizaron la puesta y que tenian una carga de 0 a
3 huevos retuvieron en los ovarios un minimo de un huevo, a pesar de que
habia en la arena de observacion mas cochinillas en el estado susceptible de ser
parasitadas. El minimo numero de huevos en los ovarios necesario para iniciar
la puesta fue de dos. Aquellas hembras con un nimero de huevos por debajo de

esta cantidad no fueron capaces de poner ninguin huevo.

Las hembras con la carga de huevos mas baja solo pusieron un huevo
por cochinilla. Por el contrario, hembras con cargas de huevos mayores
pusieron mas de un huevo por cochinilla pero nunca en una misma visita, sino
en sucesivas inspecciones. En ninglin caso estas hembras utilizaron el orificio
realizado previamente sino que volvieron a perforar en otro punto del escudo a

la cochinilla.

Primer y siguientes comportamientos realizados

El primer comportamiento realizado por el parasitoide al llegar a la
arena de observacion fue en un 86% de las veces la alimentacion cuando la
carga de huevos era reducida (0 a 3 huevos). Este porcentaje fue disminuyendo
a medida que se consideraron parasitoides con cargas de huevos mayores. En
un 73% de los casos en los que la carga de huevos oscilaba entre 7 y 10, la
hembra prefirié parasitar antes que alimentarse (tabla 5.15). A este rango de
huevos pertenecieron tres hembras que llegaron incluso a poner tres huevos
antes de realizar las picaduras de alimentacion. Por lo general, y siempre dentro
de este rango de huevos, la alimentaciéon era el segundo o el tercer

comportamiento realizado.

Para analizar si la alimentacion estaba asociada no s6lo a un bajo
namero de huevos sino también a un descenso dindmico del nimero de huevos

como consecuencia de la puesta, se estudio el comportamiento de cada hembra
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(puesta o alimentacion) delante del hospedador hasta el momento en que se
alimentaba y en funcidon del nimero de huevos que tenia en los ovarios al
realizar la picadura de alimentacion. Para ello se considerd cada decision de
puesta o alimentacion como una observacion individual y se agruparon dichas
observaciones en funcion del niumero de huevos. Todo esto queda reflejado en
la figura 5.15, donde se resumen las elecciones hechas por los adultos (puesta o
alimentacion) estimando la probabilidad de que se alimente en cada encuentro

en funcidn del numero de huevos en los ovarios.

1°" comportamiento realizado

N° de huevos Puesta Alimentacion
14,29+14,29 85,71+£14,29
0a3
n=1 n=6
426 25,00£16,37 75,00£16,37
n=2 n=6
72,73£14,08 27,27+14,08
7al0
n=8 n=3

Tabla 5.15. Porcentaje de hembras (X+ES) que realizan el comportamiento de
puesta o alimentacién en primer lugar en funcién del niimero de huevos en los
ovarios. n=nimero de hembras.

1,0

(8)

c
S5
c O
BE 06
% ©
g3 ., (17)
o @ ’

©
;3 ~
3%
©c
i

0,0

0-3 4-6 7-10
N° huevos en los ovarios

Figura 5.15. Fraccién de encuentros (decisiones) que finalizan en alimentacién
en funcién del nimero de huevos en los ovarios de la hembra. Cada punto
representa una decisién entre puesta o alimentacién y estd caracterizado por el
nimero de huevos maduros que llevaba la hembra de Aphytis en el momento
del encuentro. Las hembras se descartaban cuando se alimentaban del
hospedador, computando lo realizado hasta ese momento. El nimero de
observaciones (encuentros con el hospedador) en cada punto aparece entre
paréntesis. La lectura de la gréfica se realiza de derecha a izquierda.
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De esta figura se desprende que las picaduras alimenticias no solo
estuvieron asociadas a un niimero inicial reducido de huevos en los ovarios
sino también al comportamiento de puesta de la hembra. A medida que la
hembra reducia el nimero de huevos en los ovarios a través de la puesta, se
aumentaba la fraccion de hospedadores con picaduras de alimentacion. Si la
probabilidad de alimentarse hubiese sido independiente del numero de huevos

se habria obtenido una distribucion de puntos a lo largo de una linea horizontal.

Actividad en la arena de observacion

El porcentaje de tiempo que estuvo el parasitoide sobre la cochinilla
realizando algun comportamiento aumentd conforme se incrementaba el
numero de huevos en los ovarios. Cuando la carga de huevos era reducida (de 0
a 3 huevos), el 60% del tiempo lo transcurrid6 descansando fuera de la

cochinilla o inspeccionando zonas sin hospedador (figura 5.16).

B\ Sobre el hospedador

60%

O Fuera de

I hospedador

40%

% tiempo

20%

0%
0-3 4-6 7-10

N° huevos en ovarios

Figura 5.16. Porcentaje de tiempo empleado sobre el hospedador y fuera de él

en funcién del niimero de huevos maduros en los ovarios.

Si se analiza el porcentaje de tiempo que A. chrysomphali permanecid
sobre la cochinilla y se desglosa en los principales comportamientos realizados,
se observa que invirtid proporcionalmente y significativamente mas tiempo
alimentandose (A) y menos poniendo huevos (OO) cuando el numero de
huevos en los ovarios era reducido, mientras que se dio la situacién contraria
cuando éste era elevado. Cuando la carga de huevos fue intermedia se
observaron diferencias significativas con respecto a las hembras de 0 a 3

huevos en la alimentacion y con las hembras de 7 a 10 huevos en la puesta. Las
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hembras descansaban (D) significativamente mas tiempo cuando la carga de

huevos era baja e invertian significativamente mas tiempo en la limpieza y

acicalamiento (L) cuando la carga era intermedia. El resto de comportamientos:

giro y tamborileo con las antenas (TG), perforacion del escudo (P) y el tiempo

transcurrido con el ovopositor dentro del escudo de la cochinilla (OD) no se

vieron afectados por el numero de huevos en los ovarios (figura 5.17 y tabla

5.16).
100%
H |—|
oL
80% -
mD
S 60% - ooo
§ BA
; 40% - 00D
P
20% 1 -
oTG
0%
0-3 4-6 7-10
N° huevos en ovarios
Figura 5.17. Porcentaje de tiempo empleado en los principales comporta-
mientos en funcién del nimero de huevos maduros en los ovarios. TG:
Tamborileo y giro; P: Perfora; OD: Ovopositor dentro; A: Alimentacién; OO:
Puesta; D: Descanso; L: Limpieza.
N° de Tamborileo Perfora Ovopositor ~ Alimentacion Puesta Descanso Limpieza
huevos (TG) (P) dentro (OD) (A) (00) (D) (L)
1(1):; 10,73+1,68a  19,83+1,95a 40,05+£2,59a 16,16+4,00a  1,91+0,87a 4,94+1,13a  6,37+1,04ab
:1‘;69 12,76+1,16a 23,38+3,00a 40,26+3,15a 8,27+1,96b 4,78+0,95a 2,41+0,63b  8,14+1,85a
Z;ll‘i 122120792 22,77+2,17a 44,68:1,85a  6,82+0,56b  7,74£1,090 1537+0,57b  4400,77b

Tabla 5.16. Porcentaje del tiempo (X+ES) destinado a cada uno de los
comportamientos realizados sobre la cochinilla en funcién del nimero de
huevos maduros en los ovarios. n=ntimero de hembras consideradas en cada
caso. Columnas con el valor de la media seguido de la misma letra no fueron
significativamente diferentes para un valor de P>0,05. Test de Kruskal-Wallis.
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Tiempo total de manejo en funcion del numero de huevos en los
ovarios del parasitoide y del estado del hospedador

La hembra de A. chrysomphali tard6 menos tiempo en realizar la
puesta cuando la carga de huevos fue elevada (tabla 5.17). La alimentacion
supuso practicamente el doble de tiempo que la puesta para una misma
cantidad de huevos y no presentd diferencias en funcion de la carga de huevos.
El tiempo medio de manejo del hospedador para la alimentacion fue de
789,12+£107,74 segundos.

Tiempo total de manejo

N° de huevos Puesta Alimentacion
421,24+92,98 ab 828,67+141,32 a
0-3 ~ _
n=5 n=7
486,50+34,35b 792,61+72,13 a
4-6
n=16 n=8
326,98+13,95a 746,09+109,77 a
7-10 B —
n=42 n=11

Tabla 5.17. Tiempo en segundos (X+ES) que tarda una hembra de parasitoide
en realizar la puesta o la alimentacién en funcién del nimero de huevos en los
ovarios. n=ntmero de secuencias de comportamiento que se consideraron en
cada caso. Columnas con el valor de la media seguido de la misma letra no
fueron significativamente diferentes para un valor de P>0,05. Test de Kruskal-
Wallis.

El tiempo total de manejo entre estados del hospedador dentro de cada
carga de huevos, y entre distintas cargas de huevo dentro de un mismo estado,
presentd diferencias tanto para la puesta como para la alimentacion (tabla
5.18).

En la puesta se encontraron diferencias en el tiempo de manejo dentro
de la carga de huevos mayor (7-10) entre los distintos estados (diferencias
estadisticamente significativas expresadas con letras diferentes) (tabla 5.18). El
tiempo total de manejo dentro de este rango de huevos fue significativamente
menor para el segundo estado larvario hembra seguido del segundo estado
larvario macho y, por ultimo, del estado de hembra joven. El hospedador
escogido preferentemente para la puesta fue el estado de hembra joven. Al
comparar el tiempo de manejo invertido en este mismo estado entre distintas

cargas de huevo (diferencias estadisticamente significativas expresadas con un

— 270 —



ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS DE APHYTIS CHRYSOMPHALI

numero diferente de asteriscos) se observd que el tiempo de manejo disminuia
a medida que se consideraba un mayor nimero de huevos en los ovarios (tabla
5.18).

El tiempo total de manejo requerido en la alimentacion no fue
significativamente diferente entre distintas cargas de huevos dentro de un
mismo estado (tabla 5.18). Dentro de un mismo rango de huevos, sélo se
encontraron diferencias en la carga elevada de huevos donde las hembras que
se alimentaron de segundos estados larvarios hembras estuvieron menos

tiempo nutriéndose (tabla 5.18).

Tiempo total de manejo

Puesta Alimentacion
N° de
huevos  yempra joven 2" estado 2" estado Hembra joven 2 estado 2° estado macho
hembra macho hembra
0a3  512,20+228,09a% 284,67+77,10a 493,874226,54a*  962,59+344,10a*
n;=10 n=3 n=2 n=2 n=5
4a6 489,81+141,54* 436,76 670,09+69,04a* 833,45+222,05a*
n;=9 n=15 n=1 n=2 n=6
7al0  348,23+90,20a** 267,64+70,19b 265,66+40,65ab 1514.,45 565,95+162,91a*  1082,46+251,53b*
n=11 n=31 n=8 n=3 n=1 n=8 n=2

Tabla 5.18. Tiempo total de manejo en segundos (X+ES) entre estados y
dentro de cada carga de huevos, y entre distintas cargas de huevos para un
mismo estado, tanto para la puesta como para la alimentacién. n=ntimero de
secuencias de comportamiento que se consideraron en cada caso. Dentro de
cada comportamiento, filas con el valor de la media seguido de una misma
letra no fueron significativamente diferentes para un valor de P>0,05.
Columnas con el valor de la media seguido de un mismo niimero de asteriscos
no fueron significativamente diferentes para un valor de P>0,05.

Independientemente del comportamiento realizado sobre la cochinilla
(puesta o alimentacion) y del nimero de huevos en los ovarios, el estado de
hospedador que con més frecuencia inspecciond el parasitoide fue el estado de
hembra joven (42% de las veces), sin presentar una clara preferencia entre los
otros dos estados (tabla 5.19). Cuando se analiz6 en funcion de la carga de
huevos en los ovarios se obtuvo la misma tendencia para el rango de huevos de
4 a 10, mientras que no se encontré ninguna diferencia en el estado de

cochinilla inspeccionado cuando el nimero de huevos fue de 0 a 3 (tabla 5.19).
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N° de huevos Hembra joven 2°estado hembra 2° estado macho

0-3 36,94+5,01 a 30,21+4,40 a 32,85+5,56 a

n=9%4 n=73 n=80

46 45,72+£3,40 a 25,86+4,24 b 28,42+2.52b
n=253 n=170 n=160

710 44,04+2,28 a 30,13+2,35b 25,84+2,12 b
) n=521 n=381 n=304

Considerando todos los 42,1842,17 a 28,87+2,08 b 28,95+2,14b
huevos en conjunto (0-10) n=868 n=624 n=544

Tabla 5.19. Porcentaje del estado de cochinilla inspeccionado (X+ES) en
funcién del nimero de huevos en los ovarios de la hembra durante el
transcurso de la experiencia y tras ofrecerle simultdneamente diez cochinillas
de cada estado. n=ntimero de cochinillas considerado en cada caso. Filas con el
valor de la media seguido de la misma letra no fueron significativamente
diferentes para un valor de P>0,05. Test de Kruskal-Wallis.

Secuencia de comportamientos

La duracion media de cada uno de los comportamientos del
parasitoide, desde que entra en contacto con la cochinilla hasta que la

abandona, presento diferencias en funcion de la carga de huevos.

En la secuencia de puesta se encontraron diferencias a la hora de
inspeccionar externamente la cochinilla (tamborileo y giro), en la perforacion,
durante la segunda vibracién (asociada con la fertilizaciéon del huevo en
especies biparentales) y en la extraccion del ovopositor (tabla 5.20). En todos

estos casos se invirtié menos tiempo cuando la carga fue mayor.

En la secuencia de alimentacion tan s6lo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el tiempo que transcurrio con las piezas
bucales en el orificio de alimentacion (A). Cuando la carga de huevos oscilo
entre 0 y 6, la hembra invirtié el doble de tiempo alimentdndose que cuando
fue mayor. El resto de comportamientos, si bien no presentaron diferencias
significativas entre ellos, en todos los casos las hembras con un mayor nimero
de huevos realizaron practicamente todos los comportamientos de manera mas
rapida (tabla 5.21).
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DURACION DE LOS PRINCIPALES COMPORTAMIENTOS ASOCIADOS A LA SECUENCIA DE PUESTA

N*de TG P OD OOA OOP OOB OOE L
huevos
12,64+1,16  24.48£329 72,02£1036 17,11£1,12  9,69+134  21,943,50 10,07£0,87 17,96+8,12
0-3 a ab a a a ab ab a
n=17 n=17 n=14 n=>5 n=>5 n=5 n=5 n=11
11,07£0,85 28,25+1,82 94,98+10,97 16,87+1,77 12,33+1,79 24,17£1,99 12,70+0,92 12,74+1,64
4-6 ab a a a a a a a
n=53 n=48 n=44 n=16 n=16 n=16 n=16 n=39
9914042  21,75+0,93  75,8845,82  1420+1,04 1334+2,92 20,07+0,96 8,82+0,54  7,12+0,74
7-10 b b a a a b b b
n=105 n=103 n=94 n=40 n=40 n=41 n=41 n=74
Tabla 5.20. Duracién (X+ES, en segundos) de los principales comportamien-
tos asociados a la secuencia de puesta, en funcién del nimero de huevos en los
ovarios de la hembra. TG: Tamborileo con las antenas y giro; P: Perfora con el
ovopositor; OD: Ovopositor dentro del escudo de la cochinilla; POD: Pausa
tras insertar el ovopositor; OOA: Primera vibracién; OOP: Pausa entre las dos
vibraciones; OOB: Segunda vibracién; OOE: Extraccién del ovopositor; L:
Limpieza y acicalamiento. n=nimero de comportamientos estudiados en cada
caso. Columnas con el valor de la media seguido de la misma letra no fueron
significativamente diferentes para un valor de P>0,05. Test de Kruskal-Wallis.
DURACION DE LOS PRINCIPALES COMPORTAMIENTOS ASOCIADOS A LA SECUENCIA DE
ALIMENTACION
N? de TG P oD L GTA A LA
huevos
8,78£1,07 30,54+526 98,73+20.67 13,6144.40 596+0,67 1348042021  8,12+5,57
0-3 a a a a a a
n=31 n=33 n=24 n=12 n=25 n=13 n=2
7,09+0,81 31,82+3,16 108,45+24,15 13,55+5,69 6,26+0,96 141,92+34,90 10,25+3,85
4-6 a a a a a a
n=36 n=34 n=28 n=12 n=30 n=11 n=3
7,1061,36  27,1442,82  82,38+12,86  4,97+0,70  6,17£0,77  68,71%11,82 3,18
7-10 a a a a a b
n=53 n=65 n=47 n=19 n=45 n=26 n=1

Tabla 5.21. Duracién (X+ES, en segundos) de los principales comporta-
mientos asociados a la secuencia de alimentacién, en funcién del nimero de
huevos en los ovarios de la hembra. TG: Tamborileo con las antenas y giro; P:
Perfora con el ovopositor; OD: Ovopositor dentro del escudo de la cochinilla;
L: Limpieza y acicalamiento tras realizar estos comportamientos; GTA: Giro y
tamborileo con las antenas buscando el orificio realizado con el ovopositor; A:
Alimentacién; LA: Limpieza y acicalamiento tras alimentarse. n=ntimero de
comportamientos estudiados en cada caso. Columnas con el valor de la media
seguido de la misma letra no fueron significativamente diferentes para un valor

de P>0,05. Test de Kruskal-Wallis.
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Frecuencia de puesta y alimentacion en funcion del numero de huevos
y del estado

En un 3% de las veces, cuando el parasitoide tenia una carga de 0 a 3
huevos, al realizar la secuencia de giro y tamborileo sobre una hembra joven, el
comportamiento desembocaba en puesta, mientras que el porcentaje fue algo
inferior cuando el estado era el segundo estado larvario hembra (tabla 5.22).
Las cochinillas macho no fueron el estado escogido para realizar la puesta
cuando el niimero de huevos era tan reducido, pero si que sirvieron para

realizar las picaduras alimenticias (6% de las cochinillas macho examinadas).

Cuando el namero de huevos oscilé entre 4 y 6, se repitio el estado de
hembra joven como estado seleccionado para la puesta y, en este caso, de
manera mas destacada (6% de las cochinillas visitadas), mientras que el
segundo estado larvario macho fue el estado escogido para realizar las
picaduras de alimentacion (4%) (tabla 5.22).

En la carga de huevos mas elevada, el comportamiento de giro y
tamborileo iniciado en las hembras jévenes acabd en puesta en un 6% de las
veces. El segundo estado larvario hembra fue, dentro de esta carga de huevos,

el estado mas frecuentemente utilizado para realizar las picaduras de

alimentacion.
0-3 4-6 7-10

Comportamiento  py 1oy 1M HI L2H  L2M HI L2H  L2M
Il]=94 Il1:73 Il1:80 Il1:253 H1:170 n1=160 n1=521 n1=381 n1=304

lenora 96,81 94,52 93,75 94,07 98,82 95,63 93,86 96,06 98,38
& 1'12:9 1 Il2:69 Il2:75 Il2:23 8 n,= 168 n,= 153 n2=489 1'12:366 1'12:299

Puesta 3,19 2,74 B 5,93 B 0,63 5,95 2,10 0,99

n,=3 n,=2 n=15 n,=1 ny=31 n,=8 n,=3

Alimentacion _ 2,74 6,25 _ 1,18 3,75 0,19 1,84 0,66

n2:2 n2:5 Il2:2 H2:6 n2:1 H2:7 H2:2

Tabla 5.22. Porcentaje de cochinillas visitadas de cada estado y en funcién del
nimero de huevos en los ovarios en las que tras pasar por encima el
parasitoide o iniciar el giro y tamborileo sobre la cochinilla el comportamiento
acaba en puesta, alimentacién o abandonando la cochinilla. Estado de la
cochinilla hospedadora: HJ: Hembra joven; L2H: Segundo estado larvario
hembra; L2M: Segundo estado larvario macho. nj=ntimero de cochinillas
visitadas de cada estado y para cada carga de huevos evaluada; n,=ntimero de
cochinillas inspeccionadas en las que el parasitoide realizé cada uno de los
comportamientos indicados
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Figura 5.18. Probabilidad en la secuencia de puesta y alimentacién de que a
un comportamiento le siga el siguiente en funcién del estado del hospedador y
de la carga de huevos en los ovarios de la hembra. 1: Hembra joven; 2:
Segundo estado larvario hembra; 3: Segundo estado larvario macho. En cada
caso la probabilidad del evento esta debajo de cada flecha, y la probabilidad de
que la secuencia termine en ese punto estd encima (R=Rechazo) calculada
como “l-la probabilidad del evento”. Los comportamientos son: CS: Camina
sobre la cochinilla; TG: Tamborileo y giro; P: Perfora; D: Ovopositor dentro;
GTA: Giro y tamborileo con las antenas; A: Alimentacién; OO: Puesta.
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En la figura 5.18 se representa la probabilidad en la secuencia de
puesta y alimentacion de que a un comportamiento le siga el siguiente e
indicando en cada caso el porcentaje de cochinillas que son rechazadas. De esta
figura se desprende que la probabilidad de que un adulto rechace un
hospedador una vez entre en contacto con ¢l es menor si este hospedador es
una hembra joven. Esto se observa para las tres cargas de huevos. En todos los
casos, cuando el estado del hospedador era el segundo estado larvario hembra,
y una vez iniciada la secuencia de tamborileo con las antenas y giro (TG), la

probabilidad de que continuase sobre este estado del hospedador fue muy baja.

¢) Punto escogido en el escudo para realizar la puesta y la
alimentacion

El adulto escogi6 en un 32% de las veces el punto medio del escudo
(punto 0,50) y a un tercio del borde externo del anillo naranja de la cochinilla
(punto 0,66) para realizar la puesta. En un 22% de las veces perforo el escudo a
un octavo de distancia del anillo naranja (punto 0,87). En tan s6lo un 6% de las
veces el punto de perforacion se hallaba en el borde externo de la cochinilla.
En ningun caso se realizé la picadura de puesta en el borde del anillo externo
naranja (punto 1) (tabla 5.23).

0.6 | Punto en el escudo en el que realiza la perforacion

0,33 0,87

0550 075 0,33 0,50 0,66 0,75 0,87 1

6,35+£3,10 31,70+£5,91 31,70+£591 7,94+3,43 22,22+528
n=4 n=20 n=20 n=5 n=14

Puesta

5,26+£3,67  31,58+7,64 7,89+4,43 28,95+7,46 26,32+7,24

Alimentacion =2 n=12 n=3 n=11 n=10

Tabla 5.23. Porcentaje de cochinillas (X+ES) en las cuales la perforaciéon con

el ovopositor tuvo lugar en los puntos indicados en funcién del tipo de

comportamiento. n=ndmero total de cochinillas en las cuales la perforacién se

realizé en el punto indicado.

