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RESUMEN

Aonidiella aurantii (Maskell) (Hemiptera: Diaspididae) es una de las plagas
mas importante de los citricos de la cuenca Mediterranea donde afecta a todas las
variedades cultivadas. Actualmente su gestion esta basada en el control quimico
aunque existen varios métodos alternativos. En muchas regiones citricolas del mundo,
las poblaciones de A. aurantii se encuentran bajo control bioldgico por el parasitoide
Aphytis melinus DeBach (Hymenoptera: Aphelinidae), sin embargo en Espana las
especies del género Aphytis todavia no ejercen un control satisfactorio sobre A.
aurantii. En los cultivos citricos espafioles coexisten el parasitoide autdctono Aphytis
chrysomphali Mercet (Hymenoptera: Aphelinidae) y el mencionado A. melinus que fue
introducido en los anos 80. Desde su introduccién, A. melinus ha desplazado a A.
chrysomphali de algunas zonas mientras que coexisten en otras. La coexistencia de
ambas especies y la utilizacion del mismo hospedador provocan la aparicion de
mecanismos de competencia interespecifica, especialmente en otofio cuando las
poblaciones del diaspidido son bajas y las de los parasitoides altas. En este trabajo se
ha estudiado la competencia intrinseca entre los estados inmaduros de A. melinus y A.
chrysomphali para determinar los aspectos biolégicos que expliquen la coexistencia o
desplazamiento de uno de ellos. Para ello, primero se describié y comparé el
comportamiento de las hembras de ambas especies cuando encontraron escudos de A.
aurantii no parasitados y parasitados por la especie competidora. Los resultados
mostraron que ambos parasitoides fueron capaces de discriminar entre hospedadores
sanos y parasitados. Sin embargo, el comportamiento de ambas especies difirio
cuando encontraron hospedadores parasitados por la otra especie. Mientras A.
chrysomphali disminuyd la aceptacién del escudo y el tamafio de la puesta (comparado
con los hospedadores sanos), A. melinus no alter6 ninguno de estos dos
comportamientos pero practicd ovicidio. Las hembras de A. melinus buscaron,
encontraron y picaron los huevos de A. chrysomphali con el ovipositor antes de poner
sus propios huevos. Como consecuencia de esto e independientemente del orden en
el que las dos especies fueron introducidas, A. melinus fue la que emergié en mayor
porcentaje de los escudos multiparasitados y, por tanto, el competidor superior. Estos
resultados muestran algunas de las posibles causas bioldgicas que subyacen en el
desplazamiento de A. chrysomphali por A. melinus en nuestros citricos. Finalmente, en
la discusidn se explican brevemente algunas de las implicaciones que nuestros
resultados pueden tener el control biolégico de A. aurantii dentro de un programa de
gestion integrada de plagas.



ABSTRACT

Aonidiella aurantii (Maskell) (Hemiptera: Diaspididae) is one of the most
important and widespread citrus pests in the Mediterranean basin, where affects all
cultivated citrus plants. Nowadays, the management of this citrus key pest is
chemically based despite there are other available techniques. In many citrus regions
around the world, the populations of A. aurantii are under biological control because
of the effectiveness of the parasitoid Aphytis melinus DeBach (Hymenoptera:
Aphelinidae). In Spain, however, A. aurantii has not been successfully controlled by
Aphytis species yet. In Spanish citrus groves, the native parasitoid Aphytis
chrysomphali Mercet (Hymenoptera: Aphelinidae) seem to coexist with A. melinus
which was introduced early in the 80’s. Since then, A. melinus has displaced A.
chrysomphali from some areas whereas they may coexist in others. Both coexistence
and sharing same host resources could easily lead to the appearance of heterospecific
competition, especially in autumn when the scale populations are scarce but those of
parasitoids high. In this work, intrinsic competition between A. melinus and A.
chrysomphali immature stages has been studied in order to determine which are the
biological issues involved in the coexistence or displacement of one of them. First of
all, we described and compared the female behaviour of both species when they
found parasitized and non parasitized scales. Our results showed that both parasitoids
were able to discriminate between healthy and parasitized hosts. Nonetheless, both
species behaved differently when they found scales parasitized by the competitor
species. Whereas A. chrysomphali reduced host acceptance and clutch size (compared
with healthy hosts), A. melinus did not alter any of its behaviours but the female
committed heterospecific ovicide instead. A. melinus foraged, found and probed the
eggs laid by A. chrysomphali and replaced them with some of her own. As a
consequence of that, A. melinus has been considered the superior competitor because
it was found more frequently in multiparasitized hosts than A. chrysomphali in all
cases. These results may possibly explain some of the biological reasons for A.
chrysomphali displacement in our citrus crops. Finally, some of the implications of our
results regarding to A. aurantii biological control and integrated pest management are
also briefly exposed.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a Alberto Urbaneja las facilidades que me ha ofrecido para la
realizacion de este Trabajo Fin de Master en las instalaciones del Departamento de
Entomologia del Centro de Proteccidon Vegetal y Biotecnologia del Instituto Valenciano
de Investigaciones Agrarias (IVIA) en Moncada (Valencia) dentro de la linea de
investigacion relacionada con la mejora del control biolégico del piojo rojo de
California Aonidiella aurantii (Maskell) (Hemiptera: Diaspididae). También me gustaria
darle las gracias por el permiso para la utilizaciéon de los insectos empleados en este
ensayo que proceden de las crias de A. aurantii y sus parasitoides del IVIA.
Personalmente, me ha apoyado en la realizacion de este Master para poder
compatibilizarlo con mi trabajo en el Centro. Me gustaria reconocer el gran trabajo de
mis directores experimentales Alejandro Tena y Ruth Cebolla por disefiar del
experimento, supervisar, corregir y revisar el documento escrito. A mi director
académico Pedro Guirao Moya por su comprension, diligencia y disposiciéon en los
asuntos de la Universidad.



INDICE

1. INTRODUCCION ........oooooooooooooeeeeeeeeeeee oo 9
1.1 Aonidiella aurantii como plaga clave de 10s Citricos .............ccceevvvvverrieennnnns 10
1.1.1 Clasificacion taXxonNOmMICa ......ccccccuiieeeeiiiiiee et eee e 10

1.1.2 Origen y distribucion geografica ......ccccevveveeiiiiieiiiieeeeie e, 10

1.1.3 IMpPortancia aBroNOMICA ..ccccveeeieeeeeeieiiiiereeeeeeeeiiiirrereeeeeeessrrrereeeeesennens 11

1.1.4 Descripcion morfoldgicay desarrollo...........ccovvcciiieeeeeeeeiiiiiieeeee e, 12

1.1.5 BiolOgIa Y €COI0ZIA uuviiiiiiiecirieieeiie et 16

R O ST B - Vo 3R 18

1.2 Métodos de control de A. aqurantii...................ccccccooveeciiiiieeiiiiiccciciieee e, 19
1.2.1 Control QUIMICO ..ciiiieiiee ittt st s s e ee s 19

1.2.2 Control bioldgico por depredadores .......cocveeeercieeeieiiieeeeinieeeerieee s 20

1.2.3 Control bioldgico por parasitoides himenopteros .........cccvcvveeiveiveennns 21

1.2.3.1. Endoparasitoides: géneros Comperiella y Encarsia................. 22

1.2.3.2. Ectoparasitoides: ENero APAYLS ......ovccveeevvcieeiiniiieeiecieeeenns 22

1.3 Interacciones competitivas entre parasitoides .............ccccccevvviiiiiiniiiee i, 28
1.3.1 Competencia interespecifica entre parasitoides del género Aphytis .... 29

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS ... 31
3. MATERIALY METODOS ...........ooooooioooiosiccceeessssecieeeeeesesssooeessssseee 33
3.1 Sistemas de cria de laboratorio..............cccco e, 34
3.1.1 Cria del piojo rojo de California......ccccevcvieeiriiieeieiiee e 34

3.1.2 Cria de 10S Parasitoides.......cccueeiiriiiieeiiiiiee it e e s 35

3.2 Arena... ol R R O L et eetieeee e eeeerrrana e eeerernnans 36

3.3 Observaciones del comportamiento de los insectos en el laboratorio.......... 37

3.4 Descendencias & S S8 & W £ 8 A B E FE HE B o eiiirreerriens 40

3.5 ANAlisis de datos ..........coouiiiiiiiii e 40

4. RESULTADOS Y DISCUSION..........ooooioomoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesssesesseeseeeeeen 41
4.1 Aceptacion del @SCUO.............uveeeiiiiiiiiiiiiiec e 42

4.2 TamaNo de la PUESTA..........cccuviieiiei i e e e e areees 43

4.3 OVICIAIO/LArVICIHIO ........eeeeeieeiieeeeie ettt e e s ear e e e saaeee s 45
4.3.1 Duracion de 1as PICAAUIAS .......coiieeurririerieee e e eeesenrrereeeeessennarenes 45

4.3.2 Lugar de |as PICAAUIAS .....vvveeieeeeiieiiiiiireeeeeeeeieiirreeeeeeesesssnreereeeeessesnssnnes 47

4.3.3 Supervivencia de los huevos picados por la hembra competidora (posible

(o )Y/ ol e [To) FEUT ST UUPURURRRRRRORt 47

4.3.4 Influencia del multiparasitismo en la descendencia.........cccceveeeeernnnneee. 49

5. CONCLUSIONES ... 51
6. BIBLIOGRAFIA ......ooccoccccoooeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeseeeee oo 53



1. INTRODUCCION




INTRODUCCION

1.1. Aonidiella aurantii como plaga clave de los citricos
1.1.1. Clasificacién taxonémica

La especie Aonidiella aurantii (Maskell, 1879) pertenece al orden Hemiptera,
superfamilia Coccoidea y a la familia Diaspididae, cuyos miembros son conocidos como
coccidos diaspididos. Su clasificacidon taxondmica segin Ben-Dov (2003) es la siguiente:

Clase Insecta
Orden Hemiptera
Suborden Sternorrhyncha
Superfamilia Coccoidea
Familia Diaspididae
Subfamilia Diaspidinae
Tribu Aspidiotini
Género Aonidiella
Especie aurantii

Aonidiella aurantii es conocida con el nombre comin de “piojo rojo de
California” en castellano, “poll roig de California” en valenciano, “cochenille jaune” en
francés, “escama roja” en paises sudamericanos y “California red scale” en paises
angléfonos. El apelativo rojo se debe a que por transparencia se observa el color rojizo
anaranjado del cuerpo del insecto (Gomez-Menor, 1937; De Andrés-Cantero, 1975;

Llorens-Climent, 1990).