Las picaduras de alimentacion las realiz6 en un 32% de las veces a un
tercio del borde del anillo externo naranja (punto 0,66) seguido en orden de
preferencia por el punto situado a un octavo de dicho borde (punto 0,87). El

parasitoide no escogid el punto mas externo de la cochinilla (punto 0,33) para
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realizar la picadura de alimentacion, y en tan solo un 5% de las veces escogio
el punto medio de la cochinilla. A diferencia de lo observado para la puesta, en
un 26% de las veces el parasitoide realizd la picadura de alimentacion en el
borde del anillo naranja (tabla 5.23). Cuando el comportamiento finalizaba en
alimentacion la hembra solia iniciar la inspeccion de la cubierta de la cochinilla
sobre el anillo central naranja y con la punta del ovopositor parecia reconocer
la superficie hasta llegar al borde naranja (1) momento en el cual empezaba a

girar las valvas del ovopositor para perforar el escudo.

La representacion grafica del lugar escogido para realizar cada uno de
los dos comportamientos evidencid que el parasitoide escogia preferentemente
los puntos externos de la cochinilla para realizar la puesta y los puntos mas
proximos a la region central anaranjada para practicar las picaduras de

alimentacion (figura 5.19).

100% -
80% -
60%

40%

| Puesta

@ Alimentacién

20%

0% -

0,33 0,50 0,66 0,75 0,87 1,00

Punto en el escudo

Figura 5.19. Porcentaje que cada valor aporta al total del lugar escogido por el
parasitoide para realizar la perforacién en el escudo que finaliza en puesta o
alimentacién.

5.2.3.4. Discusién

Aphytis chrysomphali, independientemente del niimero de huevos en
los ovarios, escogi6 el estado de hembra joven para realizar la puesta, estado al
que pertenecieron las cochinillas de mayor tamafio sobre la arena de
observacion. El siguiente estado seleccionado para la puesta fue el segundo

estado larvario hembra, siguiente grupo de hospedadores de mayor tamafio; y
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por ultimo el segundo estado larvario macho, al que pertenecieron los
hospedadores de menor tamafo. Esta preferencia por los hospedadores de
mayor tamafio para la puesta se ha detallado en otras especies del mismo
género (Abdelrahman, 1974a; Walde et al.,, 1989; Hare y Luck, 1991;
Rosenheim y Rosen, 1992; Heimpel y Rosenheim, 1995), si bien es un
comportamiento comun en muchas especies donde existe una dependencia del
tamano del hospedador en las decisiones de puesta y alimentacion (Murdoch et
al., 1992; Heimpel y Collier, 1996; McGregor, 1997). En cualquier caso, este
orden de preferencia escogido en laboratorio contrasta con lo observado en
campo, donde A. chrysomphali se encuentra preferentemente sobre machos y

menos sobre el estado de hembra joven.

Aphytis chrysomphali es ademas capaz de discriminar dentro de un
mismo estado entre distintos tamafios de hospedador, de tal manera que destina
la puesta a las cochinillas de mayor talla. Esta capacidad de seleccion es sobre
todo evidente entre las cochinillas en el estado de hembra joven, donde se
observa que de todas las cochinillas disponibles escoge para poner los huevos
las que presentan un escudo mayor. Esta preferencia por un hospedador de
escudo mayor parece indicar que la informacién que ofrece el escudo es la
responsable de que el parasitoide, tras iniciar la secuencia de tamborileo y giro,
acabe aceptandolo para la puesta siempre que, tras inspeccionarlo, resulte ser
adecuado. Rosenheim y Rosen (1991) observaron que A. /ingnanensis también
parecia guiarse por el area del escudo mas que por el area del cuerpo a la hora
de realizar la puesta, destinando un mayor nimero de huevos a los

hospedadores con un mayor tamafio de cubierta.

Por el contrario, las picaduras de alimentacion las realiza sobre los dos
hospedadores de menor tamafio y s6lo en un caso puntual utiliza un hospedador
de gran talla para la alimentacién. Este hecho coincide con la observacion de
Flanders (1951) que indicaba que A. chrysomphali utilizaba los estados
larvarios mas jovenes para realizar las picaduras alimenticias. La eleccion de
una hembra joven para alimentarse es cuanto menos un comportamiento raro
cuando la hembra del parasitoide tiene diferentes calidades de hospedadores
para escoger. Las experiencias realizadas en otras especies de Aphytis en las
que obligan al parasitoide a realizar la puesta y la alimentacion sobre un

hospedador de gran tamafio son poco realistas (Mc Laren, 1976; Rosenheim y
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Rosen, 1991; Collier et al., 1994), ya que el comportamiento del adulto puede
verse modificado al no ser el hospedador utilizado para realizar las picaduras
de alimentacion. Cuando se ofrece dos tamafios diferentes de hospedador a A.
lingnanensis 'y A. melinus, siempre utilizan los de menor tamafio para
alimentarse y los de mayor talla para la puesta (Abdelrahman, 1974a; Reeve,
1987; Walde et al., 1989; Rosenheim y Rosen, 1992; Heimpel y Rosenheim,
1995). Casas et al. (2004) demostraron que A. melinus se alimentaba tan solo
de los dos primeros estados larvarios y destinaba la puesta al estado de hembra

joven de la cochinilla cuando se le ofrecian simultdneamente los tres estados.

El hecho de que A. chrysomphali utilice los hospedadores de mayor
tamafio para la puesta y los de menor tamaio para la alimentacion, coincide por
tanto con lo observado para otras especies de Aphytis, ademas de comportarse
tal y como predice el modelo de McGregor (1997). Por tanto, el
comportamiento observado en campo donde A. chrysomphali se encuentra
sobre un hospedador de menor calidad como es el segundo estado larvario
macho, probablemente se deba atribuir a otras causas y no a una cuestion de
preferencia, dado que es capaz de discernir entre varios tamafios de

hospedador.

El niimero de huevos en los ovarios de la hembra no alter6 el orden de
preferencia del parasitoide para realizar la puesta. Independientemente de la
carga de huevos siempre escogio el estado de hembra joven. Sin embargo, y en
contra de lo esperado, las hembras con un bajo nimero de huevos en los
ovarios destinaron un porcentaje elevado de los huevos puestos (33%) a
hospedadores de calidad intermedia (segundo estado larvario hembra). Luck y
Nunney (1999) indicaron que a medida que el nimero de huevos en los ovarios
se reduce a través de la puesta y la hembra percibe que tiene un niimero de
huevos limitado, el parasitoide se vuelve mas selectivo a la hora de escoger un
hospedador para la puesta. Esto se cumple en varias especies del género
Aphytis (Rosenheim y Rosen, 1991; Collier, 1995a y b; Heimpel y Rosenheim,
1995; Heimpel y Collier, 1996). Por otro lado, McGregor (1997) predijo que la
puesta en hospedadores de baja calidad tenia lugar cuando el nimero de huevos
en los ovarios era muy bajo y cuando los hospedadores de elevada calidad eran
escasos. En las experiencias realizadas, el adulto disponia de hospedadores de

elevada calidad para realizar la puesta. El hecho de que un porcentaje
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importante de huevos los destine a un hospedador de tamafio intermedio apunta
a que cuando la carga de huevos es baja, las hembras de 4. chrysomphali no
son tan selectivas como otras especies del género Aphytis, y por tanto no llegan

a maximizar la eficacia ganada por huevo puesto.

El estado escogido para realizar las picaduras de alimentacion si que
vari6 en funcidon de la carga de huevos. El parasitoide fue mas selectivo con
cargas de huevos bajas, destinando a la alimentacion los hospedadores de
menor tamafio. Cuando el nimero de huevos en los ovarios fue elevado utilizd
un hospedador de calidad intermedia e incluso lleg6 a utilizar un hospedador de

gran tamano (hembra joven).

Si bien el nimero de huevos en los ovarios no afectd en la eleccion del
hospedador para la puesta, si que se observo el efecto de la carga de huevos en
el comportamiento realizado ante un hospedador. EI nimero de hembras que
realizaron puesta y el nimero de huevos puestos por hembra se increment6 con
el nimero de huevos en los ovarios. El nimero de hembras que realizaron
picaduras de alimentacién también aumenté con la carga de huevos. Todas las
hembras con una carga elevada de huevos se alimentaron de la cochinilla y en
un porcentaje elevado de los casos fue tras haber realizado la puesta. Sin
embargo, también se dio la circunstancia de hembras con esta carga de huevos
que primero se alimentaron y después realizaron la puesta. Esto ultimo parece
contradecir hasta cierto punto las suposiciones realizadas por Rosenheim y
Rosen (1992). Estos autores indican que los parasitoides con un numero
elevado de huevos en los ovarios son mas propensos a realizar la puesta que a
alimentarse, dado que pueden haber alcanzado su capacidad maxima de
almacenamiento, y por tanto el hecho de alimentarse, y como consecuencia de
madurar nuevos huevos, dependera de que tengan la oportunidad de realizar la

puesta (Rosenheim y Rosen, 1992).

Por tanto, las picaduras de alimentacion en las hembras de A.
chrysomphali no son necesarias para la puesta inicial. La mayor parte de las
hembras que tenian un numero elevado de huevos en los ovarios primero
realizod la puesta y posteriormente la alimentacion, llegando incluso a poner tres
huevos antes de alimentarse. Esto permite clasificar a esta especie como
autdégena dentro de las divisiones que establecio Jervis (1986), en contrapo-

sicion a las especies anautogenas que requieren alimentarse previamente para
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poder realizar la puesta. Los recursos necesarios para producir estos primeros
huevos proceden de las reservas acumuladas durante el periodo larvario, y por
tanto son dependientes del tamafio de hospedador del cual proceden (Jervis et
al., 2001) y de la movilizacion de los depositos de grasa que puedan tener en el
cuerpo (Sandlan, 1979).

Las hembras con una carga baja de huevos (0-3) y que realizaron la
puesta retuvieron en los ovarios un minimo de un huevo, a pesar de que en la
arena de observacidon aun quedaban cochinillas sin parasitar. Este
comportamiento no se ha observado en otras especies de su mismo género. En
A. aonidiae se ha observado que las hembras pueden llegar a quedarse sin
huevos durante el dia (Heimpel et al., 1998; Heimpel y Rosenheim, 1998), y el
mismo comportamiento se ha descrito para 4. melinus y A. lingnanensis
(Fernando y Walter, 1999; Casas et al., 2000). El hecho de mantener al menos
un huevo en los ovarios quizas le pueda permitir superar el estrés alimenticio e
iniciar la exploracion de otras zonas en busca de nutrientes o nuevos
hospedadores. Por otro lado, las hembras de A. chrysomphali necesitaron un

minimo de dos huevos maduros para iniciar la puesta.

Del mismo modo que existe un numero minimo de huevos para iniciar
la puesta, cuando la hembra no tiene huevos maduros en los ovarios parece
inhibirse el comportamiento de alimentacion. El parasitoide, cuando emerge
sin ningin huevo maduro requiere de un periodo de inactividad, antes de
iniciar cualquier comportamiento sea de puesta o de alimentacion. Esto mismo
se ha descrito en otras especies de parasitoides sinovigénicos (Heimpel y
Collier, 1996). En A. melinus las picaduras de alimentacion estaban asociadas
con un bajo nimero de huevos pero muy rara vez con la ausencia de huevos
maduros (Collier et al., 1994; Collier, 1995b). Aphytis melinus se alimentaba
cuando el nimero de huevos en los ovarios era de dos, con un maximo de
cinco, nunca en los dos primeros encuentros y solo cuando el nimero de
huevos en los ovarios se habia reducido notablemente (Collier et al., 1994).
Posteriores estudios revelaron que también se producia la alimentacion en esta
especie hasta con un maximo de ocho huevos (Collier, 1995b). Aphytis
chrysomphali, al igual que A. melinus, fue capaz de alimentarse hasta con ocho
huevos en los ovarios y la media se situ6 en cinco huevos en los ovarios. Sin

embargo, a diferencia de A. melinus, A. chrysomphali es capaz de alimentarse
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antes de parasitar, incluso a pesar de portar en sus ovarios hasta nueve huevos.
Las diferencias encontradas entre las dos especies podrian deberse a que los
hospedadores escogidos por Collier et al. (1994) para realizar el ensayo fueron
hembras jovenes. Este estado es utilizado preferentemente para la puesta y, en
menor medida, para realizar las picaduras, a no ser que tal y como Collier et al.
(1994) y Collier (1995b) detallan, la alimentacion se asocie con un niamero de
huevos tan reducido que necesiten alimentarse, aunque sea de hembras jovenes,

para madurar nuevos huevos.

Por otro lado, en A. chrysomphali se cumple que el nimero de huevos
interactua con la alimentacion: a medida que disminuye el nimero de huevos
maduros en los ovarios, aumenta la probabilidad de que se alimente del
hospedador. Esto mismo se observo para A. melinus (Collier et al., 1994;
Briggs et al, 1995; Heimpel y Rosenheim, 1995). Sin embargo, A.
lingnanensis no parece alterar su eleccion entre alimentarse y poner huevos en
respuesta al descenso en el nimero de huevos en los ovarios (Rosenheim y
Rosen, 1992). Collier et al. (1994), para justificar esta falta de relacion en A.
lingnanensis entre el numero de huevos en los ovarios de la hembra y las
picaduras alimenticias sugirieron que la causa se encontraba en el estado de
hospedador escogido en el ensayo. Rosenheim y Rosen (1992) utilizaron un
hospedador de baja calidad, estado que siempre prefieren para la alimentacion
y que, por tanto, era muy probable que este comportamiento no tuviera una
correlacion con el numero de huevos en los ovarios. En cambio, Collier et al.
(1994) ofrecian en su experimento dos hembras jovenes y demostraban que
cuando los dos hospedadores eran de alta calidad la alimentacion era sensible a
la carga de huevos. En nuestro estudio se ofrecieron simultaneamente al
parasitoide tres estados de diferente calidad para estudiar el efecto de la carga
de huevos en condiciones lo mas reales posibles. En esta situacion, A.
chrysomphali escogid aquellos de mayor tamafio para la puesta, al mismo
tiempo que respondid a una variacion en el nimero de huevos en los ovarios
cuyo descenso estuvo relacionado con la alimentacion. Por tanto se demuestra
que A. chrysomphali es capaz de responder selectivamente a las variaciones en
el nimero de huevos en los ovarios, incluso a pesar de que se le ofrezcan

segundos estados larvarios.
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Aphytis chrysomphali s6lo puso un huevo por cochinilla y por
encuentro. Abdelrahman (1974b) también observd que el nimero de
parasitoides solitarios en esta especie era mucho mas alto que en 4. melinus,
atribuyéndole una mayor capacidad para eliminar hospedadores a través de la
puesta. Este comportamiento permite maximizar la eficacia ganada por el
hospedador al no tener que compartir un mismo recurso entre varios
descendientes. Sin embargo, esta especie, al menos en condiciones de
laboratorio, parece ser incapaz de detectar en un plazo de tiempo breve que la
cochinilla ha sido previamente utilizada y vuelve a poner de nuevo mas huevos
sobre la misma cochinilla. Tanto en 4. melinus como en A. lingnanensis,
cuando la hembra pone mas de un huevo, es frecuente que lo haga sin
abandonar la cochinilla: tras la puesta del primer huevo, y tras un breve periodo
de descanso, inicia de nuevo el comportamiento de giro y tamborileo para
realizar la puesta del segundo huevo (Abdelrahman, 1974a; Luck et al., 1982;
Yu, 1986; Rosenheim y Rosen, 1991 y 1992; van Lenteren, 1994). En una
segunda visita tanto 4. melinus, A. lingnanensis como también A. coheni son
capaces de detectar externamente que ha sido parasitada sin necesidad de hacer
un examen externo minucioso y evitan realizar la puesta en un hospedador que
ha sido parasitado tanto por ellos mismos como por otras especies (van
Lenteren y DeBach, 1981; Luck et al., 1982; Luck y Podoler, 1985; van
Lenteren, 1994). En el caso de A. melinus, Abdelrahman (1974a) indicaba la
presencia de unas marcas externas dejadas por las hembras del parasitoide que
repelian a otras especies del mismo género durante un periodo de al menos tres
o cuatro horas. Si estas pistas externas desaparecian, y otra hembra iniciaba el
ataque, segun este autor, el parasitoide reconocia unas marcas internas que
evitaban la puesta del huevo. Sin embargo, Yu (1986) indica que A. melinus
solo superparasita si el hospedador ha sido parasitado en un periodo inferior a
24-48 horas. El hecho de que 4. chrysomphali parasite repetidas veces una
misma cochinilla pero en sucesivas visitas sugiere que o bien no realiza ningiin
tipo de marca externa (feromonas especificas) o interna (inyeccion de
sustancias, cambios fisicos del hospedador, cambios en la hemolinfa), o que las
marcas externas son muy débiles y las internas no son suficientes como para
evitar que vuelva a realizar la puesta. Esto supondria que esta especie, a
diferencia de lo observado en sus congéneres, presente una capacidad de

discriminacion del hospedador muy baja, entendida ésta como la capacidad de
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un parasitoide para evitar atacar u aceptar un hospedador potencial que
previamente haya sido parasitado, ademas de evitar la busqueda en ambientes
que ya han sido explotados por otros Aphytis (Vinson, 1976). No obstante, en
la mayor parte de los casos, las cochinillas utilizadas para la puesta de mas de
un huevo eran las cochinillas de mayor tamafio, pertenecian al estado de
hembra joven y en el momento de la experiencia las hembras del parasitoide
tenian un nimero elevado de huevos en los ovarios. Cuando la carga de huevos
era baja solo se encontrd uno por cochinilla. Quayle (1911) también observo la
presencia de mas de un huevo por cochinilla cuando el hospedador era una
hembra joven, si bien no puntualizo si la puesta tenia lugar en una o varias
visitas. En A. lingnanensis un numero elevado de huevos por cochinilla se
asocido con un aumentd en el nimero de huevos en los ovarios y con un
aumento del tamafo del hospedador (Rosenheim y Rosen, 1991 y 1992). En A4.
melinus, Reeve (1987) solo encontré dos o mas huevos cuando el hospedador

era hembra joven.

Por otro lado, e independientemente del uso que le dé a la cochinilla
(que la ignore, la parasite o se alimente), A. chrysomphali inspecciona con
mayor frecuencia el estado de hembra joven frente a los segundos estados
larvarios, que fueron examinados por igual. Casas et al. (2004) encontraron un
resultado idéntico en A. melinus. Sternlicht (1973) observd que tanto A.
melinus como A. coheni mostraban una respuesta direccional positiva hacia las
hembras jovenes e indicd que probablemente era por el “olor” que desprendian.
Este aroma posteriormente se ha asociado con un componente kairomonal de la
cubierta de la cochinilla que juega un papel muy importante en el parasitismo
por A. melinus (Hare et al., 1993). En funciéon de la concentracion de
kairomona, esta especie es capaz de diferenciar los distintos estados (Hare et
al., 1993; Morgan y Hare, 1997). Luck y Uygun (1986), utilizando discos de
papel humedecidos con el extracto del escudo de la cochinilla, conseguian una
respuesta inmediata de 4. melinus, mientras que A. chrysomphali no parecia
verse atraido. Probablemente, al trabajar con el hospedador real, y sobre todo
en un ambiente limpio de otros componentes olorosos, 4. chrysomphali si que
seria capaz de detectar este componente kairomonal, y podria discriminar entre
los distintos estados, aunque quiza no con tanta intensidad como se observa en

A. melinus. No obstante, una vez se encuentra sobre la cochinilla, el siguiente

— 284 —



ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS DE APHYTIS CHRYSOMPHALI

factor que juega un papel importante en la seleccion del hospedador es el

tamafio del escudo.

Todos los trabajos de comportamiento realizados en el género Aphytis,
en los cuales se ha estudiado la duraciéon de la secuencia de puesta, se han
realizado sobre hembras jovenes, a excepcion del trabajo realizado por Casas et
al. (2004) en la especie A. melinus, donde incluyeron ademés primeros y
segundos estados larvarios ademas de hembras jovenes muertas. El estado del
hospedador puede jugar un papel importante en la composicion de especies de
parasitoides, y por tanto en la regulacion de la plaga, debido a que distintos
tiempos de manejo de puesta y alimentacion pueden implicar que un
parasitoide predomine mas que otro al utilizar antes los estados disponibles.
Esta diferente velocidad de manejo en funcion del estado se ha observado en
otras especies de himenopteros parasitoides (Hagler et al., 2004; Ardeh et al.,
2005), y se cumple en 4. chrysomphali, tanto en el comportamiento de puesta
como en el de alimentacion. La hembra de A. chrysomphali tardd un menor
tiempo en realizar la puesta (tiempo total de manejo) cuando el hospedador era
un segundo estado larvario hembra que cuando era una hembra joven. Esta
mayor duracion sobre el estado de hembra joven probablemente se debid a que
invirtid6 un mayor periodo de tiempo en el examen externo, perforacion y
preparacion interna, que cuando el hospedador era de menor tamafio. En las
cochinillas macho, a pesar de que el tiempo que invirti6 en los comportamien-
tos previos a la puesta fueron mayores o similares a los de la hembra joven,
necesitd un menor nimero de repeticiones de cada comportamiento para

realizar la puesta.

Los valores obtenidos para A. chrysomphali de tiempo total de manejo
para la puesta y sobre el estado de hembra joven fueron ligeramente mayores
(401,6 segundos) que los ofrecidos por Mc Laren (1976) para esta misma
especie y sobre este mismo estado (380 segundos). Si bien los wvalores
indicados por este autor representan el minimo tiempo que tardaria la hembra
en realizar la puesta: en el presente estudio, considerando los mismos factores,
el tiempo total de manejo seria de 256,2 segundos. Este minimo tiempo se
obtendria cuando cada comportamiento sucediese al siguiente dentro de la
secuencia de puesta sin tener que repetir ningin paso. Estos dos valores de

manejo (considerando el promedio en nuestra especie) fueron mayores que los
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obtenidos por van Lenteren (1994) para A. melinus (260,4 segundos), A.
lingnanensis (166,7 segundos) y 4. coheni (183,5 segundos). Mc Laren (1976)
obtuvo unas duraciones mayores (338 segundos) para A. melinus sobre el
mismo estado, al igual que Casas et al. (2004), que también encontraron unos
valores mucho mas elevados (401,3 segundos) que los obtenidos por van
Lenteren y que coinciden con los valores presentados por nosotros para A.
chrysomphali. Por tanto, el tiempo de manejo sobre una hembra joven
requerido por A. chrysomphali fue mayor que para cualquiera de las otras tres
especies de Aphytis estudiadas, y en concreto que la de A. melinus,
considerando los valores ofrecidos por van Lenteren (1994) y por Mc Laren
(1976). Esto indicaria que a igualdad de condiciones, 4. melinus seria capaz de
poner los huevos a una velocidad mayor que A. chrysomphali y de este modo
podria disponer de los hospedadores de mayor tamafio antes que A.
chrysomphali. Sin embargo, los datos ofrecidos por Casas et al. (2004) apuntan
que A. melinus y A. chrysomphali, en igualdad de condiciones, requieren el
mismo tiempo para manipular el hospedador. Esto supondria que las
diferencias encontradas en campo en el uso de distintos estados del hospedador
no serian debidas a una velocidad de manejo distinta, tal y como sugiere Mc
Laren (1976) como una de las posibles causas de la presencia en distintos
estados. La diferencia entre el trabajo ofrecido por van Lenteren (1994) y Mc
Laren (1976) y el realizado por Casas et al. (2004) y nosotros, reside en los
estados ofrecidos al hospedador: el primer grupo de autores solo ofrece al
parasitoide el estado de hembra joven, mientras que en nuestro caso y en el de
Casas et al. (2004), la hembra de Aphytis dispone de un rango mucho mas
diverso de hospedadores. Este hecho podria justificar las diferencias en los
tiempos de manejo encontrados. Por otro lado, Casas et al. (2004) no
obtuvieron en su ensayo ningun huevo sobre primeros y segundos estados
larvarios, por lo que no es posible comprobar si también comparten la

reduccidn en tiempo obtenida sobre estos estados en A. chrysomphali.

Por otro lado las duraciones obtenidas en este ensayo de cada uno de
los comportamientos que componen la secuencia de puesta de A. chrysomphali
no difieren en gran medida de las de 4. melinus, A. lingnanensis y A. coheni
(van Lenteren, 1994). Aphytis chrysomphali fue la especie, de las cuatro, que
menos tiempo tardo en perforar el escudo, pero sin embargo permanecid mas

tiempo con el ovopositor dentro del escudo y del cuerpo que A. coheni y que A.
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lingnanensis pero menos que A. melinus. Los valores de los distintos comporta-
mientos que ofrece Mc Laren para A. chrysomphali dificilmente se pueden
comparar con los obtenidos en este ensayo o con los de van Lenteren (1994).
Los comportamientos descritos por Mc Laren (1976), a excepcion del giro y
tamborileo (donde consigue valores inferiores al presente estudio) y de la
perforacion del escudo (donde obtiene casi el doble de tiempo) son diferentes a
los presentados en otros trabajos y en este estudio. Algo similar sucede con los
datos ofrecidos por Casas et al. (2004), que agrupan todos los comportamientos
y resumen toda la secuencia a tamborileo, comprobacion interna del estado del

hospedador y puesta o alimentacion.

El tiempo total de manejo invertido en la alimentacién sobre el
segundo estado larvario hembra fue menor que el necesitado para alimentarse
del segundo estado larvario macho pero en cualquier caso superior (hasta 8
minutos mas) al requerido para realizar la puesta, hecho que denota la
importancia que tiene este comportamiento en distintos aspectos de la biologia
del adulto, pero sobre todo en la maduracidon de nuevos huevos. Casas et al.
(2004) agruparon el segundo estado larvario hembra y macho en un s6lo estado
y obtuvieron un tiempo de manejo de 623 segundos en la especie A. melinus,
tiempo superior al obtenido en el segundo estado larvario hembra de A.
chrysomphali (571 segundos), pero inferior al obtenido sobre un segundo
estado larvario macho (921 segundos). En el unico caso en el que la
alimentacion tuvo lugar sobre la hembra joven fue tras repetidas secuencias de
giros, perforaciones y manipulaciones internas alcanzando un tiempo total de
manejo de 1514 segundos. Rosenheim y Rosen (datos no publicados en
Rosenheim y Rosen, 1992) también observaron que cuando el adulto de
Aphytis se alimentaba de este estado siempre era tras repetidas secuencias de

giros, perforaciones y manipulaciones internas.

El nimero de huevos en los ovarios también modificé el comporta-
miento de A. chrysomphali. El adulto exhibi6 unas mayores intensidades de
busqueda (menor tiempo fuera de la cochinilla) cuanto mayor fue la carga de
huevos. Un comportamiento similar se ha descrito para A. lingnanensis
(Rosenheim y Rosen, 1992). Por otro lado, el tiempo que tard6 A.
chrysomphali en realizar la secuencia completa de puesta estuvo relacionado

inversamente con la carga de huevos, pero no la alimentacion. La misma
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relacion se observo para la puesta y para la alimentacion en A. lingnanensis
(Rosenheim y Rosen, 1991 y 1992). Sin embargo, mientras A. chrysomphali
tard6 789,12+107,74 segundos en alimentarse de la cochinilla, A. lingnanensis
dedicé menos tiempo a la alimentacion (622,80+£168,60 segundos) (Rosenheim
y Rosen, 1992). El nimero de huevos en los ovarios también afectdo a la
velocidad con la que 4. chrysomphali realizoé cada uno de los comportamientos
de puesta. A excepcion del tiempo que estuvo preparando la cochinilla para la
puesta (ovopositor dentro) y las distintas pausas, el resto de comportamientos
fue mas rapido cuando la carga de huevos fue alta. En cualquier caso, y al igual
que sucede con A. lingnanensis (Rosenheim y Rosen, 1992), el numero de
huevos en los ovarios parece afectar mas al tiempo total de manejo, que a un

comportamiento concreto dentro de la secuencia de puesta.

Jervis y Kidd (1986) diferenciaron cuatro tipos de alimentacion:
alimentacion destructiva donde tras la picadura de alimentacion se provoca la
muerte del hospedador; alimentacion no destructiva cuando el hospedador
sobrevive a la alimentacion; alimentacidon coincidente, cuando las picaduras
tienen lugar en el mismo hospedador en el que se ha realizado la puesta y
alimentacion no coincidente, donde la alimentacién tiene lugar en un
hospedador distinto al que se ha realizado la puesta. La alimentacion no
destructiva puede ser coincidente y no coincidente mientras que la destructiva
suele ser no coincidente debido a que suele inutilizar al hospedador para el
desarrollo del parasitoide (Jervis y Kidd, 1986). La alimentacion en el género
Aphytis parece ser del tipo destructiva y no coincidente, es decir, utilizan un
hospedador distinto para la puesta y para la alimentacién, dejando el
hospedador tras las picaduras de alimentacion inservible para la puesta. En este
estudio, A. chrysomphali se ajustd a lo descrito para el género Aphytis y
present6 un tipo de alimentacion y puesta de tipo destructivo y no coincidente
sensu Jervis (1986). Tan so6lo se dio una situacion en la que el parasitoide
utiliz6 la misma cochinilla primero para la puesta y después para la
alimentacion, dejadndola inservible para el desarrollo del parasitoide. Sin
embargo, en este caso el parasitoide habia abandonado la cochinilla antes de
realizar el siguiente comportamiento, no pudiendo considerar este
comportamiento como alimentacion destructiva y coincidente. Por el contrario,
en A. melinus y en A. lingnanensis se han descrito algunos casos en los que la

alimentacion y la puesta tienen lugar en el mismo hospedador sin que por ello
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afecte al desarrollo de la descendencia (Heimpel y Rosenheim, datos no
publicados en Heimpel et al., 1994), mientras que DeBach y Sundby (1963)
citan que en aquellos casos en los que la puesta y la alimentacion de 4. melinus
fue coincidente, la descendencia no logrdé desarrollarse. La alimentacion
destructiva y coincidente no es un comportamiento adaptativamente util dado
que, aun en el caso de que la descendencia sobreviva, el tamafio del parasitoide
se vera afectado al tener menor cantidad de nutrientes. Y desde el punto de
vista del control bioldgico, este comportamiento causa un menor efecto sobre

la plaga de cochinillas.

Por otro lado y en relacion con la alimentacion, en todas las ocasiones
en las que A. chrysomphali se alimento, localiz6 el orificio realizado con el
ovopositor con un movimiento de antenas caracteristico, que consistio en
pequetios golpes con el extremo distal de las antenas sobre la superficie de la
cochinilla. Una vez localizado el orificio, acercaba la cabeza y con las piezas
bucales acababa de delimitar el lugar exacto por donde salia la hemolinfa. Este
comportamiento es similar al descrito por van Lenteren (1994) para A. melinus.
Sin embargo, Mc Laren (1976) no observd este comportamiento en A.
chrysomphali e incluso llegd a afirmar que era una diferencia que permitia
separar a las dos especies. Al igual que tampoco observé un examen externo de
la cochinilla antes de alimentarse. En el presente estudio, en todos los casos en
los que tuvo lugar la alimentacion se dio un tamborileo con las antenas y giro
para localizar el orificio donde perforar y posteriormente alimentarse. Esta
diferencia de comportamiento es dificil de explicar aunque podria deberse a la
disparidad de estados de hospedador empleados (hembra joven en el caso de
Mc Laren (1976)).

El punto escogido en el escudo para realizar la picadura de puesta o de
alimentacion no ha sido investigado en ninguna de las especies de Aphytis. Una
excepcion es el estudio realizado por Mc Laren (1976) para A. chrysomphali y
A. melinus, que analizdé qué parte del escudo preferian, pero sin mencionar el
comportamiento que seguia a la perforacion. Para ello dividia el escudo en dos
mitades, anterior o posterior, considerando la regioén anterior donde estaba el
pigidio de la hembra joven. En cambio, en este estudio se muestra que la
importancia del lugar elegido reside en el comportamiento que posteriormente

se vaya a realizar: A. chrysomphali escogi6 las zonas mas distantes de la regioén
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central anaranjada del escudo para realizar la puesta, mientras que se decanto
por las zonas mas proximas a esta region cuando quiso alimentarse. Este
comportamiento puede estar relacionado con la regioén de la cochinilla en la
que deposita el huevo: 4. chrysomphali pone la mayor parte de los huevos en la
region ventral del cuerpo de la cochinilla, a diferencia de A. melinus que, en
funcion del sexo de la descendencia, lo deposita ventral o dorsalmente (Quayle,
1911; Abdelrahman, 1974a; Mc Laren, 1976). En el presente estudio, todos los
huevos fueron puestos en la region ventral del cuerpo de la cochinilla. Si se
tiene en cuenta que el cuerpo de la cochinilla en el estado de hembra joven y en
el segundo estado larvario hembra suele encontrarse justo debajo de la region
anaranjada del escudo de la cochinilla, cualquier perforacion que se realice en
esta zona, o en sus inmediatas proximidades, dificultaria el acceso del
ovopositor a la region ventral del cuerpo de la cochinilla. Por ello, A.
chrysomphali parece escoger las regiones mas alejadas de esta porcion
anaranjada para realizar la puesta, dado que le resulta mas facil acceder con el
ovopositor a dicha region ventral. Sin embargo, cuando realiza las picaduras de
alimentacion el objetivo es otro muy distinto: que la hemolinfa del cuerpo de la
cochinilla fluya hacia el exterior. Con tal finalidad, tras perforar el escudo y el
cuerpo, construye un tubo de alimentacion con una sustancia viscosa proce-
dente del ovopositor. Este tubo permite unir el cuerpo y el escudo de modo que
la hemolinfa sale gracias a la accion capilar y/o a la presion interna del cuerpo
de la cochinilla (Jervis y Kidd, 1986; Rosenheim y Heimpel, 1994). Por tanto,
cuanto mas proxima sea la perforacion al cuerpo de la cochinilla, con mayor
facilidad se conseguira que fluya la hemolinfa hacia el exterior. De ahi el
comportamiento observado en muchas ocasiones de intentar atravesar con el
ovopositor la region anaranjada central del escudo, region que por sus caracte-
risticas de dureza resulta casi imposible que la penetren, pero que coincidiria

con el lugar mas adecuado para conseguir una alimentacion perfecta.

En cualquier caso, y para concluir este capitulo dedicado a conocer los
detalles bioldgicos que guian los comportamientos de puesta y de alimentacion
de Aphytis chrysomphali, tan s6lo remarcar que de la capacidad que tenga esta
especie para discriminar acertadamente el tamafio del hospedador, y responder
en consecuencia, dependera o no el éxito de su progenie. Resulta muy notable
observar como en este sentido hay especies mucho mas eficaces que otras, con

una mayor capacidad de diferenciar con seguridad y rapidez al hospedador mas
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conveniente. Los mecanismos discriminatorios que se utilizan, han sido
valorados en gran parte en todo este capitulo; no obstante, es muy posible que
aun queden muchos otros elementos selectivos, que tan so6lo con un analisis
mas profundo y seguido seremos capaces de entender y de valorar

adecuadamente.
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5.3. Efecto de la bacteria Wolbachia

en los pardmetros reproductivos

de Aphytis chrysomphali

5.3.1. Introducciéon

El género Wolbachia pertenece a la familia Rickettsiaceae dentro de la
subdivision o de las Proteobacterias (O’Neill et al., 1992). Son bacterias
intracelulares gram-negativas que se localizan fundamentalmente en los tejidos
reproductivos (ovarios y testiculos) de un gran nimero de artropodos y
nematodos y se transmiten de la hembra a su descendencia a través del
citoplasma del ovocito (transmision vertical) (Stouthamer et al, 1993;
Stouthamer y Werren, 1993; Werren et al., 1995a; Werren, 1997a; Gottlieb et
al., 1998; Floate et al., 2006 ). No obstante, también se han detectado en los
tejidos somaticos de distintos hospedadores (Dobson et al., 1999) y se han
descrito casos de transmision horizontal (Werren et al., 1995a; Van Meer et al.,
1999; Vavre et al.,, 1999; Huigens et al., 2000). Se estima que Wolbachia
infecta entre el 15% y el 76% de todas las especies de artropodos, ademas de
isopodos y nematodos (Werren et al., 1995b; Werren, 1997a; Jeyaprakash y
Hoy, 2000; Werren y Windsor, 2000; Bordenstein et al., 2001; Floate et al.,

2006), hasta el extremo de poder afirmar que se trata de la bacteria
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endosimbionte mas abundante y extendida (Werren et al., 1995b). Si bien hasta
el momento solo se ha encontrado asociada con los tejidos reproductivos y
somaticos de invertebrados, no se puede asegurar con certeza que no cause

enfermedades en vertebrados (Werren et al., 1995a y b).

Wolbachia puede causar un gran nimero de alteraciones reproductivas
en sus hospedadores en funcién de la raza (algunas no causan alteraciones
reproductivas), del taxén infectado (insecta, aracnida, nematoda o isopoda) y
del sistema genético del hospedador (tipo de reproduccioén) (Johanowicz y
Hoy, 1998). Se han descrito cuatro fendmenos asociados a la presencia de
Wolbachia:

— Incompatibilidad citoplasmica: Es la alteracion reproductiva mas
comun asociada a Wolbachia. Ocurre principalmente entre razas
infectadas y no infectadas. Este fenomeno se ha observado en muchas
especies de insectos, isOpodos y en varios acaros (Breeuwer y
Werren, 1990; O’Neill et al., 1992). La raza de Wolbachia que induce
la incompatibilidad citoplasmica provoca que el citoplasma del
esperma infectado sea incompatible con el citoplasma del 6évulo no
infectado, incompatibilidad que habitualmente implica una muerte
zigotica en especies diploides o la produccion de machos en especies
haplodiploides (Stouthamer et al., 1993; Werren, 1997a). La incom-
patibilidad citoplasmica puede ser unidireccional o bidireccional. La
incompatibilidad unidireccional tiene lugar cuando el esperma de un
macho infectado no puede fertilizar con éxito évulos de hembras no
infectadas, mientras que el cruce reciproco (hembras infectadas con
machos no infectados) es normal. La incompatibilidad bidireccional
se produce cuando el macho y la hembra tienen razas distintas de
Wolbachia que son incompatibles entre ellas (Werren, 1997a;
Bordenstein et al., 2001).

— Feminizacion de individuos genéticamente machos en individuos
fenotipicamente hembras (Rousset et al., 1992). El caso mas
estudiado es el del isopodo Armadillium vulgare Latreille. El sexo en
este crustaceo estd determinado por la accion de una hormona
masculina que suprime el desarrollo de la hembra. La bacteria en este

caso actua suprimiendo la glandula androgénica que produce esta
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hormona, convirtiendo individuos cromosdémicamente machos en
hembras reproductivamente competentes. Las isépodos infectados
producen una descendencia exclusivamente de hembras o altamente
desviada hacia las hembras, dando lugar a linajes de isépodos que son
cromosomicamente machos pero funcionalmente hembras (Rigaud y
Rousset, 1996).

— Induccion de la partenogénesis: Las hembras infectadas producen
descendencia hembra sin la necesidad de que el macho fertilice el
ovocito. Este tipo de alteracion reproductiva provocada por
Wolbachia parece ser la responsable de la partenogénesis, sin base
genética, observada en un gran nimero de himenodpteros (Stouthamer
et al., 1990a; Stouthamer et al., 1993; Stouthamer y Werren, 1993;
Zchori-Fein et al., 1995; Huigens y Stouthamer, 2003). No obstante,
esta alteracion no parece ser exclusiva de este grupo de artropodos al
haberse localizado en otros 6érdenes como coledpteros (Werren et al.,
1995a), tisanopteros (Arakaki et al., 2001) y dacaros del género
Bryobia (Weeks y Breeuwer, 2001). También se ha descrito este tipo
de reproduccion en especies en las que no ha sido posible identificar
ni esta bacteria ni ningln otro microorganismo (partenogénesis
irreversible) (Stouthamer et al., 1990b), y otros casos en los que una
bacteria endosimbionte diferente parece ser la responsable de la
telitoquia (Argov et al., 2000; Zchori-Fein et al., 2001; Weeks et al.,
2003).

— Muerte de los machos y alteracion del comportamiento de copula:
Este fendbmeno se ha observado en el lepidoptero nimfalido Acraea
encedon (L.) en Africa. En esta especie, en ausencia de la bacteria, la
relacion de sexos en la descendencia es de un macho por cada hembra
(1:1). Sin embargo, cuando esta presente la bacteria, el porcentaje de
sexos se desvia a todo hembras, debido a que la bacteria destruye el
huevo macho durante la embriogénesis. Ademas, el comportamiento
durante la copula de la hembra infectada con Wolbachia cambia,
pasando de ser un comportamiento individual (macho-hembra), a
agregarse todas las hembras para conseguir ser copuladas por los

escasos machos (Hurst et al., 1999). Este fenomeno de muerte de los
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machos también se ha descrito en otros lepiddpteros como Acraea
encedana Pierre y Hypolimnas bolina (Fabricius), en coccinélidos
como Adalia bipunctata (L.) (entre otros) y ademas en el género
Drosophila Fallen (Fialho y Stevens, 2000; Hurst et al., 2000; Jiggins
et al., 2000; Stevens et al., 2001; Hurst et al., 2003; Charlat et al.,
2005). Recientemente se ha detectado este efecto en el pseudo-

escorpion Cordylochernes scorpioides (L.) (Zeh'y Zeh, 2006).

A parte de las cuatro alteraciones reproductivas descritas se han
observado otros efectos asociados a la presencia de la bacteria en el hospedador
que oscilan desde la simbiosis obligatoria hasta la letalidad. En estos casos

dichos efectos afectan, por lo general, a un género en concreto:

— Simbiosis obligatoria: En el braconido Asobara tabida (Nees), la
bacteria Wolbachia es necesaria para la oogénesis de la hembra. Si se
elimina mediante tratamiento antibiotico, se inhibe la maduracion de

nuevos ovocitos en los ovarios y por tanto la reproduccion (Dedeine et
al., 2001).

— Aumento de la fecundidad del hospedador: Este efecto se ha
descrito en el parasitoide Trichogramma bourarachae Pintureau y
Babault, donde la presencia de la bacteria se encuentra asociada con
un aumento en la fecundidad (Girin y Boulétreau, 1994 y 1995).
Recientemente se ha observado que en el taquinido Exorista
sorbillans Wiedemann, parasitoide del gusano de seda Bombyx mori
(L.), la bacteria también estd asociada, junto a otros efectos, con un
aumento de la fecundidad, reduciéndose drasticamente al suprimirla

mediante antibidticos (Puttaraju y Prakash, 2005).

— Posible letalidad: En Drosophila melanogaster Meigen se ha
observado que provoca la degeneracion de los tejidos, incluido
cerebro, retina y musculo, culminando en una muerte temprana de los
adultos (Min y Benzer, 1997). Este es el unico caso descrito hasta el
momento en el que la relacion del hospedador y la bacteria es

virulenta.
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De todas estas alteraciones reproductivas descritas, la que con mayor
probabilidad podria afectar a Aphytis chrysomphali es la induccién de la
partenogénesis, dado que la presencia de los machos en esta especie es un
fenomeno raro y se ha detectado Wolbachia en sus células (Gottlieb et al.,
1998).

Induccion de la partenogénesis

En 1990, Stouthamer et al. descubrieron que la partenogénesis telitoca
de algunas razas de Trichogramma podia ser remediada con antibidticos, de tal
manera que, tras su aplicacion, se revertia el porcentaje de sexos de la progenie
pasando a producir exclusivamente machos (Stouthamer et al., 1990a). Y el
mismo efecto se conseguia con tratamientos térmicos, al eliminar, en los dos
casos, a los microorganismos implicados en la partenogénesis (Stouthamer y
Luck, 1991). Trabajos posteriores revelaron que estos microorganismos eran
bacterias endosimbiontes pertenecientes al género Wolbachia (Rousset et al.,
1992; Stouthamer et al., 1993; Stouthamer y Werren, 1993) y que podian ser
facilmente vistas con métodos citogenéticos en los tejidos reproductivos de las
hembras (Stouthamer y Werren, 1993).

Las razas de Wolbachia que inducen la partenogénesis posteriormente
se han encontrado en un amplio grupo de parasitoides pertenecientes a los
géneros  Aphytis, Apoanagyrus, Diplolepis, Encarsia, Leptopilina,
Muscidifurax y Trichogramma (Stouthamer et al., 1993; Werren et al., 1995a;
Zchori-Fein et al., 1995; Gottlieb et al., 1998; Plantard et al., 1998; De Barro y
Hart, 2001), y en todos ellos la alteracion reproductiva era la misma, convertir
especies con un mecanismo de reproducciéon sexual en especies con una
partenogénesis telitoca obligada. Esto ha hecho que se considere a Wolbachia
como un pardsito reproductivo cuyo efecto en las hembras infectadas es la
produccion exclusiva de hembras sin necesidad de ser fecundadas (Stouthamer
et al., 1990a; Stouthamer et al., 1993).