1.1.2. Origen y distribucion geografica

El género Aonidiella podria tener su centro de origen en algun lugar
comprendido entre el sureste de Asia continental y el sur del Trépico de Cancer, en un
area entre la India y el sureste de China (Bodenheimer, 1951; DeBach, 1969). Aunque
Aonidiella aurantii fue originariamente descrita como Aspidiotus aurantii por W. W.
Maskell en 1878 en Nueva Zelanda, fue introducida accidentalmente en esta regién y

probablemente también en Australia (Quayle, 1911).
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INTRODUCCION

Ademas su presencia en América, la cuenca Mediterranea vy las islas de los
mares del sur, seria el resultado de su posterior introduccién accidental (McKenzie,
1938). Actualmente, este fitéfago presenta una distribucién cosmopolita y se
encuentra en todas las regiones tropicales y subtropicales habiéndose distribuido
geograficamente y siendo citado en todas las regiones citricolas del planeta (University

of California (UC) 1991; Smith et al., 1997; Bedford 1998; Urbaneja et al., 2014).

El piojo rojo de California fue citado por primera vez en la Peninsula Ibérica,
en Valencia en el afio 1910 por Garcia Mercet. Su presencia en Espafia tuvo
probablemente su origen en la importacion de algun citrico infestado con el
diaspidido. A pesar de su presencia en Espafa, no fue hasta 1985 cuando se
detectaron focos de gran virulencia que alcanzaron el caracter de plaga en Alzira
(Valencia) en la comarca de la Ribera (Rodrigo y Garcia-Mari, 1990 y 1992; Alfaro et al.,
1993 y 1999). En 1986 se detectaron focos importantes de A. aurantii en Andalucia
(Alfaro et al., 1993; Moner, 1994). A partir de entonces, se fue extendiendo por
Andalucia y toda la Comunidad Valenciana (Moner, 1994; Llorens-Climent, 1998; Alfaro
et al., 1999) donde los dafios son mayores en las provincias de Alicante y Valencia que
en la de Castellon (Sorribas et al., 2010). Actualmente A. aurantii no solo es la plaga
mas importante de los citricos de la cuenca Mediterranea donde se ha extendido hasta
cubrir una amplia extension de citricos (Tena y Garcia-Mari, 2011), sino que también
se encuentra en todas las regiones citricolas espafiolas en menor o mayor intensidad

afectando a todas las variedades de citricos cultivadas.

1.1.3. Importancia agrondmica

Desde el momento de su descripcion, este fitdofago polifago ha sido citado
como una de las plagas mds importantes en la mayor parte de los paises del mundo
donde se comercializan los citricos (Quayle, 1932; Bodenheimer, 1951; Ebeling, 1959;
Compere, 1961; Tashiro y Beavers, 1968; Praloran, 1971; Delucchi, 1975; Talhouk,
1975; Bedford, 1998). En muchas areas citricolas del mundo el piojo rojo de California,
estd considerado como una plaga clave mal controlada debido a que sus oscilaciones
poblacionales de forma natural superan todos los afios el umbral econémico de dafio

(Ripollés et al., 1995; Vanaclocha et al., 2009).
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INTRODUCCION

1.1.4. Descripcion morfoldgica y desarrollo
¢ Morfologia

Los coccidos diaspididos reciben este nombre debido a su aspecto externo,
las hembras adultas estan protegidas por un escudo formado por una o dos exuvias y
un tejido de seda a su alrededor. Este escudo es una cubierta que representa el tipo
mas elaborado de estructura de proteccidn encontrada entre las cochinillas y tiene la
funcién 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
constituye una barrera eficaz contra los productos tdxicos de contacto, de ahi la
dificultad del control quimico de esta especie (Dickson, 1951). En A. aurantii, el escudo
del macho es mas pequefio que el de la hembra y tiene una forma oval alargada, un

poco convexa; sin embargo, la hembra es circular o casi circular (Leonardi, 1920).

¢ Desarrollo

Los estados de desarrollo en la familia Diaspididae difieren en los machos y
en las hembras (figura 1.1). Los adultos presentan un marcado dimorfismo sexual, con
el macho alado y mdvil, mientras que la hembra es aptera vy, tras fijarse al sustrato,
sésil (Gullan y Kosztarab, 1997). La hembra inmadura de A. aurantii pasa por tres
estadios ninfales mientras que el macho presenta dos estados inmaduros, uno de

prepupa y otro de pupa antes de alcanzar el estado adulto (Foldi, 1990b; Koteja, 1990).

= 20 estado 22 muda hembra hembra
1< estado larvario joven gravida
hembra

hembra Estado

reproductora dC.
gorrita

blanca ] )

100 @

larva  Estado P e
moévil de 121\ ‘A'\‘
Pezon muda \

20 estado  prepupa pupa macho
larvario adulto
macho

Figura 1.1 Ciclo completo de desarrollo de A. aurantii (Pina, 2007).
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INTRODUCCION

* Primer estadio ninfal (N,)

El ciclo biolégico de A. aurantii se inicia con la ninfa movil o “crawler”, que
junto con el macho adulto son las dos Unicas fases del desarrollo de los diaspididos
capaces de desplazarse. La ninfa moévil es de color amarillo claro, tiene ojos, antenas y
patas, y tan pronto como abandona el escudo de la madre inicia la busqueda de un
lugar adecuado para fijarse entre el dia de la emergencia y el dia siguiente (Quayle,
1911; Willard, 1973) (figura 1.2). Una vez encontrado se fija y 24 horas después tiene
el aspecto de una caperuza blanca algodonosa llamada “gorrita blanca” o “whitecap”
(Dickson, 1951; Tashiro y Beavers, 1968) (figura 1.2). 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 se denomina estado de pezén o “nipple” (figura 1.2). Una
vez ha alcanzado un determinado tamafio, la larva cesa de alimentarse y sufre una

serie de cambios morfogenéticos durante un periodo llamado primera muda en el que

el cuerpo de la hembra permanece firmemente adherido al escudo (Dickson, 1951).

Figura 1.2. Arriba izquierda: ninfa moévil de A. aurantii. Arriba derecha: estado de
gorrita blanca de A. aurantii. Abajo izquierda: estado de pezén de A. aurantii. Abajo
derecha: primera muda de A. aurantii (Pina, 2007; Vanaclocha, 2012).

13



INTRODUCCION

¢ Segundo estadio ninfal (N;)

Tras la primera muda, la hembra incorpora la parte dorsal a la superficie
interior del escudo en posicidon central y en este punto la cochinilla vuelve a
alimentarse y continta creciendo a medida que va afiadiendo filamentos al extremo de
la cubierta. Al final de este estadio ninfal es posible diferenciar los dos sexos (figura
1.3). El macho desarrolla ojos dorsales y ventrales y su escudo, que al principio es
circular, se va alargando a medida que el cuerpo va creciendo en tamafio, alcanzando
su forma definitiva y tamafio (Tashiro y Beavers, 1968; Koteja, 1990). En la hembra, el
cuerpo del insecto crece hasta que practicamente ocupa todo el espacio de la cubierta,
se adhiere a ésta y muda por segunda vez (Dickson, 1951). Para la hembra ésta sera la

ultima muda, de modo que tras ella aparecerdn los caracteres del adulto, mientras que

el macho aun atravesara dos mudas mas (Koteja, 1990).

Figura 1.3. Arriba izquierda: N, de la hembra de A. aurantii. Arriba derecha: N, del
macho A. aurantii. Abajo izquierda: primera muda de A. aurantii. Abajo derecha:
segunda muda de A. aurantii (Pina, 2007).

14



INTRODUCCION

* Tercer estadio ninfal (N3) o hembra joven

Después de la segunda muda, la hembra joven sin fecundar de tercer estadio
ninfal continda alimentandose de los tejidos de la planta y secretando filamentos. El
borde de la nueva cubierta cérea es muy delgado y fino y presenta un caracteristico

color grisaceo (figura 1.4). La hembra desde el momento en que se inicia la formacién

de este margen gris, se encuentra receptiva a los machos.

Figura 1.4. Izquierda: vista dorsal del escudo hembra joven de A. aurantii. Derecha:
aspecto del cuerpo de la hembra joven A. aurantii (Pina, 2007).

¢ Hembra adulta o gravida

Después de la inseminacion, el cuerpo de la hembra se vuelve a unir por
tercera vez al escudo y el cuerpo pasa del color amarillento a un pardo rojizo e incluso
a un rojo mdas o menos acentuado (figura 1.5). Esta hembra ya fecundada se denomina
hembra gravida. Cuando comienza la produccién de ninfas, las nuevas ninfas mdviles
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 ninfas

bajo el escudo se denomina hembra reproductora o hembra con ninfas.

Figura 1.5. Vista dorsal de la
hembra adulta grdvida de A.
aurantii en la que se puede
observar por transparencia la
forma arrifionada caracteristica
del cuerpo (Pina, 2007).
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INTRODUCCION

* Desarrollo del macho

Tras el estadio N, los machos pasan por los estados de prepupa y pupa (figura
1.6). Tras la cuarta muda, el macho adulto emerge con un cuerpo endeble, con las

piezas bucales atrofiadas, pero con las patas, alas y antenas bien desarrolladas (figura

1.7) (Leonardi, 1920; Koteja, 1990).

Figura 1.6. Izquierda: estado de prepupa del macho de A. aurantii. Derecha: estado
pupa del macho de A. aurantii (Pina, 2007).

Figura 1.7. Macho adulto alado de A. aurantii (Pina, 2007).

1.1.5. Biologia y ecologia

La reproduccién de A. aurantii es obligatoriamente sexual, siendo
imprescindible la presencia del macho para la fecundacién 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 esta correlacionado. Las hembras son ovoviviparas. Los
huevos, practicamente desarrollados, eclosionan en su interior, emergiendo las ninfas

moviles en el momento de la puesta (Tashiro y Moffitt, 1968).
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Las distintas generaciones se distribuyen de manera diferente en el arbol. En
la primera generacion, las ninfas moviles de las ramas y hojas se instalan sobre los
frutos recién cuajados. En la segunda generacion, las ninfas ya convertidas en hembras
adultas con ninfas producen nuevas ninfas moviles que se fijan directamente sobre el
fruto, dando lugar a un importante aumento del nimero de escudos. Durante el
otofio, si se produce una tercera generacién, la infestacion en fruto puede ser muy
elevada (Alfaro et al., 1999; Rodrigo et al., 2004). Las poblaciones de A. aurantii

pueden verse afectadas tanto por factores abidticos como por factores bidticos.