El principal modo de infeccién de la bacteria de una generacion a la
siguiente es via materna (de madres a hijas), a través del citoplasma de los
ovocitos, de tal manera que se considera a los machos callejones sin salida. Un
estudio realizado en dos especies de Aphytis mostrd que los microorganismos

se multiplicaban en los ovarios dentro de las células nutricias y se trasladaban
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junto con otras sustancias maternas, a través de los puentes citoplasmaticos, a
los ovocitos que se estaban desarrollando. Posteriormente, estas bacterias
pasaban al polo posterior del 6vulo maduro, donde se localizaban en huevos
recién puestos (Zchori-Fein et al., 1998; Huigens y Stouthamer, 2003). No
obstante, no se descartan otros métodos de infeccion: en Trichogramma kaykai
Pinto y Stouthamer la transmision de la bacteria se producia via horizontal
cuando larvas sanas compartian una misma comida con larvas infectadas. Sin
embargo, el nuevo hospedador transmitiria la bacteria via materna a su
descendencia, iniciandose un nuevo ciclo (Huigens et al., 2000). Este tipo de
transmision horizontal se sospecha que pudo haber tenido lugar en algin
momento entre distintas especies del género Aphytis, al haberse encontrado
razas de Wolbachia idénticas en especies de Aphytis pertenecientes a grupos
filogenéticamente distantes, al dar el mismo arbol filogenético las secuencias
de dos genes diferentes de Wolbachia (16S rDNA y fstZ) y al tener los adultos
un cierto comportamiento gregario donde las relaciones entre distintas especies
de Aphytis son posibles (Zchori-Fein et al., 1995; Gottlieb et al., 1998).

Los mecanismos citogenéticos envueltos en la aparicion de hembras en
la descendencia sin que exista copula se pueden dividir en modificaciones
meidticas y postmeidticas. Cuando la bacteria es la responsable de la
diploidizacion, la modificacion es, sobre todo, de tipo postmeidtico (Huigens y
Stouthamer, 2003). Por lo general, la meiosis es normal tanto para especies
infectadas como no infectadas. En la profase de la primera division mitotica, el
numero haploide de cromosomas se dobla correctamente. Sin embargo, en la
anafase, los cromosomas, que de manera normal se separarian y migrarian cada
uno hacia un polo, en las especies infectadas con Wolbachia se mantienen
unidos formando un Unico ntcleo con dos juegos idénticos de cromosomas
haploides, es decir, se restaura la diploidia que implica el desarrollo de una
hembra partenogenética. Las subsiguientes divisiones mitdticas son idénticas
entre huevos infectados y no infectados (Werren, 1997a; Huigens y
Stouthamer, 2003). Este mecanismo es el proceso mas comin de diploidizacién
en huevos infectados con Wolbachia. Sin embargo, también se puede conseguir
la restauracion de la diploidia al completar la primera division mitotica, y
unirse los productos de los dos nucleos mitoticos (Huigens y Stouthamer,
2003).
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El hospedador infectado, ademés de ver modificado su mecanismo de
reproduccion, puede ver alterada su eficacia en funcion de la ruta de
transmision de la bacteria (vertical u horizontal), de la presencia de un
conflicto gendémico entre el hospedador y Wolbachia (poblacion mixta de
individuos infectados y no infectados) y de los costes fisiologicos que acarrea
estar infectado por una bacteria (Huigens y Stouthamer, 2003). La transmision
horizontal se suele dar entre pardsitos que no dependen de las capacidades
reproductivas de la hembra hospedadora, y por tanto son mas virulentos,
mientras que la existencia de una poblacion con individuos infectados y no
infectados suele ser un indicativo de la existencia de un conflicto genémico
(Werren, 1997b). Como consecuencia, la situacion mas “favorable” para el
hospedador serd aquélla en la que la infeccion se produzca via materna o
vertical (menor virulencia) y donde la bacteria se haya fijado en la poblacion
(menor conflicto). No obstante, que no afecte a la eficacia, no implica que no
exista un coste fisiologico, ya que la bacteria se encuentra presente en el

interior del hospedador.

En algunas especies del género Trichogramma, infectadas con
Wolbachia, se ha observado que coexisten individuos arrenotocos y telitocos.
Al tratar con antibioticos a los individuos telitocos, y comparar la fecundidad y
supervivencia de los inmaduros con la de los arrenotocos, se comprobaba que
la presencia de la bacteria tenia un efecto negativo en los individuos telitocos al
reducir ambos parametros biologicos (Hohmann et al., 2001; Stouthamer y
Mak, 2002). En T. cordubensis Vargas y Cabello y T. oleae Voegelé y Pointel,
especies estrictamente uniparentales, se observo que la infecciéon no parecia
tener un efecto negativo en la produccion de la descendencia al obtener el
mismo nimero de individuos de hembras tratadas y no tratadas (Huigens y
Stouthamer, 2003). En otras especies del mismo género, donde la infeccion
parece haberse fijado, se ha descrito incluso un efecto beneficioso de
Wolbachia al aumentar la fecundidad, la longevidad e incluso la tasa de
emergencia de las hembras infectadas (Girin y Boulétreau, 1994 y 1995;
Pintureau et al., 2002). Por tanto, todo parece apuntar que la infeccion por
Wolbachia supone un coste en la eficacia del hospedador tan solo en las
poblaciones mixtas. En las poblaciones en las que la bacteria se ha fijado, la

infeccion podria haber evolucionado desde la neutralidad hasta el mutualismo o
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incluso hasta la simbiosis obligatoria (Dedeine et al., 2001; Huigens y
Stouthamer, 2003).

Obtener de un parasitoide tan s6lo descendencia hembra y que,
ademads, tenga la misma o incluso mayor eficacia que un miembro de la misma
poblacion pero de reproduccidon arrenotoca, es una clara ventaja para una
especie que se quiere utilizar en el control bioldgico de plagas. Stouthamer
(1993) indica que la reproduccidon asexual presenta numerosas ventajas

potenciales, citando como las principales:

— Los individuos partenogenéticos tienen una mayor tasa intrinseca de
crecimiento debido a que no invierten en la produccién de machos (a
igual tasa de fecundidad en las poblaciones sexuales y asexuales), y
ademas cada individuo de la poblacion tiene la capacidad de matar a

los hospedadores a través de la puesta.

— Son probablemente mejores colonizadores y se estableceran mas facil-
mente con bajas densidades poblacionales debido a que no requieren

machos para la puesta.

— Implican un menor coste en programas de cria en masa debido a que
en su produccidon sélo se obtienen hembras, por lo que el coste de

produccion por hembra asexual serd menor que la sexual.

Todas estas ventajas justifican que actualmente se estén dirigiendo
muchos esfuerzos a transferir la induccion de la partenogénesis de Wolbachia a
parasitoides comercialmente utiles, dado que el Unico sexo que se produce son
hembras y éstas son, en ultima instancia, las responsables del control de la
plaga (Floate et al., 2006). No obstante, que la transferencia de la bacteria

llegue a buen puerto dependera del efecto que ejerza sobre su hospedador.

Wolbachia y el género Aphytis

Un 25% de las especies de Aphytis, cuya sexualidad es conocida,
presenta partenogénesis telitoca, en la cual huevos sin fecundar dan lugar a
hembras y donde la frecuencia de los machos en la poblacion oscila entre el 1 y
el 3% (Rossler y DeBach, 1972; Rosen y DeBach, 1979). En estas especies se
asumia que la partenogénesis tenia una base genética que no podia ser

modificada con ningln tipo de tratamiento. Sin embargo, en 1994, Zchori-Fein
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et al. detectaron por primera vez en los ovarios de la hembra de A.
lingnanensis, la presencia de unos microorganismos que parecian estar asocia-
dos con la partenogénesis exhibida en la linea uniparental de esta especie. Al
tratar a estas hembras con el antibidtico rifampicina, y eliminar estos microor-
ganismos, las hembras de Aphytis que previamente s6lo ponian huevos hembra
empezaban a producir descendencia masculina (Zchori-Fein et al., 1994).
Observaciones posteriores con microscopio electronico y nuevos tratamientos
antibidticos confirmaron que la reproduccion telitoca en A. lingnanensis estaba
asociada a microorganismos pertenecientes al género Wolbachia (Zchori-Fein
et al.,, 1994, 1995 y 1998). Posteriormente se ha descrito la presencia de
Wolbachia en otras especies uniparentales del género Aphytis, como son A.
yanonensis, A. diaspidis, A. chilensis y A. chrysomphali (Zchori-Fein et al.,
1994; Werren et al., 1995a; Zchori-Fein et al., 1995; Gottlieb et al., 1998) y en
todas, a excepcion de A. chilensis y A. chrysomphali, se ha demostrado que
existe una relacion entre la bacteria y la induccion de la partenogénesis. Por el
contrario, las pruebas realizadas para la deteccion de la bacteria en las especies
biparentales 4. lingnanensis, A. melinus y A. paramaculicornis no han mostra-

do ningun indicio de la bacteria (Gottlieb et al., 1998).

En A. chrysomphali, la presencia de los machos es meramente
anecdotica. Rosen y DeBach (1979) indicaron que el porcentaje de machos
obtenido para esta especie era muy bajo, entre el 1 y el 5%. A lo largo de todo
nuestro periodo de estudio tan sdlo se consiguieron cinco ejemplares macho,
tres procedentes de los muestreos de campo y dos de las experiencias de
laboratorio. En funcion de estos datos, tradicionalmente se ha considerado que
esta especie presenta una partenogénesis telitoca o asexual, donde los huevos
sin fecundar dan lugar a hembras haploides y donde el papel del macho en la
fecundacion es desconocido. La deteccion de Wolbachia en A. chrysomphali
por Gottlieb et al. (1998) parece apuntar la posibilidad de que esta
partenogénesis sea inducida por la bacteria. Por tanto, si esto se demuestra, las
ventajas que se puedan obtener de la reproduccion asexual (Stouthamer, 1993),
dependeran del coste en eficacia que le suponga al parasitoide portar a la
bacteria, y que tan solo se pueden evaluar comparando hembras con y sin
Wolbachia. Hasta el momento, este estudio no se ha realizado en ninguna
especie perteneciente al género Aphytis en la que se haya demostrado la

presencia de Wolbachia.
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Por tanto, el principal objetivo de este capitulo es conocer si la
presencia del endosimbionte Wolbachia causa alguna alteracion reproductiva
en el parasitoide 4. chrysomphali y de ser asi valorar el coste en eficacia. Para
ello, se procedera al estudio de distintos parametros bioldgicos, como son la
fecundidad, fertilidad, longevidad y porcentaje de sexos, en individuos tratados
con antibidticos y no tratados (que serviran de control) a diferentes tiempos de

exposicion y numero de generaciones.

5.3.2. Material y métodos

5.3.2.1. Cria y manejo del piojo rojo de California

El piojo rojo de California (Aonidiella aurantii) utilizado en los
distintos experimentos procedid de la cria que se mantiene en la actualidad en
el laboratorio de la Unidad de Entomologia del IVIA.

El diaspino se cri6 sobre limoén siguiendo la técnica descrita en la
metodologia de cria (capitulo 3.2). Las cochinillas se dejaron evolucionar,
hasta que la mayoria alcanz6 el estado de hembra joven (aproximadamente 25
dias). En ese momento, el limon se introdujo en un recipiente de carton de 8,5
cm de altura y 9 cm de diametro y se fijo a la base del mismo con plastilina.
Tras liberar al parasitoide en su interior, el recipiente se tapd con un trozo de

tela de muselina sujeta con una goma elastica (figura 5.20).

Figura 5.20. Recipiente de cartén utilizado durante los distintos experimentos
con el limén infestado con A. aurantii en su interior.
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Todos los limones presentaron un nimero de cochinillas superior al
que pudiera parasitar la hembra de Aphytis durante el periodo de tiempo

establecido.

El limén se cambi6 cada dos dias y se sustituyo por un nuevo limon
con cochinillas en el estado de hembra joven. El limoén parasitado se introdujo
en otro bote, también tapado con tela de muselina, y se mantuvo en la misma
camara bioclimatica, que el bote que contenia el adulto vivo. Las condiciones
de la camara fueron de 25+1 °C, una humedad relativa del 70+10% y un
fotoperiodo de 16:8 horas (L:O). El cambio del limdn se realizé a temperatura

ambiente.

El nimero de limones utilizado varié en funcion de la longevidad del

parasitoide y del nimero de repeticiones realizadas en cada ensayo.

5.3.2.2. Origen del parasitoide

Los adultos de 4. chrysomphali utilizados en los ensayos procedieron
de la cria que se mantiene en la actualidad sobre piojo rojo de California, en el
laboratorio de la Unidad de Entomologia del IVIA. Esta cria se inicid a partir
de pupas del parasitoide que se encontraban parasitando en campo al piojo rojo

de California en el municipio de Alzira (Valencia).

5.3.2.3. Tratamiento con antibidtico

Para comprobar si Wolbachia promueve la partenogénesis en A.
chrysomphali, se administraron a los adultos recién emergidos (0-6 horas de
edad) dos tipos de dieta:

— Miel pura, que se utilizé como dieta control (C)

— Antibidtico mezclado con miel pura (A)

Existen distintos antibioticos que eliminan la bacteria Wolbachia de
los ovarios de la hembra. Los dos mas frecuentes son tetraciclina y rifampicina.
Estos dos antibidticos tienen un modo de actuacion diferente. La tetraciclina
afecta a la sintesis de proteina en los ribosomas de los microorganismos,
mientras que la rifampicina inhibe el ARN polimerasa ADN dependiente de los
procariotas. El antibiotico escogido en el ensayo fue rifampicina (Sigma R-
3501) al 5% (50 mg/ml). Este antibiotico se ha observado que elimina la
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bacteria en otras especies del género Aphytis (Zchori-Fein et al., 1995), sin
producir su muerte como consecuencia de su aplicacion. La dosis escogida fue
la utilizada por Zchori-Fein et al. (1995) para estudiar el comportamiento del

macho de A. lingnanensis obtenido mediante tratamiento antibiotico.

El antibidtico se suministré6 mezclado con la misma miel que se
utilizaba en la dieta control. Las dos dietas se aplicaron por separado con la
ayuda de un pincel (distinto para cada dieta) en forma de pequefias gotas en las
paredes del recipiente y en la superficie del limon. La miel con el antibidtico se

prepard el mismo dia en el que se realizé el cambio del limon.

5.3.2.4. Determinacion del efecto del antibiético en la F1

Los adultos de A. chrysomphali que se utilizaron como progenitores
(P) procedieron de la cria sobre A. aurantii en limén. Del conjunto de cochi-
nillas parasitadas que habia en cada limoén se seleccionaron exclusivamente las
pupas de A. chrysomphali que se encontraron sobre el estado de hembra joven.
Las pupas se aislaron individualmente en capsulas de gelatina sin ninguna
fuente de azucares. Cuando la pigmentacion de los ojos de las pupas alcanzaba
la coloracion verde-oscuro, se observaban cada dos horas para determinar el
momento de la emergencia del adulto. Todos los adultos utilizados en el
experimento tenian una edad comprendida entre las 0 y las 6 horas de edad, y

se destinaron de manera aleatoria a uno o a otro tratamiento alimenticio.

Los adultos recién emergidos se introdujeron en el recipiente de carton
con un suave golpe en el extremo opuesto de la apertura de la capsula.
Previamente se habia metido el limon infestado de cochinilla y se habia
afadido la dieta en las paredes del recipiente y en la superficie del limén. Antes
de tapar el bote se confirmaba que el adulto se moviese con normalidad sobre

la superficie del limon.

Cada dos dias se destapaba el recipiente, se capturaba el adulto, se
sacaba el limon parasitado y se introducia un nuevo limén con cochinillas en el
estado de hembra joven. Los restos de dieta se eliminaban con un papel
humedecido y se volvia a incorporar la nueva dieta. El adulto se introducia en
el bote efectuando ligeros golpes sobre la capsula. Se procedia de esta manera
hasta la muerte del adulto, momento en el cual se preparaba en medio de

Hoyer.
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Cada uno de los botes se destapd a los doce dias de haber introducido
el parasitoide y se diseccionaron todas las cochinillas que se encontraban sobre
el limon. Los parametros anotados fueron:

— La edad del adulto que habia parasitado las cochinillas del limon
— N° de parasitoides muertos y su estado (huevos, larvas y pupas)
— N°y sexo de las pupas

— N°y sexo de los adultos (en el caso de que hubiesen emergido)

5.3.2.5. Determinacién del efecto del antibidtico en sucesi-
vas generaciones

a) F2

Parte de las pupas sexadas de la F1, se destinaron a estudiar los efectos
del antibiotico y su persistencia en la descendencia de la F1 (F2). Estas pupas
se dejaron evolucionar hasta el estado de adulto y se sometieron a dos tipos de
dieta:

— dieta control (C), donde sélo se ofrecid miel a la hembra de la F1 y
cuyo objetivo era evaluar la carga de Wolbachia que llevaba la descen-
dencia (F1) y el tiempo que debia estar alimentandose el progenitor (P)
para que la descendencia de la F1 (F2), al ser alimentada s6lo con
miel, dejara de producir hembras (n=14). Las hembras de la F1 proce-
dian de diversos progenitores (P) que se habian alimentado con anti-

biodtico durante dos (n=7), cuatro (n=3), seis (n=2), y ocho dias (n=2).

— dieta con antibidtico (A), cuyo objetivo era analizar si la hembra de la
F1 requeria estar alimentandose con antibidtico el mismo tiempo que
su progenitor para conseguir el sesgo hacia los machos en la descen-
dencia o si, por el contrario, la concentracion de Wolbachia era mucho
menor y se alcanzaba antes el 100% de machos (n=10). Las hembras
de la F1 procedian de diversos progenitores que se habian alimentado

con antibiotico durante dos (n=6), cuatro (n=3) y seis dias (n=1).

b) F3

Cinco pupas hembra de la F2 que procedian a su vez de una F1 que se

habia alimentado durante cuatro (n=1), seis (n=2) y ocho dias (n=2) con miel
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se dejaron evolucionar hasta el estado adulto y se introdujeron individualmente
en los recipientes de carton con un limén infestado con cochinilla. La dieta que
se les suministro fue so6lo miel. El progenitor (P) en todos los casos habia
estado dos dias en contacto con el antibiotico. El objetivo perseguido era
estimar la presencia de machos en la descendencia tras someter a una unica

generacion al antibidtico durante un periodo de tiempo corto.

Seis pupas hembra de la F2 que procedian de una F1 que habia estado
alimentandose durante dos dias con antibiodtico, se dejaron evolucionar hasta el
estado adulto, para posteriormente destinarse tres adultos a una dieta control y
tres a una dieta con antibidtico. El objetivo fue investigar las diferencias, en el
porcentaje de sexos de la F3, en funcién de la dieta suministrada a la F2. El
progenitor (P), al igual que en el caso anterior, se aliment6 dos dias con

antibiotico.

En todos los casos, las hembras de la FI y la F2 procedian de
cochinillas en el estado de hembra joven y su edad, en el momento del inicio de
la experiencia, estaba comprendida entre 0 y 6 horas. Ademas, al igual que se
obro con el progenitor, el cambio de limon con cochinillas por uno nuevo, y la
reposicion de la dieta, se realizaba cada dos dias hasta la muerte del adulto. Se

determino el sexo de toda la descendencia de la F1 y de la F2.

5.3.2.6. Determinacidén del sexo de la descendencia

La determinacion del sexo se realizd preferentemente en la fase de
pupa siguiendo la descripcion dada por Rosen y Eliraz (1978) para 4. chilensis,
donde los sexos pueden separarse por la presencia de dos pequefias placas
rectangulares ventrales cerca de la punta del abdomen de la hembra, y que no

aparecen en el macho (Rosen y Eliraz, 1978) (figura 5.21).

Cuando las pupas alcanzaban la coloracién de ojos granate oscuro o
verde, se disponian ventralmente sobre un portaobjetos y se observaba la
presencia o ausencia de las dos placas rectangulares bajo microscopio.
Posteriormente, se introducian individualmente en céapsulas de gelatina,
debidamente identificadas (n° de bote, fecha, dieta y sexo) y se observaba su

evolucion hasta la emergencia del adulto.
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Figura 5.21. Preparaciones microscopicas de un detalle del abdomen de la

pupa de A. chrysomphali. A la izquierda, pupa hembra y a la derecha, pupa

macho de esta especie. Las flechas rojas sefialan las estructuras genitales que
sirven para su diferenciacién.

Los adultos ya emergidos se capturaban con un aspirador entomolo-
gico y se preparaban en medio de Hoyer para determinar su sexo segin lo
descrito por Rosen y DeBach (1979).

5.3.2.7. Efecto del antibiético en la longevidad de la hembra
en ausencia de hospedadores

Para estudiar el efecto del antibidtico en la supervivencia del adulto en
ausencia de hospedadores, se aislaron pupas de A. chrysomphali, en tubos de
cristal de 16 cm de longitud. El extremo abierto del tubo se cubrid con tela de
muselina sujeta con una goma elastica. Las pupas procedieron de cochinillas en

el estado de hembra joven.

El efecto del antibiotico se evalud afiadiendo miel o miel més antibio-
tico en la cara superior de la muselina, con la ayuda de un pincel. Cada dos dias
se sustituia la tela de muselina por una nueva donde se afiadian las dietas recién

preparadas.

La evolucion de los adultos se observo diariamente desde su emergen-
cia hasta su muerte. Se eliminaron del analisis los adultos que murieron adheri-

dos en las dietas.

5.3.2.8. Deteccién de la bacteria Wolbachia

Gottlieb et al. (1998) detectaron la presencia de la bacteria Wolbachia
en la especie 4. chrysomphali al analizar especimenes procedentes de citricos
de Espafia que parasitaban a A. aurantii. No obstante, el nivel de infeccion de

esta bacteria se ha observado que depende en gran medida del origen
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geografico, por lo que se optd por confirmar la presencia de esta bacteria en la
cria del laboratorio de la Unidad de Entomologia. Como se ha indicado, dicha
cria habia sido constituida a partir de pupas del parasitoide encontradas sobre
A. aurantii en parcelas de citricos en Alzira (Valencia). Con tal finalidad se
capturaron adultos de esta cria y se preservaron en etanol absoluto en un tubo
de 1,5 ml. Las muestras asi preparadas se enviaron al Dr. Hans Breeuwer,
especialista en la deteccion de la bacteria (Institute for biodiversity and
ecosystem dynamics, Universidad de Amsterdan (Holanda)), que confirm¢ la
presencia de Wolbachia en nuestra poblacion de A. chrysomphali. La deteccion
del endosimbionte se realizé mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando los cebadores especificos de una region del 16S rDNA de
Wolbachia (O’Neill et al., 1992), sobre el ADN de los parasitoides. La
extraccion del ADN total se realiz6 a partir de cada ejemplar enviado mediante

el protocolo de Chelex.

Figura 5.22. Deteccién de Wolbachia mediante PCR en cuatro hembras de A.
chrysomphali utilizando los marcadores especificos para amplificar la regién
16S rDNA. M=Marcador de peso molecular (fago A digerido con EcoRI y
HindlIll); C=Control negativo; 1,2,3,4=adultos de Aphytis. La flecha indica el
fragmento de 1600 pb correspondiente al 16S de Wolbachia.