¢ Factores abidticos

La temperatura y la humedad se consideran los principales factores
reguladores del numero de generaciones de cochinilla que se dan por afio, variando
sustancialmente entre las diferentes regiones, pero oscilando por lo general entre dos
y seis (Beardsley y Gonzélez, 1975). 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 julio y un tercero, menor y parcial, en septiembre-octubre, en
funcién de las condiciones climaticas (Ripollés, 1990; Rodrigo y Garcia-Mari, 1990 y

1992; Rodrigo, 1993; Rodrigo y Garcia-Mari, 1994).

La temperatura afecta a la fecundidad, duracién del ciclo bioldgico y a la
longevidad de A. aurantii. Willard (1972) observé que a 35 °C, A. aurantii presentaba
las mayores tasas de fecundidad, situandose su rango éptimo de temperaturas entre
25-35 °C, mientras que los umbrales minimos y maximos se encontrarian alrededor de
los 10 y los 40 °C. 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 condiciones de
laboratorio, oscila entre las 14 y 28 horas a 25 °C, o hasta 42 horas a 10 °C, en
condiciones de oscuridad (Tashiro y Beavers, 1968). Los estados de ninfa y de hembra
gravida son los mas tolerantes a las temperaturas extremas (MclLaren, 1971; Mclaren

y Buchanan, 1973; Abdelrahman, 1974; Rodrigo y Garcia-Mari, 1992).

17



INTRODUCCION

¢ Factores bidticos

Los factores bidticos que afectan principalmente a las cochinillas, a parte de
los enemigos naturales, son el tejido vegetal sobre el cual se desarrollan y la especie y
variedad de la planta hospedadora. Carroll y Luck (1984) indican que el sustrato mas
favorable es el fruto seguido de hojas o tallos verdes y el peor la madera. Ademas, los
individuos desarrollados sobre fruto tienen una mayor supervivencia, un desarrollo
mas rapido y son mds grandes que los criados sobre ramas verdes u hojas (Quayle,
1932; Bodenheimer, 1951; Willard, 1972; Atkinson, 1977; Carroll y Luck, 1984; Hare et
al., 1990; Hare y Luck, 1991). Dentro del grupo de los citricos, el limén es la especie
mas susceptible de ser atacada, seguida del naranjo amargo, el pomelo, el grupo de las
naranjas Valencia, las Navel y, por ultimo, las mandarinas (Quayle, 1932; Cameron et

al., 1969; Habib et al., 1972; Cameron et al., 1975; Yu, 1986; VVAA, 1991).

1.1.6. Danos

Los dafios causados son de dos tipos: directos e indirectos. Los directos se
deben a la succidn de la savia del vegetal que en casos de fuerte infestacidn pueden
producir secas de ramas. Esto es debido por un lado a la extraccién de la savia de la
planta (que implica la destruccion de células corticales) (Washington y Walker, 1990),
al mismo tiempo que inyectan una saliva téxica (Ebeling, 1959) que provoca una
reduccion en el crecimiento y en el vigor de la planta. Los dafios indirectos son los mas
comunes e importantes y causan un perjuicio estético debido a la presencia de A.
aurantii en el fruto y que implica destrios importantes por pérdida de calidad
comercial. Incluso en un numero reducido, entre tres y cinco individuos, provoca que

la cosecha afectada se destine a destrio y se dificulte la exportacion (figura 1.8).

Figura 1.8. Presencia de A. aurantii en hoja (a), fruto (b) y rama (c) (Pina, 2007).
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1.2. Métodos de control de A. aurantii

Actualmente en Espafa se utilizan varios métodos para controlar las
poblaciones de A. aurantii que van desde los culturales como la poda, hasta los
guimicos, bioldgicos y biotecnoldgicos que incluyen la confusidn sexual. Esta técnica
puesta a punto recientemente en nuestro pais (Vacas et al., 2009; Vacas et al., 2010;
Vacas et al., 2012) no deja residuos en fruto, no supone ningun riesgo para la salud
humana y es compatible con otros métodos como el control bioldgico. Este ultimo se
basa en la utilizacién de depredadores, entomopatdgenos vy, especialmente,
parasitoides, que son los enemigos naturales mas efectivos para el control de A.

aurantii (Rosen, 1994).

A diferencia de los métodos biotecnoldgicos, el control quimico interfiere
habitualmente de una forma negativa en la efectividad del control bioldgico. Por ello,
aungue el control quimico continda siendo el método mas utilizado para el control de
A. aurantii en los cultivos citricos espafioles, la tendencia actual para su control se
basa en la aplicacion de un programa de gestion integrada de plagas (GIP). La GIP es
una estrategia de control que consiste en la aplicacion racional de una combinacion
de medidas bioldgicas, biotecnoldgicas, quimicas, de cultivo o de seleccién de
vegetales, de modo que la utilizacion de productos fitosanitarios se limite al minimo
necesario para mantener los niveles poblacionales de este fitéfago plaga por debajo

de su umbral econémico de dafio (Urbaneja et al., 2014).

1.2.1. Control quimico

Las formas sensibles del piojo rojo de California a los tratamientos quimicos
estdn constituidas por los individuos inmaduros de N; y N,. Tradicionalmente, las
aplicaciones quimicas se realizan contra las formas sensibles de la primera generacién
de A. aurantii (desde finales de mayo a principios de junio) y, si este tratamiento
resulta no ser suficiente, también contra las de la segunda generacion (en agosto)
(Urbaneja et al., 2014). En Espaia los productos recomendados contra esta plaga son:
aceite de parafina (asfixia del insecto), clorpirifos y metil clorpirifos (organofosforados
neurotoéxicos), piriproxifen (miméticos de la hormona juvenil) y spirotetramat

(inhibidor de la sintesis de lipidos) (Urbaneja et al., 2014).
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El control quimico es dificil y son frecuentes las infestaciones recurrentes en
poco tiempo. La utilizacién masiva de estos plaguicidas provocan problemas asociados
como la aparicién de resistencias (Grafton-Cardwell y Vehrs, 1995) que ya se han
observado los citricos espafioles (Martinez-Hervas et al., 2005). También son
importantes los efectos secundarios sobre la fauna atil, tan abundante y beneficiosa

en nuestros citricos (Jacas y Urbaneja, 2010), asi como los posibles residuos en el fruto.

Los tratamientos contra la primera generacion de A. aurantii pueden ser
negativos sobre la fauna util porque se aplican a finales de primavera e inicios de
verano, cuando sus poblaciones son bajas y estan aumentando de forma natural.
Ademas, el control quimico puede dificultar el establecimiento del parasitoides de A.
aurantii por los tratamientos quimicos de primavera (Tena et al., 2011). Por otra parte,
los tratamientos contra la segunda generacion del pijo rojo estan cada vez mas
restringidos en citricos, sobre todo en variedades tempranas de clementinas, ya que
pueden provocar la aparicién de residuos en la cosecha o retrasar la maduracién en el

caso de los aceites minerales en verano (Martinez-Hervas et al., 2005).

1.2.2 Control biolégico por depredadores

DeBach (1974) indicé que el control biolégico mediante enemigos naturales
es el método mas econdmico y permanente para regular las poblaciones de diaspinos
en citricos. Segin Samways (1985), cuando las poblaciones del piojo rojo de California
escapan al control del parasitoide, los Unicos factores bidticos capaces de mantener el
desarrollo de A. aurantii son los depredadores. Estos enemigos naturales son efectivos
para regular altas densidades de A. aurantii y aunque son poco especificos, han sido

utilizados mediante sueltas inoculativas e inundativas (Siscaro et al., 1999).

* Depredadores coccinélidos

En Espana se han citado tres especies de coccinélidos sobre cdccidos
diaspididos, que son: Rhyzobius lophantae Blaisdell, Chilocorus bipustulatus (L.) y
Exochomus quadripustulatus (L.) (Mercet, 1923; Goémez-Menor, 1937; Gomez-
Clemente y Planes, 1950; Goémez-Clemente, 1951- 52; Ripollés, 1990; Alfaro et al.,
1993; Alfaro et al., 1999; Moner, 2000; Urbaneja et al., 2005; Sorribas y Garcia-Mari,
2010).
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Sin embargo, estas especies no parecen ser muy abundantes en los citricos
valencianos, al menos cuando se ha empleado el aspirador entomoldgico como
método de muestreo. En un trabajo realizado durante tres afios en parcelas de citricos
valencianos, en un total de 5.265 individuos, sélo se capturé un ejemplar de R.
lophantae (Alvis et al., 2002). Sin embargo, en otro estudio también en la Comunidad
Valenciana, R. lophantae resulté ser el coccinélido mas abundante, y se concluyé que
los depredadores tuvieron mucha menor incidencia en las poblaciones de A. aurantii
gue los parasitoides. No obstante, su efecto en el control de las ninfas moviles y las
hembras gravidas fue importante mostrando la importancia de conservar un buen

complejo de enemigos naturales para un buen control de la plaga (Sorribas, 2011).

¢ Otros depredadores

En otras regiones citricolas, se han observado algunos neurdpteros de la
familia Chrysopidae (Furness et al., 1983; Forster y Luck, 1996) y al neurdptero
coniopterigido Conwentzia psociformis (Curtis) (Bodenheimer, 1951) atacando a
diversos estados de A. aurantii para alimentarse. También han sido citados el trips
Aleurodothrips fasciapennis (Franklin) (Palmer y Mound, 1990) y 4caros de la familia
Hemisarcoptidae (Luck et al., 1999). En Espafia, algunos dipteros cecidomidos se han
observado depredando a A. aurantii (Vanaclocha et al., 2012), como el caso de la
especie Lestodiplosis aonidiellae (Sorribas, 2011), también los acaros fitoseidos
Typhlodromus phialatus (Athias-Henriot) y Amblyseius swirskii (Athias-Henriot) (Juan-
Blasco et al., 2008). A pesar de la importancia de los distintos depredadores, DeBach
(1969) indica que en un cultivo en el que exista un buen control biolégico de A.
aurantii la presencia de depredadores es rara, por tanto los parasitoides parecen ser

una mejor solucion que los depredadores.