Cada ejemplar fue homogenizado en 50 ul de una soluciéon de Chelex
100 Resin (Bio Rad) al 5%, afiadiendo 2 pl de proteinasa K (20 mg/ml). El
homogeneizado se incub6 una hora a 50 °C y posteriormente se inactivo la
proteinasa K mediante incubacion a 95 °C durante 10 minutos. E1 ADN asi
extraido se preservo a -20 °C. Las condiciones de PCR fueron 2,5 mM MgCl,,
200 uM dNTP, 400 mM de cebadores y 1ul de DNA en un volumen final de
50 pl. Las condiciones de amplificacion utilizadas incluyeron un primer ciclo

de desnaturalizacion a 95 °C durante 5 minutos, 30 ciclos a 95 °C durante un
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minuto, 52 °C un minuto y 72 °C un minuto, una extension final de 7 minutos a
72 °C, y un paso final a 4 °C para terminar la reaccion (O’Neill et al., 1992). Se
analizaron 2 pl del producto amplificado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% (figura 5.22) en 1x TAE.

5.3.2.9. Anilisis estadistico de los datos

Se realizod un andlisis de la varianza utilizando el test no paramétrico
de Kruskal-Wallis para determinar si existian diferencias significativas entre el
grupo control y las hembras sometidas a tratamiento antibidtico. Se considerd
que existian diferencias significativas entre las medias cuando el p-valor fue

menor o igual a 0,05.

El paquete estadistico utilizado fue Statgraphics plus 5.1 para
Windows.

5.3.3. Resultados

5.3.3.1. Efecto del antibiético en la F1

El tratamiento con antibidtico modificé el porcentaje de sexos obtenido
en la especie 4. chrysomphali. Las hembras alimentadas con el antibiotico
rifampicina (50 mg/ml) empezaron a producir descendencia masculina al
cuarto dia. A partir del octavo, toda la descendencia fue macho, a excepcion de
un Unico adulto hembra. Por contra, toda la descendencia generada por los
adultos alimentados con miel fue hembra a excepcidon de dos unicos adultos
procedentes de dos hembras diferentes, que resultaron ser machos (tabla 5.24 y
figura 5.23). En los dos tratamientos, los primeros huevos puestos por la
hembra de A. chrysomphali eran hembra.

La concentracion de antibidtico suministrada no parecié alterar la
supervivencia de los progenitores. Las hembras alimentadas con miel y las
alimentadas con antibidtico, alcanzaron al mismo tiempo el 50% de mortalidad
y presentaron curvas de supervivencia similares (figura 5.24). Este hecho se
observod tanto si se incluia en el andlisis a todas las hembras (figura 5.24A),
como si s6lo se examinaban aquellas que realizaron puesta (figura 5.24B). La
longevidad media de las hembras con puesta no difiri6 en funcién del

tratamiento alimenticio (p-valor=0,58). Las hembras que se alimentaron con
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miel vivieron 10,25+2,33 dias, frente a los 8,47+1,29 dias que vivieron las

hembras alimentadas con antibiotico. La longevidad en los dos casos fue mayor

cuando no se permitid6 el acceso a los hospedadores, pero tampoco se

encontraron diferencias significativas entre las dos dietas (p-valor=0,129)
(tabla 5.24).

0,75

05

0,25

Figura 5.24. Curvas de supervivencia de los adultos de A. chrysomphali en
funcién del tratamiento alimenticio. Control: hembras alimentadas con miel.
Antibidtico: hembras alimentadas con una mezcla de antibidtico y miel. A:
Todas las hembras del estudio (ncontroi=17, Nancbisico=23). B: Sélo las hembras
que realizaron puesta (Neontrol=8, Nantibistico=15).
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Figura 5.23. Porcentaje de machos en la descendencia de A. chrysomphali en
funcién del tiempo (edad) que estdn alimentdndose con dos tipos de dieta:
miel (control) o miel con antibidtico (antibiético).
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La fecundidad de los adultos alimentados con antibidtico fue menor

que la de los adultos alimentados con miel, si bien no se encontraron
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diferencias estadisticas significativas entre los dos grupos (p-valor=0,129)
(tabla 5.24). Los progenitores alimentados con miel pusieron de media
32,38+8,66 huevos por hembra frente a los 18,07+4,61 huevos puestos por
hembra en el caso de los progenitores tratados con antibiotico. El nimero de
huevos puestos por hembra desde que emergen hasta el cuarto dia de vida,
momento en el que el antibidtico empieza a surtir efecto, tampoco presentd
diferencias en funcion del tratamiento alimenticio. Sin embargo, a partir del
cuarto dia, el nimero de huevos puestos por la poblacion alimentada con
antibiotico fue significativamente menor que el numero de huevos puestos por
la alimentada con miel (p-valor=0,034). Las hembras tratadas con antibiotico
realizaron un menor nimero de puestas (14,00+4,62 huevos/hembra) que las
alimentadas con miel (32,33+7,70 huevos/hembra) (tabla 5.24). Si se
representa graficamente el numero de huevos puestos por hembra y por dia se
observa como hasta el cuarto dia el numero de huevos puestos fue similar en

los dos tratamientos, divergiendo a partir de este dia (figura 5.25).

12

10 - T —e— Control

) | P

—e— Antibidtico

N° medio de huevos/ hembra/ dia
()]
—

0 T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Edad (dias)

Figura 5.25. Huevos puestos por hembra y por dia (X+ES) en funcién del

tratamiento alimenticio. Control: hembras alimentadas con miel. Antibiético:

hembras alimentadas con una mezcla de antibiético y miel.

El porcentaje de eclosion de los huevos puestos por las hembras
alimentadas con miel fue mayor que el de las hembras tratadas con antibidtico,
si bien no se encontraron diferencias significativas entre los dos tratamientos
(p-valor=0,055). Por el contrario, el porcentaje de supervivencia (huevos pues-
tos que evolucionaron hasta adulto) presentd diferencias en funcion de la dieta.
Las hembras alimentadas con antibidtico presentaron un porcentaje significati-
vamente menor de supervivencia (73,07£5,36) (p-valor=0,019) (tabla 5.24).
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Dieta

Porcentaje de

Longevidad sin

Progenitor 0% Q Fecundidad N° huevos/hembra ~ N° huevos/hembra Fertilidad Supervivencia Sex08 Longevidad acceso a hospedadores
& s/puesta  (Huevos/hembra) 0-4° dia 4-22° dia (% eclosion) (%) (dias) OSP
(P) (S /total) (dias)
Control " 9 32,38+8,66 a 8,13+2,12 a 32,33£7,70a  93,46+3,31a  92,46+327a 0,79 10,25+2,33 a 13,78+1,53 a
(®) (®) (6) (10) (10) n=252 (®) (42)
Antibiotico 35 3 18,07+4,6 a 7,80+1,29 a 14,00+4,62 b 77,50£5,40a  73,07£5,36 b 59,70 8,47+1,29 a 10,05+1,68 a
(15) (15) (11) (25) (25) n=330 (15) (22)

Tabla 5.24. Efecto del antibidtico en diferentes pardmetros bioldgicos de A. chrysomphali (X+ES).

Dieta Progenitor (P): control (miel) o antibiético (miel mezclada con antibidtico); ne®: n® de hembras con las que se inicié el estudio;

Q s/puesta: n® de hembras que murieron sin realizar puesta; fecundidad: n® de huevos por hembra considerando sélo aquellas hembras
que realizaron la puesta; n° de huevos puestos por hembra desde su emergencia hasta el cuarto dia de vida y desde el cuarto hasta el
vigésimo segundo dia de vida; fertilidad: porcentaje de eclosidn de los huevos; supervivencia: porcentaje de estados inmaduros que

evolucionaron hasta adulto; porcentaje de sexos (nimero de machos respecto al total de adultos): n=n° de huevos sobre los que se

calculé el porcentaje de sexos; longevidad: longevidad de las hembras considerando s6lo aquellas hembras que realizaron puesta. Valor

entre paréntesis: n° de hembras sobre las que se calculé el pardmetro considerado en cada caso.

Los adultos que se perdieron durante el estudio no se tuvieron en cuenta en el clculo de la fecundidad y la longevidad. Sin embargo si

que se utilizé el nimero de huevos puestos hasta el dia anterior en el cdlculo de la fertilidad, porcentaje de supervivencia y porcentaje

de sexos.

Valores en columnas seguidos de una misma letra no presentaron diferencias significativas para un valor de pz0,05 (Test no
paramétrico de Kruskal-Wallis).
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5.3.3.2. Efecto del antibidtico en sucesivas generaciones

a) F2

El porcentaje de sexos obtenido en la F2 vari6 en funciéon del tiempo
de exposicion del progenitor (P) al antibiotico y del tipo de dieta que recibid la
F1 (tabla 5.25).

A medida que se incrementd el tiempo de contacto del progenitor con
el antibidtico, mas rdpidamente se consiguid eliminar la bacteria de los ovarios

de la hembra, y por tanto, que la F2 fuera macho.

Las hembras alimentadas con miel y procedentes de un progenitor que
se habia expuesto al antibidtico durante tan so6lo dos dias produjeron un
porcentaje de sexos desviado hacia las hembras (41,5% de machos) (tabla
5.25). Sélo una hembra alimentada con miel, y procedente de un progenitor
expuesto dos dias al antibiotico, entre el cuarto y el sexto dia presentd el 100%
de descendencia macho. Ninguna de las dos hembras alimentadas con miel y
procedentes de un progenitor alimentado con antibidtico durante ocho dias,
(altimo dia en el que se consiguen hembras en la descendencia; figura 5.23) fue
capaz de realizar la puesta. La presencia del 100% de machos en una hembra
alimentada con miel sdlo fue evidente cuando el progenitor estuvo en contacto

con el antibiodtico durante un periodo minimo de dos a cuatro dias (tabla 5.25).

El tiempo de exposicion del progenitor al antibidtico no vario el
porcentaje de hembras de la F1, alimentadas con miel, que realizaron puesta
siempre y cuando el progenitor no superase los seis dias en contacto con el
antibidtico. Sin embargo, el aumento en el tiempo de exposicion del progenitor
al antibidtico si que redujo el niimero de huevos puestos por hembra (tabla
5.25).

Las hembras de la F1 alimentadas con antibidtico produjeron un
porcentaje de machos mds elevado que las alimentadas con miel, para un
mismo tiempo de exposicion del progenitor al antibidtico (tabla 5.25). Ademas,
ninguna de estas hembras, procedentes de progenitores alimentados con
antibiotico durante 4 o 6 dias realizd la puesta, a diferencia de cuando se

alimentaban con miel.
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P Dieta A A A A
Tiempo de exposicion 0-2 2-4 4-6 6-8
F1  Dieta C A C A C A C
N° individuos n=7 n=6 n=3 n=3 n=2 n=1 n=2
Porcentaje de sexos 41.5% 73,0% 100% 100%
3 /Jto tal) (4-6) (0-2) (0-2)
n1=41 n1=52 n1=6 Il]=8
Q c/puesta 42,9% 83,3% 66,7% 0% 50,0% 0% 0%
Longevidad
5,66£2,40 8,66+3,49 2,00+1,00 3,00+0,00
Q c/puesta

Tabla 5.25. Efecto del tiempo de exposicién del progenitor (P) al antibi6tico
(en dfas) y del tipo de dieta suministrada a la F1, miel (C) o antibidtico (A),
en el porcentaje de sexos de la F2, en el porcentaje de hembras de la F1 que
realizan puesta y en la longevidad de las hembras de la F1 (X+ES, en dias). El
valor entre paréntesis representa el dia en que toda la descendencia es macho.
n=ntimero de hembras consideradas en cada caso. nj=nimero de huevos
puestos sobre los que se calculé el porcentaje de sexos.

Tras dos dias de exposicion del progenitor (P) al antibiotico, las
hembras de la F1 alimentadas con miel no fueron capaces de restaurar la
arrenotoquia en su descendencia, a diferencia de las hembras alimentadas con
antibiotico que si que consiguieron un porcentaje de sexos completamente

desviado hacia los machos (figura 5.26) y dos dias antes que en la F1 (figura
5.23).

F2
100 / L 2

80
_§ 60 |
3]
£
2 40 -

20 4 —e— F1 alimentado con miel

—e— F1 alimentado con antibiético
O hd T T T !
0 2 4 6 8 10

Edad de la F1 (dias)

Figura 5.26. Porcentaje de machos producidos por la F1 en funcién del
tratamiento alimenticio, miel o antibiético, cuando el progenitor (P) se ha
alimentado con antibiético durante dos dias.
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b) F3

El porcentaje de sexos de la descendencia de la F2 (F3) procedente de
un progenitor alimentado durante dos dias con antibidtico y de una F1
alimentada con miel no se vio afectado por el tiempo de contacto de la F1 con
la miel (tabla 5.26 y figura 5.27). En todos los casos la hembra realiz6 la puesta
y en todos ellos, independientemente del numero de huevos puestos, la

descendencia fue hembra.

El porcentaje de sexos de los adultos de la F3 procedentes de un
progenitor (P) y de una F1 alimentados durante dos dias con antibidtico
tampoco varié en funcion del tipo de dieta que se le suministré a la F2 (tabla
5.26 y figura 5.27). Al alimentar con antibiotico so6lo dos dias, y durante dos
generaciones seguidas, a las hembras de Aphytis, el porcentaje de sexos se

desviaba completamente hacia la produccion exclusiva de machos.

P Dieta A
Tiempo de exposicion 0-2
F1  Dieta C A
Tiempo de exposicion 2-4 4-6 6-8 0-2
F2 Dieta C C C C A
N° Progenitores n=1 n=2 n=2 n=3 n=3
. 0% 0% 0% 100% 100%
Porcentaje de sexos
(&8 /total) (0-2) 0-2)
Il1:1 n1=7 1'11:4 Ill:g 1'11:7
Q c/puesta 100% 100% 100% 33,30% 66,60%
Longevidad 1,00£0,00  1,00£0,00  1,00£0,00 1,67£0,67  6,33+3,53
Q c/puesta

Tabla 5.26. Efecto de la dieta suministrada, miel (C) o antibiético (A), y del
tiempo de exposicién a esta dieta (en dias) en distintas generaciones de A.
chrysomphali, en el porcentaje de sexos de la F3, en el porcentaje de hembras
de la F2 que realizan puesta y en la longevidad de las hembras de la F2
(X+£ES, en dias). El valor entre paréntesis representa el dia en que toda la
descendencia es macho. n=ndmero de hembras consideradas en cada caso.
n;=ntmero de huevos puestos sobre los que se calculé el porcentaje de sexos.

La eliminacién o reduccion de la concentracion de Wolbachia hasta
unos niveles que no se obtengan machos en la descendencia a pesar de ser
alimentados con miel, no parecio inhibir la oogénesis en las hembras (F2),
dado que al menos una de las tres hembras alimentadas con miel, y dos de las

tres alimentadas con antibiotico, fueron capaces de realizar la puesta. Ademas,
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la longevidad de estas hembras fue ligeramente superior a las que no se habia

llegado a eliminar la bacteria (tabla 5.26).

Alimentar con antibidtico durante dos dias al progenitor no tuvo
ningun efecto visible en la produccion de machos en la F1 (figura 5.22 y 5.27).
Sin embargo, al alimentar la siguiente generacion con antibiodtico, en la F2 se
obtuvo un 28% de machos, a diferencia de las hembras de la F1 alimentadas
con miel donde la descendencia sigui6é formada sélo por hembras. La siguiente
generacion procedente de la F1 alimentada con antibidtico, independiente-

mente del tipo de dieta, produjo el 100% de machos.

100 »
80 -
3
= 60 —o— A+A+AIC
g 40 | —o—A+C+C
xX
0 & T \ g 4
F1 F2 F3
Generaciones

Figura 5.27. Porcentaje de machos en tres generaciones sucesivas (P, F1 y F2)

en funcién del tratamiento alimenticio, miel (C) o antibiético (A). El tiempo

de exposicién al antibidtico fue siempre de dos dias, independientemente de

la generacién.

5.3.4. Discusion

Los datos obtenidos confirman que la bacteria Wolbachia causa en A.
chrysomphali una partenogénesis telitoca obligada, que lo aleja de la
partenogénesis arrenotoca tipica de muchos himenopteros. El giro obtenido en
el porcentaje de sexos al alimentar a estas hembras con antibidtico, junto con
los resultados obtenidos por la PCR de la region 16S ¥rDNA llevada a cabo por
el Dr. Hans Breeuwer, confirman que la asexualidad observada estd causada

por microorganismos pertenecientes al género Wolbachia.
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El primer eslabon en la relacion entre Wolbachia y su hospedador es
reducir la fecundidad del portador de la bacteria. Este efecto se ha observado
en algunas especies de Trichogramma (T. pretiosum Riley, T. deion Pinto y
Oatman y 7. kaykai Pinto y Stouthamer), donde al suprimir Wolbachia
mediante tratamiento antibidtico se conseguia aumentar la fecundidad y en
algunos casos la supervivencia de los inmaduros (Stouthamer y Luck, 1993;
Hohmann et al., 2001; Stouthamer y Mak, 2002). Una vez se consigue fijar la
bacteria en la poblacion, la fecundidad de la hembra infectada y la curada suele
ser la misma; y lo mismo tiende a suceder con la longevidad. Esta situacion se
ha encontrado en un numeroso grupo de especies como por ejemplo Telenomus
nawai Ashmead (Arakaki et al., 2000), Muscidifurax uniraptor Kogan y
Legner (Stouthamer et al., 1994; Zchori-Fein et al., 2000), Muscidifurax raptor
Girault y Sanders (Stouthamer et al., 1994) y en Eretmocerus mundus Mercet
(De Barro y Hart, 2001). Sin embargo, en Encarsia formosa Gahan hay
opiniones contradictorias: segin la fuente bibliografica, al suprimir la bacteria
se reduce la fecundidad (Stouthamer et al., 1994), se aumenta (Zchori-Fein et

al., 1992) o simplemente se mantiene idéntica (Stouthamer y Mak, 2002).

En A. chrysomphali, la fecundidad se vio afectada negativamente al
eliminar la bacteria. Las hembras tratadas con antibidtico tuvieron una menor
fecundidad que las hembras con Wolbachia. No obstante, este efecto en la
fecundidad tan so6lo fue evidente a partir del cuarto dia, momento en el que
empiezan a aparecer los primeros machos como consecuencia de la
disminucién de la concentracion de la bacteria. Hasta ese momento, la
fecundidad de las hembras de Aphytis es similar, tanto en hembras tratadas con
antibiotico como sin antibiotico, probablemente porque el antibidtico atin no ha

hecho su efecto en la concentracion de Wolbachia.

Este efecto positivo de la bacteria en el hospedador es poco frecuente y
es un paso mas en la relacion entre el hospedador y su huésped, donde todo
parece indicar que la bacteria (el huésped) se ha fijado. En 7. bourarachae, la
presencia de la bacteria parecia ser la responsable de una mejor eficiencia en el
parasitismo, dado que al eliminarla de los ovarios de la hembra se producia un
descenso en la fecundidad (Girin y Boulétreau, 1994). Un efecto similar se
observd en E. sorbillans, donde la deteccion de Wolbachia estaba asociada con

un aumento de la fecundidad, junto a otras alteraciones reproductivas
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(Puttaraju y Prakash, 2005). El caso extremo es la simbiosis obligada
observada en la especie A. tabida: en este himendptero braconido al eliminar la
bacteria se inhibia la oogénesis (Dedeine et al., 2001). En 4. chrysomphali,
Wolbachia no parece afectar, al menos de momento, a la maduracion de nuevos
huevos. Aquellas hembras alimentadas con antibiotico durante un periodo corto
de tiempo, pero durante dos generaciones seguidas, al ser alimentadas con miel
o con antibidtico eran capaces de madurar nuevos huevos y de realizar la
puesta de huevos macho. No obstante, mantener al progenitor en contacto con
el antibiotico durante un periodo de tiempo superior, entre dos y cuatro dias, si
que parecia afectar a la capacidad de realizar la puesta, dado que ninguna de las
hembras, independientemente del tipo de dieta que recibian, era capaz de poner
huevos. Desafortunadamente no se pudo comprobar si estas hembras
mantenian la capacidad de madurar nuevos huevos. Se desconoce si el efecto
observado en la puesta se debe al antibidtico o a la supresion de la bacteria y

harian falta mas pruebas para poderlo confirmar.

En cuanto a la fertilidad, si bien no resulto ser diferente en funcion de
si la hembra habia sido tratada o no con antibidtico, si que se observd una
reduccion en el nimero de huevos que eclosionaron cuando se eliminaba la
bacteria. El efecto del tratamiento con antibidtico, y por consiguiente la
supresion de la bacteria, se percibid en el porcentaje de supervivencia de los
estados inmaduros, donde al tratar con antibidtico a las hembras, llegaban un
menor numero de individuos a la fase adulta. Esta reduccion en el nimero de
huevos que eclosionan y en el numero de inmaduros que concluyen el
desarrollo cuando la hembra se alimenta con antibidtico se ha descrito para la
especie E. mundus (De Barro y Hart, 2001). Sin embargo, en esta especie, y a
diferencia de lo observado por nosotros, el nimero de huevos que ponian las
hembras era el mismo, independiente del tratamiento alimenticio. Estos autores
concluyeron que la baja supervivencia de la descendencia procedente de
hembras curadas podria deberse, mas que a la accidon beneficiosa de la bacteria
sobre el parasitoide, a la dosis elevada de antibidtico utilizada en el ensayo
(29,8 mg/ml). En el presente estudio, con los datos de los que se dispone no se
puede concluir con seguridad que el descenso en el porcentaje de eclosion y de
fertilidad se deba a la bacteria o al antibidtico. No obstante, el hecho de que en
A. chrysomphali la fecundidad se reduzca justo cuando se empieza a eliminar

la bacteria de los ovarios, y no desde el inicio, hace suponer que esta dosis no
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parece tener unos efectos tan nocivos como los observados para E. mundus.
Ademas, la supervivencia de los adultos de A. chrysomphali no se ve afectada
ni por el tipo de antibidtico ni por la dosis suministrada, obteniéndose el
cincuenta por ciento de mortalidad el mismo dia en las hembras tratadas con
antibidtico como en las no tratadas. Por tanto, la dosis de antibidtico que se le
suministrd a la hembra de A. chrysomphali fue suficiente para provocar la
muerte de la bacteria, pero no para alterar la supervivencia del adulto. Zchori-
Fein et al. (2000) probaron distintas dosis de rifampicina (0,1 a 100 mg/ml) con
el pteromalido M. uniraptor y demostraron que era bastante improbable que el
antibidtico afectara negativamente al parasitoide dado que dosis de 10 a 100
mg/ml no diferian en sus efectos en el parasitoide (Zchori-Fein et al., 2000).
Otros trabajos realizados con la misma especie tampoco detectaron un efecto
negativo del tratamiento con antibiotico (Stouthamer et al., 1994). Pijls et al.
(1996) encontraron una mayor mortalidad del encirtido Apoanagyrus
diversicornis (Howard) asociada a la alimentacion con el antibidtico
tetraciclina, pero no percibieron ningun efecto ni con el antibiodtico rifampicina,
ni con las dos dosis de este antibidtico ensayadas: 1 y 5%. La longevidad y la
fecundidad de T. pretiosum tampoco se vio afectada por la rifampicina, pero si
por la tetraciclina (Stouthamer et al., 1990a). Estudios realizados con el
antibidtico tetraciclina en E. formosa si que apuntaron hacia un efecto de la
dosis del antibiodtico (50 mg/ml) en la fecundidad y la longevidad (Stouthamer
y Mak, 2002). Tras alimentar a los adultos durante tan sélo un dia con este
antibiotico, se provocaba la mortalidad de mas del 80% de las hembras en los
dos dias siguientes al tratamiento. Al tercer dia, la mortalidad era del 100%
(Stouthamer y Mak, 2002).