1.2.3 Control biolégico por parasitoides himendpteros

Los parasitoides himendpteros son un grupo diverso de insectos cuyas
especies se caracterizan por su alto grado de especializacion y especificidad. Sin
embargo, los hospedadores fitofagos son frecuentemente atacados por diversas
especies de parasitoides especializados, los cuales, inevitablemente, entrardn en

competencia interespecifica por este recurso (Godfray, 1994).
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1.2.3.1 Endoparasitoides: géneros Comperiella y Encarsia

Comperiella bifasciata (Hymenoptera: Encyrtidae) es el endoparasitoide mas
importante en algunas regiones de California, Australia, Sudafrica, Italia y Argentina
(Annecke, 1969; Catling, 1971; Mclaren, 1978; Rosen y DeBach, 1978; Atkinson, 1983;
Forster y Luck, 1996; Smith et al., 1997; Bedford, 1998; Siscaro et al., 1999). En Espafia
se realizaron sueltas en los aflos noventa pero no se ha conseguido instalar (Pina y
Verdu, 2007a). Encarsia perniciosi (Hymneoptera: Aphelinidae) es el segundo
endoparasitoide solitario mads eficiente, pero el control que ejerce sobre las
poblaciones de A. aurantii es insuficiente (figura 1.9). En Espafia se liberd en los afios
noventa y se instald en el sur de la provincia de Valencia (Sorribas et al., 2010), pero su

incidencia es menor la de los ectoparasitoides.

Figura 1.9. Adulto del endoparasitoide Encarsia perniciosi (Vanaclocha, 2012).

1.2.3.2 Ectoparasitoides: género Aphytis

Los ectoparasitoides son los mas eficaces de entre todos los enemigos
naturales de A. aurantii. Todos los ectoparasitoides conocidos de A. aurantii
pertenecen al género Aphytis Howard (Hymenoptera: Aphelinidae) cuyas especies son
generalmente superiores en efectividad a los endoparasitoides y a los depredadores
de coccidos diaspididos. Los parasitoides del género Aphytis estan considerados como
los mas efectivos y mas ampliamente utilizados agentes de control bioldgico de A.
aurantii en citricos (DeBach, 1974; Rosen y DeBach, 1979; Rosen, 1994; Forster y Luck,
1996).
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El género Aphytis es cosmopolita y estda formado por insectos de color
amarillento o grisdceo que rara vez exceden el milimetro de longitud (Rosen y DeBach,
1979). Las tres especies mas importantes de Aphytis en el control de A. aurantii en
citricos a nivel mundial son: Aphytis melinus DeBach, Aphytis lingnanensis Compere y
Aphytis chrysomphali (Mercet) (figura 1.10). De estos tres, A. melinus es el parasitoide
capaz de controlar satisfactoriamente las poblaciones de A. aurantii en muchas partes

del mundo (DeBach et al., 1971; Rosen y DeBach, 1979).

Un ejemplo del control natural de las poblaciones de A. aurantii por A.
melinus se da en el sur California, mientras que en el norte de este estado americano
el control estd basado en sueltas masivas de este parasitoide (Luck, 2006). Sin
embargo, en Sudafrica, otras especies indigenas del género Aphytis son las que han
atacado eficazmente a A. aurantii siendo capaces de ofrecer un control bioldgico
satisfactorio (Bedford y Grobler, 1981). En Espafia, a diferencia de otras zonas

citricolas, las poblaciones de A. aurantii no son controladas naturalmente por las

especies del género Aphytis (Jacas y Urbaneja, 2010).

: g e
Figura 1.10. Pupas de los ectoparasitoides A. chrysomphali (a), A. melinus (b) y A.
lingnanensis (c) (Vanaclocha, 2012).

* Biologia, ecologia y comportamiento

La mayoria de especies de Aphytis son multivoltinos, es decir, se desarrollan
de forma continua a lo largo del afio pudiendo completar hasta tres generaciones por
cada generacién de A. aurantii (Murdoch et al., 1995), completando su ciclo en 12-13
dias a 26,7°C (Rao y DeBach, 1969). Muchas especies son biparentales y se reproducen
sexualmente exhibiendo reproduccién arrenotoca donde los huevos sin fertilizar dan

lugar a machos vy los fertilizados a hembras (Doutt, 1959; Rosen y DeBach, 1979).
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Ademas, las hembras son capaces de acumular el esperma del macho en la
espermateca, puediendo controlar el sexo de su descendencia en el momento de la
puesta via haplodiploidia; huevos sin fertilizar producen machos y huevos fertilizados
producen hembras (Flanders, 1953; Rosen y DeBach, 1979). En otras especies se
desconoce la existencia del macho o es tan infrecuente que se consideran
uniparentales (Rosen y DeBach, 1979; Viggiani, 1984). Las especies uniparentales
exhiben partenogénesis telitoca como consecuencia de la infestacidn con la bacteria
simbidtica Wolbachia, como es el caso de A. chrysomphali. En estas especies la
descendencia esta formada exclusivamente por hembras procedentes de huevos sin
fertilizar por la ausencia de machos (Doutt, 1959; Rosen y DeBach, 1979). Los insectos
del género Aphytis tienen un desarrollo holometabolo y pasan por los siguientes

estados de desarrollo: huevo, larva, prepupa, pupa y adulto (figura 1.11).