El efecto del antibidtico en la produccion de machos de A.
chrysomphali pone en evidencia que es necesario que el progenitor esté en
contacto con el antibidtico un periodo minimo de dos a cuatro dias para
empezar a obtener algin macho en la F1. No obstante, para conseguir una
arrenotoquia irreversible se requiere que el progenitor esté entre dos y cuatro
dias alimentandose del antibidtico para producir una F2 libre de Wolbachia, o
un minimo de dos dias, durante dos generaciones seguidas, para obtener una F3
libre de Wolbachia. Si el progenitor se alimenta tan soélo dos dias del
antibidtico, la mayor parte de la descendencia que se obtiene de la F1 es

hembra. En A. diversicornis, a diferencia de lo observado en A. chrysomphali,
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tras alimentar a los progenitores durante tan so6lo dos dias con antibiotico las
hembras ya eran capaces de producir descendencia masculina en la F1 (Pijls et
al., 1996). Ademas, se obtenian machos en la F2, sin necesidad de volver a
alimentar con antibiotico a la F1, verificando que la mayor parte de la
descendencia estaba curada o al menos el numero de microorganismos que
contenian era insuficiente como para provocar la apariciéon de hembras en la
descendencia (Pijls et al., 1996). En la linea uniparental de A. lingnanensis se
repitio lo observado en A. diversicornis, pero de manera mas llamativa. Tras
alimentar con antibiotico durante tan sélo seis horas a la hembra (50 mg
rifampicina/ml), en la F1 se obtenia un 11% de machos, incrementandose a un
93% en la F2 sin necesidad de realizar un nuevo tratamiento (Zchori-Fein et
al., 1995). En A. diaspidis, y al igual que en nuestra especie, la exposicion del
progenitor al antibidtico durante un periodo de tiempo corto favorecio que toda
la F1 fuese hembra pero —y a diferencia de lo obtenido por nosotros donde las
siguientes generaciones alimentadas con miel producen s6lo hembras— en A.
diaspidis toda la F2 fue masculina demostrando que la influencia del
tratamiento con antibiotico en esta especie sélo es evidente en la F2 (Zchori-
Fein et al., 1995). En E. formosa se ha constatado el mismo comportamiento,
donde los primeros huevos que pone la hembra son hembra pero la
descendencia de ésta es toda macho (Zchori-Fein et al., 1992). El hecho de que
en A. chrysomphali 1a descendencia de estos primeros huevos sea hembra hace
suponer que o bien el antibidtico no llega a actuar sobre el huevo ya maduro o
bien la concentracion de Wolbachia que tiene es demasiado elevada como para
eliminarla en dos generaciones. Si se tiene en cuenta que 4. chrysomphali
emerge con un numero muy reducido de huevos (0-1) (véase los resultados en
el capitulo 5.1) y que el primer comportamiento que realiza cuando percibe
este bajo nimero de huevos en los ovarios estéa relacionado con la alimentacion
(como se indica en el capitulo 5.2), es bastante improbable que el antibiotico
no llegue a ejercer un efecto sobre los huevos, dado que la mayoria estaran en
formacion. Quiza la explicacion mas probable se encuentre en la densidad de
Wolbachia que presenta la hembra en los ovarios y que, a la vista de los
resultados, tal vez sea mayor que la presentada por otras especies (Zchori-Fein
et al., 1992 y 1995; Pijls et al., 1996). Ademas, la presencia de esta bacteria no
es estatica, sino que tras haber sido expuesta al antibidtico, y de nuevo en

ausencia de ¢€l, es capaz de reproducirse nuevamente en los ovarios de la
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hembra hasta alcanzar una concentracion suficiente como para evitar que en la
descendencia aparezcan nuevos machos. Stouthamer et al. (1990a) observaron
un efecto similar en aquellas hembras de Trichogramma en las que no se habia
eliminado la bacteria totalmente, indicando que en ellas el “residuo” de micro-
organismo se desarrollaba rapidamente dando lugar de nuevo a descendencia

hembra.

El efecto beneficioso, mads que neutral, de la bacteria en distintos
componentes de eficacia de la hembra de A. chrysomphali parece confirmar
que Wolbachia se ha fijado en la poblacion. Esta bacteria probablemente ha
estado presente en la filogenia de este taxon de Aphytis durante el tiempo
suficiente como para que haya desaparecido el caracter infeccioso que se
observa en otras especies. Ademas, el hecho de no encontrar ninguna poblacion
mixta de individuos con reproduccioén arrenotoca, propio de un inicio de

infeccion y de conflicto gendmico, confirma esta posibilidad.

Este trabajo constituye el primer estudio sobre como la bacteria
Wolbachia afecta a una especie uniparental del género Aphytis, especialmente
en parametros de eficacia como la fecundidad y la fertilidad de la hembra.
Wolbachia y su efecto partenogenético sobre sus hospedadores constituye
desde luego una teoria muy sugerente con la que trabajar, que puede en un
futuro aportar resultados muy ttiles e interesantes para el control bioldgico de

plagas.
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5.4. Efecto de la bacteria

Wolbachia en el comportamiento

sexual de Aphytis chrysomphali

5.4.1. Introducciéon

El modo habitual de reproducciéon en los himendpteros es la
haplodiploidia, con los machos haploides y las hembras diploides. Dentro de la
haplodiploidia, la partenogénesis arrenotoca es la mas frecuente, donde los
huevos fertilizados dan lugar a hembras diploides y los huevos no fertilizados a
machos haploides. Otro tipo de partenogénesis también frecuente entre los
himendpteros es la partenogénesis telitoca, en la que las hembras diploides se
obtienen de manera asexual, sin necesidad de que el macho fecunde a la
hembra (Doutt, 1959). Este tipo de reproduccidon se encuentra ampliamente
extendida entre los himenopteros parasitoides: s6lo dentro de la superfamilia
Cynipoidea se han descrito mas de 2.000 especies y en la Chalcidoidea 121
especies, de las cuales 38 pertenecen a la familia Aphelinidae, 23 a la
Encyrtidae y 20 a la Trichogrammatidae (Quicke, 1997). Una forma rapida y
fiable de diferenciar las hembras telitocas y las arrenotocas consiste en
observar la descendencia obtenida a partir de hembras virgenes: en las telitocas

se obtendran hembras, mientras que en las arrenotocas machos. Los términos
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asexual, partenogenético y uniparental por tanto serdn sinonimos de telitoco,

mientras que sexual y biparental lo seran de arrenotoco (Pijls et al., 1996).

La telitoquia se ha visto que estd asociada, en un gran nimero de
especies, a la presencia de la bacteria Wolbachia en los ovarios de la hembra
(Werren et al., 1995b; Huigens y Stouthamer, 2003). De los cuatro efectos que
puede tener la bacteria Wolbachia en la reproduccion de su hospedador
(incompatibilidad citopldsmica, induccion de la partenogénesis, feminizacion y
muerte de los machos), en la especie Aphytis chrysomphali se observa la
induccion de la partenogénesis (véase capitulo 5.3). Este fendmeno se ha
descrito en himendpteros (Huigens y Stouthamer, 2003), coledpteros
(Stouthamer et al., 1999), tisanopteros (Arakaki et al., 2001) y 4acaros del
género Bryobia (Weeks y Breeuwer, 2001). El patron comun en todos ellos se
encuentra en el tipo de reproduccion haplodiploide de los hospedadores, donde
la diploidia en las hembras telitocas infectadas se consigue, en la mayor parte
de los casos, a través de la duplicacion de los gametos, y rara vez a través de la
copula (Huigens y Stouthamer, 2003); a diferencia de las hembras diploides no
infectadas (arrenotocas) donde la diploidia en la descendencia depende de si ha
habido o no copula. Si se elimina la bacteria de los ovarios de esas hembras
telitocas mediante tratamientos antibidticos o térmicos (elevadas temperaturas),
la descendencia pasa a estar formada por machos haploides (Stouthamer et al.,
1990a; Stouthamer y Luck, 1991), que pueden desde ser sexualmente no

funcionales hasta fecundar a la hembra sin problemas.

Las barreras que puede encontrar la reproduccion sexual, y que separan
miembros de distintas especies, pueden ser fundamentalmente de tipo
prezigbtico o postzigdtico. Las barreras de tipo prezigdtico se encuentran en
diferencias en el comportamiento de copula y sus incompatibilidades, fallo en
la inseminacidn, desactivacion del esperma por la hembra fecundada y fallo en
la fertilizacion, ademads de los factores que promueven el aislamiento espacial o
temporal. Las barreras postzigoticas, postcopulatorias o zigdticas incluyen la
inviabilidad de los huevos fértiles, esterilidad de la F1, ruptura de la F2 y
menor competitividad de los hibridos en la naturaleza (Rossler y DeBach,
1972; Dobzhansky et al., 1983).

Las barreras reproductivas observadas en himendpteros infectados con

Wolbachia se ha observado que difieren seglin la especie. En un gran niimero

— 324 —



ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS DE APHYTIS CHRYSOMPHALI

de especies partenogenéticas infectadas con Wolbachia, los machos obtenidos
artificialmente al eliminar la bacteria presentan una barrera de tipo prezigotico,
al ser capaces de copular con la hembra telitoca infectada, pero su esperma no
llegar a fertilizar el 6vulo (Zchori-Fein et al., 1992 y 1995; Arakaki et al.,
2000; Argov et al., 2000; Arakaki et al., 2001; De Barro y Hart, 2001; Jeong y
Stouthamer, 2005; Pannebakker et al., 2005). Entre las causas mas probables se
encuentra un esperma no funcional o la falta en el 6vulo de algin factor
necesario para la fertilizacion de éste (Arakaki et al., 2001). Esto tltimo parece
suceder en el escelionido Telenomus nawai, que al copular con hembras
telitocas tratadas la descendencia que se obtiene es masculina, mientras que si
estos machos copulan con hembras arrenotocas, la progenie que se obtiene es
hembra (Arakaki et al., 2000; Jeong y Stouthamer, 2005). En Apoanagyrus
diversicornis, los machos telitocos son capaces de copular con las hembras
arrenotocas pero no son capaces de hacerlo con las hembras telitocas (Pijls et
al., 1996). En Encarsia formosa, las hembras han perdido la funciéon de la
espermateca y los machos no son capaces de generar esperma (Zchori-Fein et
al., 1992; Hunter, 1999). El caso extremo se encuentra en el himendptero
pteromalido Muscidifurax uniraptor: en esta especie, los machos obtenidos
mediante tratamiento antibidtico han dejado de producir esperma maduro y las
hembras, ademés de carecer del musculo necesario para transferir el esperma a
la espermateca, se mostraban reacias a la copula (Gottlieb y Zchori-Fein,
2001).

En el polo opuesto estan algunas especies del género Trichogramma.
A este género pertenecen los Uinicos casos descritos en los que se consigue
producir una linea arrenotoca a partir de hembras telitocas “curadas”. Estas
hembras curadas son capaces de copular con los machos de lineas arrenotocas
y la descendencia es viable e indistinguible de la linea arrenotoca natural
(Stouthamer et al., 1990a y b). Todos los demds casos en los que se ha
intentado restablecer una linea arrenotoca han fallado, debido a las barreras
reproductivas encontradas entre el macho que se ha obtenido eliminando a
Wolbachia y la hembra telitoca del mismo género (ver revision en Huigens y
Stouthamer, 2003).

Las ventajas de obtener lineas partenogenéticas de especies comercial-

mente utiles es de gran interés, sobre todo en programas de control de plagas,
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donde la hembra, inico sexo que se produce, es la responsable de la supresion
de la plaga (Stouthamer y Luck, 1993; Stouthamer, 1993; Floate et al., 2006).
Sin embargo, en aquellas especies en las que la partenogénesis esta asociada a
la bacteria, en funcion de la relacion que exista entre el huésped y el
hospedador, puede suceder que al eliminar la bacteria se consiga un aumento
de la fecundidad y de la fertilidad (ver revision en capitulo 5.3). Ademas, en
algunas situaciones, la ausencia del macho puede no ser tan ventajosa como en
un inicio puede parecer. La telitoquia en un agente de control bioldgico puede
implicar una baja variabilidad genética, dificultades en el estudio de aspectos
genéticos ademas de limitaciones en la mejora genética. Por otro lado, las
especies telitocas pueden encontrar mas dificultades a la hora de adaptarse a las
condiciones ambientales cambiantes, por lo que si el objetivo final de la cria de
un parasitoide es hacer sueltas masivas, las caracteristicas del area de la suelta
tendrian que ser muy similar a las de la cria, con las dificultades que ello atafie.
La reproduccion sexual, a pesar de los costes que supone (ver Crow 1994 para
listado) ofrece la capacidad de incorporar y acumular mutaciones favorables, y
de eliminar las mutaciones deletéreas (Crow, 1994). Por tanto, el
establecimiento de una linea arrenotoca podria solventar estos problemas, o al

menos permitiria comparar los dos tipos de reproduccion.

Comportamiento sexual en el género Aphytis

Dentro del género Aphytis, el comportamiento sexual de especies
biparentales ha sido ampliamente descrito por Gordh y DeBach (1978), y en
concreto el de la especie biparental A. lingnanensis. E1 comportamiento de esta
especie lo compararon con el de otras especies también biparentales
pertenecientes al grupo lingnanensis (A. melinus, A. fisheri, A. coheni y A.
holoxanthus) y coincidieron en adjudicar una serie de pautas que parecian
repetirse en todas ellas, pero con pequefias diferencias que permitian
identificarlas especificamente y que podian llegar a actuar como mecanismo de
aislamiento reproductor entre especies simpdtricas, antes incluso de que se
llegara a producir la copula (Gordh, 1974; Gordh y DeBach, 1978). Por contra,
el comportamiento sexual de las especies de Aphytis uniparentales, y de otros
parasitoides uniparentales en general, estd muy poco estudiado debido a que la

presencia del macho suele ser en muchos casos fortuita (normalmente
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comprende entre el 1 y el 3% de la poblacion telitoca), cuando no esta total-
mente ausente (Rossler y DeBach, 1972; Viggiani, 1984). Estos machos,
cuando aparecian, eran considerados no funcionales y su presencia en las
poblaciones uniparentales se asumia que era debida a fallos genéticos que no
tenian ninguna consecuencia genética en la supervivencia de la especie (Rosen
y DeBach, 1979). Sin embargo, Rossler y DeBach (1972) demostraron que
esos machos no siempre eran no funcionales. En la forma telitoca de la especie
A. mytilaspidis, los machos que aparecian tenian esperma viable y donde se
encontraban, se detectaban hembras telitocas inseminadas. Estas hembras
podian ser ademas inseminadas y fecundadas por machos de la forma
arrenotoca si bien se detectaban algunas barreras prezigoticas en las fases de
reconocimiento y copula por parte del macho. Del mismo modo, los machos de
las linea uniparental también eran capaces de inseminar y fertilizar a las
hembras de la forma arrenotoca. No obstante, el hecho mas llamativo era que
cuando las hembras telitocas eran inseminadas daban lugar a més de un 50% de
hembras diploides provenientes de los huevos fertilizados, demostrando que al
menos en algunas poblaciones uniparentales de Aphytis los procesos sexuales

parecen jugar un papel significativo aumentando la variabilidad genética.

El descubrimiento de que en un gran nimero de especies telitocas hay
una bacteria implicada en la partenogénesis, abre la posibilidad del estudio del
comportamiento de estos machos cuya aparicién en condiciones naturales se
asume a fallos en la transmision de la bacteria (Driessen et al., 1990). Con
todo, hasta la actualidad se ha hecho poco uso de los tratamientos térmicos o
antibioticos para analizar la funcién de estos machos y las implicaciones que
pueden tener en el restablecimiento de poblaciones arrenotocas, del
consiguiente enriquecimiento genético y de los posibles usos dentro de la
taxonomia convencional. Dentro del género Aphytis, tan sélo se ha utilizado el
tratamiento antibidtico con los machos de A. diaspidis y de la linea uniparental
de A. lingnanensis. En estas dos especies, el macho era capaz de transferir con
éxito el esperma, pero existia algun tipo de barrera que impedia la fertilizacion
del huevo, dado que todo lo que producia eran machos (Zchori-Fein et al.,
1995).

En nuestra especie de estudio, 4. chrysomphali, los machos aparecen

de manera muy puntual en la naturaleza (Rosen, 1965 y 1969; Troncho, 1992;
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Rodrigo, 1993) (véase también el capitulo 4.2). En esta especie, al igual que en
otras especies uniparentales pertenecientes a este género (Zchori-Fein et al.,
1994, 1995 y 1998; Gottlieb et al., 1998), la reproduccion telitoca parece estar
ligada a la presencia de Wolbachia. Sin embargo, hasta la fecha tan solo se
habia comprobado en A4. lingnanensis, A. yanonensis y en A. diaspidis (Zchori-
Fein et al., 1995). En el capitulo anterior (5.3), se ha demostrado como en A.
chrysomphali la telitoquia también esta asociada a Wolbachia, al conseguir una
descendencia formada exclusivamente por machos tras alimentar a las hembras
de A. chrysomphali con el antibiotico rifampicina y eliminar la bacteria de los
ovarios. Pero se desconoce si estos machos, independientemente de su origen
(natural o por tratamiento con antibiotico), intervienen realmente en la
fecundacion de la hembra, si juegan un papel en el incremento de la variabili-
dad genética, y si al ofrecerles un medio idoneo, son capaces de restablecer una

linea con partenogénesis arrenotoca.

Por tanto, los objetivos del presente capitulo son los siguientes:

1. Conocer el papel de los machos de A. chrysomphali, obtenidos
mediante tratamiento antibiotico, en el incremento de la variabilidad genética
y, por tanto, en el establecimiento de una linea arrenotoca. Estudiar asimismo,
en caso de no lograr una descendencia viable, qué tipo de barrera reproductiva

presentan.

2. Detallar el comportamiento de copula de la especie uniparental 4.
chrysomphali, no descrito previamente, asi como especificar las diferencias

encontradas con respecto a otras especies del mismo género.

5.4.2. Material y métodos

5.4.2.1. Manejo del parasitoide

Los adultos del parasitoide 4. chrysomphali utilizados en este ensayo
procedieron de la cria que se mantiene sobre piojo rojo de California, en el
laboratorio de la Unidad de Entomologia del IVIA.

La experiencia se inicid aislando pupas del parasitoide, procedentes de

cochinillas en el estado de hembra joven, en viales de cristal de 5 ml que se
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tapaban con una torunda de algodén hidrofobico. Las pupas se dejaban
evolucionar hasta su emergencia, momento en el cual los adultos se liberaban
individualmente en el interior de recipientes de carton que contenian un limén
infestado con piojo rojo. Para evitar la salida del adulto, los botes se tapaban
con tela de muselina sujeta con una goma eléstica. Los adultos se destinaban a
dos tipos de dieta: una formada exclusivamente por miel pura y otra preparada
con una mezcla de miel y el antibiotico rifampicina (Sigma R-3501) al 5% (50
mg/ml). La dieta se disponia en las paredes del recipiente de carton y sobre la
superficie del limén antes de introducir al parasitoide. A los dos dias, se abria
el bote, se capturaba el adulto y se cambiaba el limén con cochinillas
parasitadas por un nuevo limon con cochinillas sin parasitar. Los restos de las
dietas se eliminaban de las paredes del bote y se afnadia de nuevo la miel o la
mezcla de miel mas el antibidtico recién preparada. El limon con las
cochinillas parasitadas se introducia en un nuevo bote que se tapaba con tela de
muselina. Los dos botes se mantenian en la misma camara bioclimatica, a una
temperatura de 25+1 °C, una humedad relativa del 70£10% y un fotoperiodo de

16:8 horas (L:0O). Se procedia de este modo hasta la muerte de los adultos.

Cuando los huevos puestos entre el segundo y el cuarto dia de vida del
adulto alcanzaban la fase de pupa con una coloracidon de ojos granate oscuro, se
diseccionaban todas las cochinillas, y las pupas obtenidas se disponian
ventralmente sobre un portaobjetos, separandolas en funcion del tipo de dieta
que habian recibido los progenitores. Estas pupas se observaban en el
microscopio para determinar su sexo. Las pupas hembra de A. chrysomphali
tienen un par de pequefias placas subrectangulares proximas a la punta del
abdomen dispuestas centralmente, mientras que en el macho sélo aparece una
unica placa subapical y presenta una pequefia incision en la punta del abdomen
(figura 5.21). Las pupas, separadas por sexo y por tratamiento alimenticio, se
introducian de nuevo en viales de cristal. Cuando los ojos de las pupas
adquirian una coloracion verdosa, se observaban cada hora para determinar el
momento exacto de la emergencia del adulto. Los adultos se alimentaban hasta

el momento de la experiencia con miel pura.

La descendencia de los progenitores alimentados con miel estaba
formada exclusivamente por hembras, con toda la carga de Wolbachia que les

habia transmitido su madre. Mientras que la descendencia de los progenitores
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alimentados durante dos y cuatro dias con el antibidtico estaba constituida por
machos (30%) y por hembras con una carga baja de Wolbachia (la F2 estaria

constituida s6lo por machos, ver capitulo 5.3).

Tanto las pupas como los adultos se mantenian a una temperatura de
25+1 °C, una humedad relativa del 70£10% y un fotoperiodo de 16:8 horas

(L:O) en el interior de una camara bioclimatica.

5.4.2.2. Cruces

Se realizaron tres tipos de cruce entre machos y hembras de A4.
chrysomphali en funcion del nivel de infeccion de la hembra. Los cruces

realizados fueron:

— Hembra con Wolbachia (3V°") con macho (3') (n=18).

— Hembra con una baja densidad de Wolbachia (2"°*|) con macho (&)
(n=3).

— Hembra sin Wolbachia (2"°) con macho (&) (n=2).

Los machos y hembras utilizados en el primer cruce, V°'x &, tenian
una edad comprendida entre las 3 y las 35 horas. Las hembras procedian de los
progenitores alimentados exclusivamente con miel y, por tanto, la densidad de

Wolbachia que tenian era la que les habia transmitido sus madres.

wo+

Las hembras del segundo cruce ensayado (2™°"!| x &), provenian de
los progenitores alimentados de 2 a 4 dias con miel y antibidtico. Los adultos

utilizados en la copula tenian 4, 24 y 48 horas.

Las @V utilizadas en el tercer cruce fueron las mismas hembras
progenitoras alimentadas durante seis y ocho dias con miel y antibiotico, para
asegurarse que estaban libres de Wolbachia. En el primer cruce, el macho tenia
10 horas de edad y en el segundo 30. Para confirmar que estas hembras @™
realmente no tenian Wolbachia, se examind a posteriori toda su descendencia y
se verifico que toda era macho. Este examen se realiz6 entre los diez y doce
dias de haber finalizado la experiencia, cuando la descendencia alcanzo la fase

de pupa o adulto.
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Todos los machos utilizados en el ensayo se obtuvieron de hembras
que habian sido alimentadas con miel y antibidtico durante mas de seis dias.
Por lo general, las hembras entre el sexto dia y el octavo dia de tratamiento con

antibidtico sélo producen machos en la descendencia (capitulo 5.3).

5.4.2.3. Disefio experimental

La arena de observacion consistié en la parte inferior de una placa
Petri de vidrio de 5 cm de didmetro que se cubrid con una fragmento de
parafilm “M” (Laboratory film, Pechiney packaging). El parafilm se tens¢ al
maximo para conseguir que estuviese lo mas translicido posible y en uno de
los laterales se dej6 una abertura de aproximadamente un centimetro para

introducir a los adultos de Aphytis.

El experimento se inicio liberando primero a la hembra y después al
macho aplicando un ligero golpe en cada uno de los viales de cristal. Una vez
estaban los dos adultos dentro de la arena, se sellaba el parafilm al completo

para evitar que se pudieran escapar.

El ensayo duraba dos horas desde el momento en que se introducian en
la arena los dos adultos, independientemente de la actividad que mostrasen.
Durante ese tiempo, no se les ofrecia a los adultos ninguna fuente de
alimentacion. La observacion de todo el comportamiento se realizaba a través

de la placa Petri de vidrio y bajo la lupa binocular.

Los experimentos se realizaron durante la mafiana o durante las
primeras horas de la tarde; en otras especies del género Aphytis, no se ha
observado que exista una relacion entre la copula y el momento del dia en que
tiene lugar (Gordh y DeBach, 1978).

5.4.2.4. Pautas de comportamiento sexual

Las pautas del comportamiento sexual que se utilizaran para trazar el
comportamiento observado en la especie A. chrysomphali fueron descritas
amplia y detalladamente por Gordh y DeBach para A. lingnanensis (Gordh,
1974; Gordh y DeBach, 1978).
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El comportamiento sexual de los adultos de A4. lingnanensis se divide

en tres fases: cortejo precopula, copula y comportamiento postcopula.

Los adultos de A. lingnanensis nada méas emerger estan sexualmente
receptivos. El encuentro de los dos adultos puede tener lugar cuando la hembra
esta quieta y el macho se mueve, cuando es el macho el que estd quieto y es la
hembra la que esta en movimiento o cuando los dos adultos estan en activo. Si
el macho estd quieto, la hembra puede pararse cuando encuentra al macho o
puede continuar moviéndose. Si la hembra es la que estd quieta, el macho
puede intentar montar a la hembra, casi desde cualquier angulo. Si los dos
adultos estan en movimiento, el macho puede perseguir a la hembra durante
una distancia variable agitando las alas vigorosamente pero sin llegar a volar.
La hembra en este caso puede evitar al macho, pero habitualmente la hembra
virgen respondera a sus insistencias, deteniéndose y permitiendo que se suba
sobre su dorso desde detras (Rosen y DeBach, 1979). Tras encaramarse sobre
la hembra, el macho se sitia de tal manera que los dos adultos miran en la
misma direccion. El cortejo es iniciado por el macho que hace vibrar
rapidamente sus antenas, golpeando con la porcién proximoventral de sus
mazas en o cerca de los apices de las mazas de la hembra. La hembra responde
al comportamiento de cortejo elevando sus flagelos y disponiéndolos de

manera paralela al sustrato.

Los tarsos del primer par de patas del macho se sitian sobre los ojos
compuestos de la hembra o sobre las tibias anteriores. Las tibias medias las
mantiene elevadas, lejos del cuerpo de la hembra. Las patas posteriores las
coloca sobre el margen anterior de las alas de la hembra. Esta fase en A.
lingnanensis es corta, dura aproximadamente tres segundos. La hembra
sexualmente receptiva reacciona al cortejo del macho modificando los
esternitos gastricos, de modo que el angulo que forman las valvas genitales
aumenta con respecto al suelo y la punta del abdomen queda extendida hacia
afuera. Esta accion se asume que sirve para dilatar el gonoporo y aumentar el
tamafio de la bolsa copulatriz. El macho, que parece percibir este
comportamiento, se mueve rapidamente hacia atras e intenta alcanzar el
gonoporo de la hembra, apoyandose en el suelo con las alas desplegadas que

previamente ha dispuesto en tejadillo.
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En la fase de copula, la hembra permanece quieta y con los flagelos en
posicion paralela con respecto al suelo. Las antenas del macho, por el
contrario, permanecen geniculadas durante la copula. Esta fase es corta, dura
aproximadamente cuatro segundos. Tras la inseminacion, el macho vuelve de
nuevo sobre el dorso de la hembra y asume una posicion similar a la de la fase

precoital del cortejo.

En la fase de postcopula, el macho inicialmente estd quieto con la
cabeza sobre y ligeramente por delante de la cabeza de la hembra. Las antenas
de la hembra se mantienen en reposo. Unos segundos después, las antenas del
macho comienzan a vibrar en pulsos alternantes y las mandibulas del macho se
aproximan o tocan los pedicelos de la hembra. Esta eleva lentamente sus
flagelos que vuelven a adoptar una posicion prorrecta. El macho continua
vibrando sus antenas, tocando o aproximandose a los apices de las mazas de la
hembra en pulsos alternantes. Las patas intermedias del macho se mueven con
un movimiento alternante caracteristico. Tras la copula, y mientras el macho se
encuentra sobre ella, las alas de éste se mueven rapidamente en sentido vertical
para volver finalmente a su posicion sobre el gaster. No obstante, las alas
pueden quedarse elevadas de manera temporal tras completar una serie de
vibraciones. La hembra, mientras esta el macho sobre ella, mueve los esternitos
de manera espasmodica. Esta fase la puede finalizar cualquiera de los dos
sexos y dura aproximadamente 105 segundos. El macho puede bajar de repente
del dorso de la hembra (sin ninguna razoén aparente) o puede ser la hembra la
que provoque el descenso del macho, al girar la cabeza o elevar la tibia anterior
para limpiarse la cabeza. Por lo general, cualquier accion por parte de la
hembra tiene por objetivo bajar al macho de su dorso. Una persistencia en esta
actividad, combinada con pequenas carreras, puede ser decisiva en el descenso

del macho.

5.4.3. Resultados

5.4.3.1. Barrera sexual

El macho de A. chrysomphali no logré fecundar a la hembra en
ninguna de las 23 observaciones realizadas, independientemente de la
concentracion de Wolbachia en la hembra. La hembra en todos los casos se

mostro no receptiva a los intentos de copula del macho (tabla 5.27).
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Cuando el cruce era QW‘” x &, en diez de las dieciocho observaciones
el macho intent6 fecundar a la hembra, adoptando la posicién para tal efecto,
no lograndolo en ninguno de los casos (tabla 5.27). En todas las situaciones, la
hembra se defendia enérgicamente y evitaba la copula, provocando el descenso
del macho de su dorso o el desplazamiento hacia sus antenas. En cinco casos,
el macho realizé todas las pautas descritas en el cortejo precopula (movimiento
de antenas, aleteo, etc.), pero sin llegar a descender hacia los 6rganos sexuales
de la hembra. En tan so6lo tres casos de los dieciocho evaluados, el macho
permanecié indiferente a la presencia de la hembra no realizando ningun tipo
de comportamiento sexual.

Comportamiento
c No hay cortejo Cortejo precopula  Intenta coépula Cépula
ruce

9w0+ a 16,67% 27,78% 55,56% 0%

X (3/18) (5/18) (10/18) (0/18)
[wo+] 0% 100% 0% 0%

g Ix d (0/3) (3/3) (0/3) (0/3)
wo- 100% 0% 0% 0%

M x g (2/2) 0/2) 0/2) (0/2)
21,74% 34,78% 43,48% 0%

(5/23) (8/23) (10/23) (0/23)

Tabla 5.27. Comportamientos observados en los adultos de A. chrysomphali en
funcién del cruce realizado (valores en porcentajes). Entre paréntesis, niimero
de adultos que realizan el comportamiento indicado respecto al total de
adultos ensayados en cada cruce.

En los tres cruces realizados con @™°1| x & sélo se observo la fase de

cortejo precopula. En ningun caso el macho intent6 copular con la hembra.

En ninguno de los dos cruces realizados con Q" se observo el com-
portamiento de copula o de cortejo precdpula. El macho permanecié impasible
ante la presencia de la hembra a pesar de encontrarse en repetidas ocasiones

junto a ella, a milimetros de distancia.
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5.4.3.2. Descripcién del comportamiento sexual de los
adultos

En diez de los veintitrés casos analizados el macho intent6 copular con
la hembra. El comportamiento de cortejo e intento de copula mas completo
observado en los machos y hembras de A. chrysomphali estd representado
esquematicamente en la figura 5.28 y se puede describir de la siguiente

manera:

Encuentro: El encuentro entre los adultos puede tener lugar cuando la
hembra estd en movimiento y el macho estd quieto, cuando es el macho el que
estd en movimiento y la hembra quieta o cuando ambos adultos estan en
movimiento. Sin embargo, s6lo el macho promueve el comportamiento de
cortejo. Si es la hembra la que entra en contacto con el macho, puede
permanecer quieta sin realizar ningtn tipo de sefal que le indique al macho que
estd dispuesta a iniciar el cortejo, o correr en la direccion opuesta para alejarse
del macho, siendo este comportamiento el mas frecuente. No obstante, en
repetidas ocasiones, e independientemente de la densidad de la bacteria en los
ovarios de la hembra, se pudo observar a los dos sexos muy proximos entre si

sin que realizaran ningun tipo de comportamiento.

Por lo general, una vez el macho descubre a la hembra se inicia la fase

de cortejo.

Aleteo: Cuando el macho descubre a la hembra suele iniciar un rapido
aleteo previo a subirse sobre el dorso de la hembra, si bien puede darse la
situaciéon de que el macho no aletee y directamente se encarame sobre ella,
aunque esto es menos frecuente. En una ocasion, al descubrir el macho a la
hembra, no aleteod, sino que mantuvo las alas levantadas, sin moverlas, como si
estuviera encima de la hembra. Si el macho descubre a la hembra estando en
una situacion posterior con respecto a ella, o si la esta persiguiendo, se sube por
el abdomen y se dirige hacia la cabeza de la hembra. Si el macho aborda a la
hembra frontalmente, sube por la cabeza y situdndose sobre el térax, o el
abdomen, gira sobre éste para conseguir que las dos cabezas estén en paralelo y
mirando en el mismo sentido. Cuando se aproxima a la hembra por el lateral,
trepa por el y busca la cabeza de la hembra. En algunas ocasiones, el macho

parece que pierde la nocién de la estructura corporal de la hembra, y tanto si
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sube por el abdomen, por la cabeza o por el lateral, sigue caminando sin

detenerse.

Posicion del cuerpo: El macho, una vez logra situarse sobre la hembra
y con su cabeza sobre la de ella, intenta localizar las mazas de la hembra. Para
ello, y dado que la hembra en todo momento mantiene sus antenas geniculadas
con las mazas en contacto, o casi, con el suelo, dispone su cuerpo en angulo
con respecto al de la hembra. Para poder acceder a las mazas de la hembra,
aproxima sus ojos a los de ella, de manera que los ojos de los dos adultos
quedan préximos entre si y casi equidistantes del suelo. La maza del macho, al
adoptar tal posicion, esta practicamente en contacto con el suelo (figura 5.29,
C.1). La hembra puede responder a las insistencias del macho escondiendo sus
antenas debajo del rostro. En este caso, el macho puede aumentar atin mas el
angulo con el cuerpo de la hembra, e incluso apoyar las patas anteriores en el

suelo, para alcanzar las antenas de la hembra (figura 5.29, C.2).

Movimiento de las antenas y las alas: En esta posicion, el macho
hace vibrar sus mazas de manera alternante sobre las mazas de la hembra, al
mismo tiempo que con sus mandibulas parece morder la base de las antenas de
la hembra. Simultaneamente, el macho inicia un movimiento de aleteo
diferente al realizado al perseguir a la hembra. Levanta primero un par de alas
y después lo baja, lo vuelve a levantar —siempre el mismo par de alas— y lo
vuelve a bajar para después alzar los dos pares, si bien este tltimo movimiento
no lo realiza siempre. En otras ocasiones sube un par, después el otro, de
manera alternante y después los dos. El tiempo que mantiene las alas
levantadas —tanto un par como los dos— es mayor al observado que cuando
persigue a la hembra. En cualquier caso, el aleteo no es tan frenético como
cuando descubre a la hembra, sino més pausado y marcado. El aleteo lo realiza
al mismo tiempo que el mueve las antenas y mordisquea la base de las antenas
de la hembra, y siempre antes de deslizarse hacia atras para intentar realizar la
copula (figura 5.29, C.2).

Posicion de las antenas de la hembra: Durante toda la secuencia de
comportamientos, la hembra mantiene las antenas geniculadas en contacto con
el suelo. Si los flagelos estaban paralelos al suelo, en el momento que detecta la
presencia del macho, los dobla y los dispone en angulo recto. En algunos casos

se ha observado que la disposicion de las antenas va mas alla de la posicion
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geniculada: la hembra parece esconder las antenas debajo de su rostro, como si

quisiera mantenerlas alejadas de las antenas del macho (figura 5.29, C.2).

Posicion de las patas del macho: Cuando el macho esta realizando el
movimiento con las antenas, la posicion de sus patas es la siguiente:

— Primer par de patas sobre la tibia del primer par de patas de la hembra,
sobre su pronoto o sobre las parapsis en el térax. Cuando el comporta-
miento es mas insistente, y con la supuesta intencion de evitar cual-
quier movimiento por parte de la hembra, se tumba sobre ella y coloca

el primer par de patas en el suelo.

— Segundo par de patas sobre el primer o segundo par de patas de la

hembra si bien esta posicion es la que mas varia.

— Tercer par de patas sobre las alas de la hembra, a la altura de la punta

del abdomen.

Intento de copula: Tras finalizar el juego con las antenas, se desplaza
rapidamente hacia atréas e intenta fecundar a la hembra, apoyandose en la punta
de las alas. Unas milésimas de segundo antes de adoptar esta posicion, abre las
alas y las dispone de manera que el borde interior de las alas esta en posicion
inferior con respecto al externo formando una especie de “V” invertida. Sin
embargo, el macho no llega nunca a fecundarla (figura 5.29, C.3). La hembra
realiza una serie de comportamientos con la finalidad de evitar que el macho
llegue a encontrar el gonoporo. No obstante, algunos de estos comportamientos

también se han visto en cualquier momento del cortejo.

Los comportamientos observados en las hembras son los siguientes:

— Baja el abdomen y lo comprime contra el suelo, de modo que las
puntas de las alas también tocan el suelo, dejando el gonoporo total-

mente inaccesible (figura 5.29, C.3).

— Levanta los dos pares de alas sin que necesariamente haya intentado

fecundarla y desmonta al macho.
— Levanta las patas traseras y expulsa con las patas al macho de su dorso.

— Levanta las alas y, si con este movimiento no ha conseguido desmon-

tarlo, se ayuda de las patas posteriores para hacerlo descender.
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— Cuando el macho se dispone a fecundarla, dispone las alas de tal ma-
nera que impide que llegue a alcanzar el gonoporo, sin llegar a bajar el
abdomen. En esta situacion, las antenas del macho tocan el torax de la

hembra y mantiene las alas levantadas.

— Camina con el macho sobre ella, haciendo numerosos giros, con la
intencion de desprenderse de ¢él, levantando primero un ala y después

la otra, de manera sucesiva.

— La hembra se acerca a un lateral de la arena de observacion y se
dispone de tal manera que el macho encuentra una barrera fisica en el

momento de la copula.

— Aprovecha algin cambio de posicion del macho para caminar o doblar
las patas delanteras de modo que el macho continiie caminando hacia

delante y baje, sin desearlo, de la hembra.

— Tan sélo en una ocasion se ha observado a la hembra eliminar al macho
elevando las patas posteriores traseras pero sin dejar de tocar el suelo,
de forma que la punta del abdomen de la hembra queda més alta que el

resto del cuerpo.

En alguna situacion se ha observado que el macho parece calcular mal
la posicion de la hembra e intenta fecundarla por la cabeza, o incluso cuando la
hembra ha conseguido que baje de su dorso, éste intenta copular con el suelo.
En tan solo un caso, el macho parece confundir de manera mas insistente las
estructuras corporales de la hembra e inicia el movimiento de juego de antenas
con las patas posteriores de la hembra e intenta fecundar inicialmente el torax y
posteriormente la parte frontal de la cabeza. Sin embargo, acaba el comporta-
miento girando répidamente sobre el toérax y disponiéndose en la posicion

correcta.

En algunas ocasiones, cuando el macho inicia el juego con las antenas,
la hembra intenta librarse del macho con sus patas delanteras mientras que el

macho intenta con las suyas sujetar las de la hembra.

En la figura 5.29 se representa grafica y esquematicamente los princi-
pales comportamientos realizados por esta especie y que difieren de los

descritos para otras especies de Aphytis.
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Comportamiento sexual de A. chrysomphali

Movimiento
Solo hembra en Hembra y macho Soélo macho en
movimiento en movimiento movimiento

Hembra permanece Macho permanece
<::| Contacto |::> P

quieta quieto

% 4
Fase de cortejo

Macho persigue a la
hembra con aleteo

!

Macho se sube sobre el
dorso de la hembra

Hembra huye del
macho

Hembra desmonta al ﬂ

macho <:|

Macho inicia juego con
las antenas y las alas

Hembra desmonta al <‘:| ﬂ

macho

Macho adopta la posicion
para fecundar a la hembra

Hembra desmonta al <‘:|
macho X

COPULA

Figura 5.28. Representacion esquematica de las pautas observadas en el
comportamiento sexual de 4. chrysomphali.
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A. lingnanensis A. melinus A. chrysomphali

Figura 5.29. Principales comportamientos realizados por A. chrysomphali (C)
observados en este estudio que difieren de los descritos para otras especies de
Aphytis, como A. lingnanensis (A) y A. melinus (B). Las flechas indican las
diferencias encontradas entre las tres especies. En rojo, las relativas al macho, y
en azul, las de la hembra. Los comportamientos de A. lingnanensis y A. melinus

han sido modificados de Gordh (1974) y Gordh y DeBach (1978).

5.4.4. Discusion

5.4.4.1. Barrera sexual

Aphytis chrysomphali presenta una reproduccion partenogenética del
tipo telitoca obligada inducida por la bacteria Wolbachia, cuyo efecto se ve
suprimido al tratar a la hembra del parasitoide con antibidtico y eliminar la
bacteria de los ovarios. De este modo, el porcentaje de sexos se revierte a una
progenie formada exclusivamente por machos. Los cruces realizados entre los
machos y las hembras de esta especie muestran que Wolbachia parece haber
modificado el comportamiento sexual de 4. chrysomphali, de tal manera que
las hembras no se muestran receptivas a los intentos de copula realizados por

los machos. Estas hembras han variado su comportamiento hasta el extremo de
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no so6lo no realizar ninguna de las pautas de comportamiento descritas para
otras especies del género Aphytis, sino que incluso llegan a adoptar posiciones
que claramente demuestran lo contrario. La hembra impide por todos los
medios que el macho llegue a fecundarla, siendo las posiciones mas evidentes
la disposicion del abdomen pegado al suelo o los movimientos realizados con
las alas y las patas posteriores para desmontar al macho e impedir el
apareamiento. Esta es la primera vez que se describe un comportamiento de la
hembra tan manifiestamente en contra de la copula. En el pteromalido M.
uniraptor, las hembras no se mostraban receptivas a los intentos de copula del
macho (Gottlieb y Zchori-Fein, 2001), pero no estd descrito que se
comportaran de manera tan agresiva como las hembras de A. chrysomphali. Y
tampoco se ha descrito este comportamiento en las hembras telitocas de 4.
diversicornis, donde la presencia del macho, telitoco o arrenotoco, inducia a la
hembra a alejarse, a diferencia de las hembras arrenotocas, que se aproximaban
a ¢l (Pijls et al., 1996).

El macho de 4. chrysomphali, al igual que el macho de M. uniraptor o
de A. diversicornis, no parece haber perdido la capacidad de fecundar a la
hembra. Sin embargo, a pesar de que realiza todas las pautas de cortejo e
intento de copula, nunca llega a copular con la hembra. La barrera reproductiva
en esta especie seria, por tanto, de tipo prezigdtico y se situaria en los primeros
niveles de aislamiento reproductivo, en concreto, en diferencias en el
comportamiento de cépula. Este dato, a excepcion de lo detallado para M.
uniraptor, difiere de lo observado en la mayor parte de las especies de
himendpteros infectados con Wolbachia. En estos casos, las barreras de tipo
prezigdtico se sitian una vez realizada la copula y difieren en funcion de si el
macho es o no capaz de producir y transferir el esperma (Stouthamer et al.,
1990a; Zchori-Fein et al., 1992 y 1995; Pijls et al., 1996; Arakaki et al., 2000;
Argov et al., 2000; De Barro y Hart, 2001; Huigens y Stouthamer, 2003;
Pannebakker et al., 2005), de si el esperma fertiliza o no a los huevos una vez
se consigue la transferencia (Stouthamer et al., 1990a; Stouthamer y Luck,
1993; Zchori-Fein et al., 1995; Pijls et al., 1996), o ya en las barreras de tipo
postzigotico, de si la descendencia obtenida es o no estable en funcion de si la
hembra es telitoca (infectada) o arrenotoca (Stouthamer et al., 1990a; Zchori-
Fein et al., 1995; Pijls et al., 1996; Arakaki et al., 2000; Pannebakker et al.,

2005). En todas las especies descritas, el macho llegaba a completar la

— 341 —



ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS DE APHYTIS CHRYSOMPHALI

secuencia completa de cortejo, copula y postcopula, y en ningin caso la
hembra parecia mostrarse reacia a la copula, si bien en algunos casos se

producia un descenso en el nimero de copulas (Pannebakker et al., 2005).

Muller (1949) (en Gottlieb y Zchori-Fein, 2001) predijo que una
mutacion aleatoria tenderia a destruir las bases genéticas de un caracter que ha
dejado de ser sometido a la presion selectiva. Por tanto, se espera que una vez
la presion selectiva se relaja sobre uno o varios rasgos, la probabilidad de
perder esos rasgos a través de una mutacidon se vea aumentada. Los genes
responsables de los caracteres envueltos en la reproduccion sexual se supone
que acumulan mutaciones que los hacen no funcionales en ausencia de una
seleccidon que mantenga esa funcion. Sin embargo, en presencia de Wolbachia,
la reproduccion asexual se cree que inicialmente es facultativa. Con la
relajacion de la presion selectiva que favorece los rasgos sexuales, la
reproduccion asexual que inicialmente era facultativa pasa a ser obligatoria.
Dado que bajo estas circunstancias la reproduccion asexual es irreversible, el
hospedador depende totalmente del simbionte para la reproduccion. La pérdida
de estos rasgos sexuales observada en la hembra de A. chrysomphali es
consistente con esta teoria y sugiere que la reproduccion telitoca inducida por
la bacteria es irreversible. Los machos que se puedan obtener en la naturaleza

por tanto no tendran ningtn papel en la reproduccion de la hembra

Los cruces con hembras con una baja densidad de Wolbachia o sin
Wolbachia ofrecen un resultado mas llamativo. Los machos que en presencia
de hembras con bacteria realizan toda la secuencia de cortejo e intento de
copula, cuando la hembra estd libre de Wolbachia dejan de mostrar el mas
minimo interés hacia la hembra e ignoran su presencia hasta el extremo de
estar los dos adultos a escasos milimetros de distancia y en ningin caso el
macho realizar el aleteo caracteristico al descubrir a la hembra. Una posible
explicacion de este comportamiento se encontraria en un potencial efecto del
antibidtico sobre las feromonas de atraccion de la hembra, de forma que
enmascarase o anulase el olor desprendido por la hembra, e impidiese el
reconocimiento por parte del macho. Un comportamiento similar se ha descrito
en los machos arrenotocos de la especie 4. diversicornis, que s6lo eran capaces
de copular con las hembras infectadas. En el momento que se eliminaba la

bacteria, cesaba todo intento de copula por parte del macho (Pijls et al., 1996).
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Por el contrario, en Trichogramma cordubensis, las hembras telitocas han
dejado de ser atractivas para el macho porque han reducido o dejado de

producir la feromona de atraccion (Silva y Stouthamer, 1997).

La capacidad de produccion de esperma por los machos, y la presencia
de todos los musculos implicados en la transferencia del esperma, son dos
cuestiones que quedan pendientes de ser evaluadas en A. chrysomphali. Sin
embargo, si se tiene en cuenta que la especie que mas proxima se encuentra en
términos etologicos es M. uniraptor, donde los machos no son capaces de
producir esperma maduro y las hembras carecen del musculo mayor en la
espermateca (Gottlieb y Zchori-Fein, 2001), no seria raro suponer que A.

chrysomphali también presentase estos rasgos.

El establecimiento de la linea arrenotoca de 4. chrysomphali, con todas
las ventajas que ello conlleva, a partir de una linea telitoca resulta inviable al
igual que en todas las especies estudiadas hasta la fecha, a excepcion de

algunas especies del género Trichogramma (Stouthamer et al., 1990a y b).

5.4.4.2. Comportamiento sexual de Aphytis chrysomphali

El comportamiento sexual del macho y la hembra de A. chrysomphali
se ajusta en lineas generales a lo descrito en otras especies biparentales de
Aphytis (Gordh, 1974; Gordh y DeBach, 1978). No obstante, existen diferen-
cias en el comportamiento exhibido que permiten diferenciarlo de las otras
especies de Aphytis descritas por Gordh (1974) y Gordh y DeBach (1978).
Estas diferencias se encuentran desde las posiciones que adopta el macho y la
hembra una vez entran en contacto (figura 5.29C), hasta el hecho mas

llamativo de que no se produzca la copula.

Tal y como se observdo para A. lingnanensis, el macho de A.
chrysomphali estd sexualmente receptivo nada mas emerger. El macho, tras
detectar la presencia de la hembra, realiza el aleteo caracteristico y se sube
encima de ella para iniciar el juego con las antenas descrito para A.
lingnanensis. Sin embargo, la posicion que adopta la cabeza y el cuerpo del
macho y las antenas de la hembra difieren con respecto a la de 4. lingnanensis.
Las hembras de 4. chrysomphali mantienen durante todo el tiempo las antenas

geniculadas e incluso en algun momento las llegan a esconder debajo del
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rostro. El macho para poder acceder a la maza de la hembra debe disponer su
cabeza en frente de la de la hembra, o muy proxima, de manera que los ojos del
macho y los de la hembra estdn a una misma distancia del suelo. Esta posicion
de la cabeza obliga al macho a inclinarse ligeramente hacia delante,
aumentando el angulo de contacto entre los dos cuerpos. La postura del cuerpo
y de las antenas coincide con lo descrito para A. melinus (Gordh y DeBach,
1978), si bien en 4. chrysomphali el angulo de contacto es incluso mayor que
en A. melinus, sobre todo cuando la hembra esconde las antenas debajo del
rostro. En A. lingnanensis, en el momento en el que la hembra percibe la
presencia del macho, eleva las antenas, que previamente estaban en posicion
geniculada, y las dispone en paralelo con respecto al suelo, de manera que el
cuerpo del macho esta en paralelo con el de la hembra y su cabeza se mantiene
justo encima de la de la hembra. EI movimiento de las mazas del macho de 4.
chrysomphali sobre las mazas de la hembra es alternante, al igual que para A.
lingnanensis y a diferencia de A. melinus donde las mazas vibran al mismo

tiempo.

La posicion de las patas también presenta diferencias con respecto a lo
descrito para A. lingnanensis y A. melinus. El primer par de patas A.
chrysomphali suele situarlo sobre la tibia del primer par de patas de la hembra,
sobre el pronoto o cuando quiere ser mas insistente, sobre el suelo. Sin
embargo, las otras dos especies acostumbran a poner el primer par de patas
sobre los ojos de la hembra. El segundo par de patas en el caso de 4.
lingnanensis y A. melinus no esta en contacto con el cuerpo de la hembra,
mientras que A. chrysomphali lo suele disponer sobre el cuerpo de la hembra,
si bien este par de patas adopta las posturas mas variables. La posicion de las
patas intermedias, lejos del cuerpo de la hembra en el caso de A. lingnanensis 'y
A. melinus, y el movimiento alternante de ellas en la postcopula se asocia a la
dispersion de una feromona que parece inhibir el movimiento de la hembra y
que procede de un poro que se encuentra situado en la parte anterior de las
coxas (Gordh y DeBach, 1978). En A. chrysomphali, no se ha detectado este
movimiento alternante de las patas intermedias en las postcopula (dado que
esta fase no existe) y tampoco se ha observado que estén elevadas en la fase del
cortejo. Una posible explicacion podria encontrarse en que los machos

hubieran dejado de producir esta feromona; no obstante, la ausencia de un
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analisis mas detallado de la presencia y funciéon de este poro en las coxas, no

permite confirmar esta suposicion.

Durante todo el tiempo que dura el cortejo sobre la hembra, el macho
de A. chrysomphali realiza con las alas unos movimientos pausados y marcados
que no han sido descritos en ninguna de las dos especies biparentales, y que
consisten en la elevacion de un Unico par de alas durante repetidas veces y
posteriormente los dos, o bien una alternancia en la elevacion de los dos pares
de alas. El tiempo que se mantiene el par de alas elevado es variable pero esta
lejos de ser el rapido aleteo realizado cuando descubre a la hembra o el descrito
en la postcopula en las otras especies, donde se ha sugerido que el movimiento
de alas sirve para eliminar restos de feromona de otros machos o feromona
antigua, e impregnar el ambiente de feromona fresca y mantener mas tiempo a
la hembra inactiva. Desconocemos qué funcién puede tener este movimiento

de alas.

Por otro lado, la hembra de A. chrysomphali, lejos de reaccionar a los
movimientos de las antenas del macho y extender el abdomen hacia fuera para
aumentar el angulo del cuerpo con respecto al suelo y hacer mas accesible el
gonoporo (comportamiento observado en las dos especies biparentales),
acostumbra a comprimir el abdomen contra el suelo, elevar las alas o las patas
y todo ello con el objetivo de hacer descender al macho. El macho, a pesar de
la no receptividad por parte de la hembra, intenta la copula y la posicion que

adopta no difiere de la adoptada por A4. lingnanensis y A. melinus.

Los comportamientos observados en el macho de intento de copula con
el suelo o con otras estructuras corporales de la hembra distintas de la bolsa
copulatriz (cabeza, torax,...), ademés de pasar por encima de la hembra sin
detenerse, han sido descritas para A. lingnanensis y A. melinus como
aberraciones en el comportamiento sexual del macho. En muchas ocasiones,
estos comportamientos se deben a la edad del macho (aprox. 5 dias de edad), si
bien el intento de coépula con otras estructuras corporales también se ha
observado en machos recién emergidos (Gordh, 1974; Gordh y DeBach, 1978).
En las experiencias realizadas, la edad maxima del macho fue de 36 horas por
lo que se asume que el comportamiento sexual era aberrante y no debido a la
edad.
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Por tanto, el macho de 4. chrysomphali presenta una serie de pautas en
el comportamiento sexual que recuerda a lo descrito para otras especies de
Aphytis. Sin embargo, presenta otros comportamientos propios de su especie
que permiten diferenciarlo claramente de A. melinus o A. lingnanensis, como
son la posicion de las patas, la posicion de las antenas o el aleteo sobre la
hembra. Si en futuros trabajos se procediera al control de la duracion de cada
una de las pautas observadas en el comportamiento sexual muy probablemente
se encontrarian un mayor numero de diferencias que reforzarian la opinion de
Gordh (1974) y de Gordh y DeBach (1978), respecto al uso del comportamien-

to sexual como herramienta clave en la taxonomia.

— 346 —



onclusiones




...la Naturaleza no sabe bromear; siempre es auténtica, siem-
pre seria, siempre severa; siempre tiene razon, y los errores y
faltas son siempre los del ser humano. La persona incapaz de
apreciarla la desdefa; y ella sélo se entrega al acertado, al
puro, al auténtico, y revela sus secretos.

J. W. von Goethe. Goethe y la ciencia. Siruela, 2002.




De los resultados expuestos durante esta memoria, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

Control bioldgico del piojo rojo de California en el campo

Estudio del establecimiento y dispersién de los parasitoides

Aphytis melinus y Aphytis lingnanensis

1.- La especie A. melinus se ha establecido y dispersado por toda la
region citricola de la Comunidad Valenciana, mientras que A. lingnanensis sélo
se ha localizado en Castellon (tras cinco afios desde su introduccion y a pesar de
las numerosas sueltas realizadas). Aphytis chrysomphali ha resultado ser la

especie mas abundante en practicamente todos los muestreos.

Complejo de parasitoides presente en el campo

2.- A lo largo del afio de muestreo se han podido identificar cuatro
especies de parasitoides sobre el piojo rojo de California: Aphytis chrysomphali,
A. melinus, A. hispanicus 'y Aphytis sp. grupo lingnanensis. Aphytis
chrysomphali y A. melinus ya habian sido descritas sobre 4. aurantii. Aphytis
hispanicus es la primera vez que se cita parasitando al piojo rojo de California

en la Peninsula Ibérica. Aphytis sp. grupo lingnanensis, de confirmarse su
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identidad, puede ser considerada como una nueva especie de himendptero
afelinido y, por tanto, de gran interés para futuros estudios del control bioldgico

de la plaga sobre A. aurantii.

3.- Aphytis chrysomphali fue la especie mas abundante a lo largo de
todo el afio y en las tres dreas de muestreo (constituyendo el 76% de las
especies identificadas), a excepcion de los meses de verano. Su maximo se
encuentra desde finales de septiembre hasta enero, con un descenso drastico de
las poblaciones durante el periodo estival. Aphytis melinus fue una especie
minoritaria a lo largo de todo el muestreo (22% de las especies identificadas),
con un maximo de capturas, en términos de abundancia relativa, desde

mediados de mayo hasta principios de septiembre.

4.- La poblacion de cochinilla en el estado susceptible de ser parasitado
fue mas abundante en fruto seguido de rama y, por ultimo, de hoja. Las mayo-
res poblaciones de A. chrysomphali y A. melinus se localizaron sobre fruto

mientras que la distribucion sobre hoja y sobre rama fue similar.

5.- Aphytis chrysomphali se encontrd mayoritariamente sobre cochi-
nillas macho. No hubo diferencias en la preferencia por segundos estados larva-
rios hembra y hembras jovenes. Aphytis melinus parasitdé preferentemente el
estado de hembra joven, seguido de cochinillas macho y, por ultimo, del

segundo estado larvario hembra.

6.- El porcentaje de sexos vario en funcion de la especie del parasitoide
y del estado de la cochinilla hospedadora. La produccién de hembras fue casi
absoluta en A. chrysomphali y total en A. hispanicus, independientemente del
estado de la cochinilla hospedadora utilizado. Aphytis melinus y Aphytis sp.
grupo lingnanensis presentaron una razon sexual idéntica (1:1), con los huevos
hembra puestos en las hembras jovenes y los huevos machos en los segundos

estados larvarios hembra y en las cochinillas macho.

7.- El porcentaje de parasitismo encontrado a lo largo del muestreo y en
las tres parcelas fue muy reducido (12%), inferior al requerido para controlar la
plaga. Este porcentaje presentd diferencias en funcion del cultivo de citrico y
del sustrato: en las parcelas con cultivo de naranjo el porcentaje de parasitismo
fue similar en las hojas y en el fruto, siendo menor en las ramas, mientras que
en la parcela con mandarino clemenules no se encontraron diferencias entre los

tres sustratos ademas de presentar el menor porcentaje de parasitismo.
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8.- Se confirma en este estudio que el grupo citrico de las mandarinas
es menos susceptible al ataque de 4. aurantii que el naranjo y, por tanto, que en
el control bioldgico de la plaga es necesario valorar la variedad de citrico

atacada.

9.- Se ha detectado un problema de tipo ecoldgico en el fracaso de 4.
melinus como regulador de la plaga del piojo rojo de California y se sugiere que
puede ser debido a un posible efecto de la estructura de la poblacién de la

cochinilla.

Introduccién de Comperiella bifasciata y Encarsia perniciosi,
dos nuevos enemigos naturales del piojo rojo de California

10.- Comperiella bifasciata y E. perniciosi han sido introducidas por
primera vez en la Comunidad Valenciana. Comperiella bifasciata se detectd en
el primer muestreo posterior a su suelta, pero no en los siguientes, por lo que
para poder valorar su establecimiento serdn necesarias nuevas sueltas y
prospecciones. Encarsia perniciosi no se ha establecido en el transcurso de este
trabajo; sin embargo, se insiste en la importancia que puede tener este

parasitoide en el control de la plaga.

11.- La importancia de las razas en el control biologico se ha visto
confirmada por el fracaso en la introduccion de C. bifasciata en 1936. La raza
de C. bifasciata que entonces se introdujo desde el insectario de California

parasitaba a Aonidiella citrina, especie no presente en nuestros cultivos.

12.- Se cita por primera vez para la Peninsula Ibérica al encirtido
Comperiella lemniscata sobre Ch. dictyospermi, como resultado de una

introduccion de tipo accidental.

Estrategias reproductivas de Aphytis chrysomphali

Influencia del tamafo de la cochinilla en Aphytis chrysomphali

13.- El tamafio, longevidad y fecundidad de A. chrysomphali disminuye
al utilizar un hospedador de menor tamafio de cuerpo, como es el segundo
estado larvario macho, y por tanto la eleccion en campo de este estado del

hospedador repercute negativamente en su biologia.
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14.- Todos los parametros relacionados con la fecundidad de A4.
chrysomphali demuestran que es una especie menos eficiente que A. melinus o
A. lingnanensis: A. chrysomphali es una especie sinovigénica que emerge en el
ambiente por lo general sin huevos maduros, que requiere un mayor periodo de
prepuesta, tiene una menor capacidad para acumular huevos (un maximo de 13
huevos) relacionado probablemente con un menor numero de ovariolos (tres en
cada ovario) y un menor tamafio corporal, ademas de una menor velocidad de
maduracion (alcanza el méximo a las 72 horas). A su favor juega un indice de
sinovigenia menor que le proporciona una mayor plasticidad a la hora de la
puesta, y una menor velocidad de reabsorcion (menos de un huevo al dia) que le
permite poder disponer de los huevos durante un mayor tiempo. Al igual que en
A. melinus y A. lingnanensis, la edad y el tamafio en A. chrysomphali se
relaciona con el nimero de huevos que puede llegar a madurar. El fendmeno de

reabsorcion se evidencia a partir del cuarto dia en ausencia de hospedadores.

15.- Una fuente de azicares es esencial en la cria de estas especies
puesto que la supervivencia del adulto se ve afectada por la dieta. La longevi-
dad es mayor cuando se utiliza una mezcla de miel mas agua o s6lo miel. Es
importante la textura ofrecida al parasitoide: la dieta con soporte de agar-agar

reduce la longevidad.

16.- El tamafio de la pupa es un estimador fiable del tamafio del adulto.

Efecto de distintas variables en la seleccién del hospedador y
en el comportamiento de puesta y de alimentacién de Aphytis

chrysomphali

17.- En condiciones de laboratorio, Aphytis chrysomphali escoge los
hospedadores de mayor tamano para la puesta y los de menor tamafio para la
alimentacion, y por tanto se confirma que es capaz de discriminar entre
hospedadores de distinta calidad y elegir los de mayor talla para su descen-
dencia. Este hecho difiere de lo observado en campo. Esta eleccion no se ve

alterada por el nimero de huevos en los ovarios.

18.- El numero de huevos en los ovarios condiciona el comportamiento
observado: un nimero elevado favorece el comportamiento de puesta mientras
que uno bajo activa el comportamiento de alimentacién. La puesta se inicia

cuando la hembra tiene un minimo de dos huevos y cesa antes de agotar los
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ovarios. Requiere un minimo de un huevo para alimentarse. La alimentacion del
parasitoide no es imprescindible para la puesta inicial, lo que permite calificar a
esta especie como autogena. El tipo de alimentacion que presenta es destructiva

y no coincidente.

19.- El estado del hospedador influye en el tiempo empleado en la
puesta y en la alimentacion. Sin embargo, el nimero de huevos en los ovarios
solo afecta al tiempo empleado en la puesta y a la intensidad de busqueda. El
tiempo invertido en la alimentacién es independiente de la carga de huevos.
Sobre una hembra joven, y en presencia de otros estados, 4. chrysomphali tarda

el mismo tiempo en realizar la puesta del huevo que A. melinus.

Efecto de la bacteria Wolbachia en los pardmetros repro-

ductivos de Aphytis chrysomphali

20.- La bacteria Wolbachia se considera que se ha fijado en la
poblacion de 4. chrysomphali, y que por tanto regula de manera irreversible su
reproduccion. En esta especie, Wolbachia es la responsable de la partenogénesis
telitoca obligada exhibida por los adultos. Si se elimina la bacteria de los
ovarios de la hembra mediante un tratamiento antibidtico se consigue revertir el
porcentaje de sexos hacia la arrenotoquia presentada por la mayor parte de los

himendpteros.

21.- En presencia de la bacteria, se incrementa la fecundidad y la
supervivencia de los estados inmaduros de A. chrysomphali. En cambio, no se

ven afectadas ni la fertilidad ni la longevidad de los adultos.

22.- El grado de infeccion en esta especie requiere un minimo de ocho
dias en contacto con el antibiotico para obtener una F1 libre de hembras o
cuatro dias para la F2. Periodos de tiempo inferiores son insuficientes y, en

ausencia de antibiotico, la bacteria se reproduce y reaparece la telitoquia.

Efecto de la bacteria Wolbachia en el comportamiento sexual

de Aphytis chrysomphali

23.- La presencia de Wolbachia en A. chrysomphali modifica el
comportamiento de la hembra de tal manera que no permite la cépula a pesar de

que el macho exhibe un comportamiento de cépula normal. Por tanto, el tipo de
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barrera que existe entre el macho y la hembra de esta especie es de tipo
prezigobtico y, a la vista de los datos, resulta del todo inviable restablecer una

poblacion de 4. chrysomphali arrenotoca.

24.- Si se reduce o elimina la concentracion de Wolbachia en la
hembra, el macho deja de verse atraido, por lo que se sugiere un posible efecto

del antibidtico en la produccion de las feromonas sexuales de la hembra.

25.- El estudio etolégico del comportamiento sexual puede aportar
datos de interés para la separacion especifica de este grupo de especies. El
comportamiento sexual de A. chrysomphali difiere del realizado por A. melinus
y A. lingnanensis. Las diferencias mas evidentes se hallan en la postura que
adopta la hembra para impedir la copula y las consecuencias que tal

comportamiento tiene sobre el macho.

Con todo lo expuesto se puede concluir que 4. chrysomphali continua
siendo la especie mayoritaria del complejo de himenodpteros que parasitan al
piojo rojo de California, si bien no llega a controlar la plaga, entre otros moti-
vos por su preferencia en el campo por las cochinillas macho. Aphytis melinus,
lejos de tener el papel relevante que se observa en otros paises, se encuentra
presente en una baja densidad. Por tanto, y con los datos disponibles, un buen
control bioldgico de A. aurantii tendria que establecerse en la suelta combinada
de estas dos especies, atendiendo a sus preferencias climaticas y de estados del

hospedador, con el refuerzo de C. bifasciata y sobre todo de E. perniciosi.

En cualquier caso, independientemente de la especie que se introduzca,
los detalles de la biologia de los parasitoides y de la plaga son importantes para
conseguir un resultado satisfactorio. Una actuacion integrada con sueltas de
enemigos naturales puede fracasar por ignorar aspectos de apariencia nimios
(como el estado de la cochinilla o el nimero de huevos del parasitoide), pero
que no obstante pueden lastrar todo el tratamiento de la plaga. Por tanto, a
nuestro parecer, es necesario valorar antes de realizar cualquier Manejo
Integrado todas estas pequefas variables, y decidir con qué parasitoides es
preferible llevar a cabo el control. Tan s6lo desde un conocimiento exhaustivo
de la plaga y de sus enemigos naturales, se conseguira regular las poblaciones
con ¢xito. Y tan solo entonces el control bioldgico podra erigirse como una
alternativa segura y eficiente al control quimico, y salvaguardar la salud de los

cultivos y del medio ambiente.
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Convendrd usted conmigo (...) en que, si el capitulo segun-
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Arthur Conan'Do le. «El valle del terror»
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