La hembra de Aphytis es sinovigénica, es decir, emerge con un numero
reducido de huevos los cuales se desarrollaran y maduraran en los ovarios
continuamente a lo largo de la vida del parasitoide (Rosen y DeBach, 1979; Collier
1995). Ademas, las especies de Aphytis son idiobiontes, es decir, en el momento de la
puesta la hembra presumiblemente paraliza el desarrollo de su hospedador mediante
la insercién de una sustancia paralizante a través de su ovipositor (Rosen y DeBach,
1979; van Lenteren, 1994). Las hembras de Aphytis realizan una busqueda de la
cochinilla de manera aleatoria mediante pequeiias carreras y vuelos cortos (DeBach y
Sundby, 1963). Luck y Uygun (1986), detectaron que las hembras de Aphytis utilizaban
una kairomona no volatil emitida por el escudo de A. aurantii para localizarlo y

proceder a su reconocimiento externo, paso previo al examen interno.

Los adultos se alimentan presumiblemente de néctar y melaza producido por
otros hemipteros para obtener carbohidratos necesarios principalmente para su
movimiento (Bartlett, 1962; Avidov et al., 1970; Heimpel y Rosenheim 1995). Sin
embargo, las hembras necesitan proteinas para la maduracion de sus huevos las cuales
son obtenidas a través de la accién depredadora de las picaduras de alimentacion o
“host feeding” (figura 1.12) realizadas sobre A. aurantii (Rosen y DeBach, 1979; Collier,

1995), las cuales pueden causar una considerable mortalidad (Reeve, 1987).

24



INTRODUCCION

Las picaduras de alimentacion son realizadas sobre individuos de A. aurantii
que no son utilizados por Aphytis para efectuar su puesta, como por ejemplo el estadio
N; o incluso pequeiios escudos de los estadios N, y N3 (Heimpel y Rosenheim, 1995).
Por tanto, las cochinillas son utilizadas para “host-feeding” o para oviposicion y cuando
ambas acciones concurren en el mismo escudo de A. aurantii, la progenie de Aphytis

no se desarrollard a adultos (Heimpel y Rosenheim, 1995).

Para averiguar si el hospedador es adecuado o no para la puesta realizan
picaduras de prueba o “probing” (figura 1.12), y aunque no son utilizadas como fuente
de alimentacion, también pueden provocar la muerte de la cochinilla. No obstante, la
evaluacidn de este tipo de mortalidad en campo es dificil de cuantificar por lo que se
piensa que su importancia relativa puede estar subestimada (Vanaclocha et al., 2009).
Por tanto, las hembras de Aphytis pueden matar a la cochinilla mediante: picaduras de
prueba, picaduras alimenticias y parasitismo sobre los estados inmaduros de A.
aurantii. El parasitismo de Aphytis spp. puede ser evaluado una vez emergido el adulto
por: restos la exuvia del parasitoide, meconios, restos del cuerpo del piojo rojo y

orificio de salida del parasitoide en el escudo (Rosen y DeBach, 1979) (figuras 1.11).

Figura 1.11. Estados de desarrollo de Aphytis: a) huevos, b) larvas, c) prepupas con

meconios, d) pupas con restos de meconios, e) exuvia y f) adulto (Vanaclocha, 2012).
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En la secuencia del parasitismo, una vez localizado el escudo, el parasitoide
puede: 1) rechazarlo sin examinarlo, 2) reconocerlo con sus antenas y aparato bucal y
rechazarlo, 3) reconocerlo externamente e internamente mediante una picadura de
prueba y rechazarlo y 4) aceptar el escudo. La aceptacion consiste en la localizacién,
reconocimiento externo, picadura de prueba y oviposicién (Rosen y DeBach, 1979;

Luck et al., 1982; van Lenteren, 1994, Casas et al., 2004).

En el momento de la oviposicidn, las hembras de Aphytis necesitan un
espacio libre entre la cara interna del escudo y el cuerpo del diaspino, no siendo
parasitables ni los estados muda de A. aurantii, en los que el cuerpo de la cochinilla
esta firmemente unido al escudo, ni las hembras gravidas que ademas presentan un
escudo fuertemente esclerotizado (DeBach y White, 1960; Rosen y DeBach, 1979). Las
ninfas N; tampoco suelen ser parasitadas porque su reducido tamafio impide el
desarrollo del parasitoide (Baker, 1976). Los Aphytis son ectoparasitoides porque
durante la puesta la hembra perfora la cubierta de la cochinilla con el ovipositor y
pone uno o varios huevos sobre o debajo del cuerpo de A. aurantii. Ademas, muchas
especies de Aphytis son facultativamente gregrarias, pudiendo poner uno o mas

huevos en su hospedador (Rosen y DeBach, 1979).

En el caso en el que una hembra de una especie gregaria facultativa como
Aphytis ponga varios huevos en un mismo hospedador, éstos se desarrollaran sin
ningun conflicto (Godfray, 1994; Ode y Rosenheim, 1998). Por un lado, algunas
especies de este género son capaces de distinguir si la cochinilla ha sido previamente
parasitada por otra hembra de su misma especie (discriminacién conespecifica del
hospedador). Con este comportamiento pueden evitar situaciones de
superparasitismo, ya que de lo contrario sus larvas entrardn en competencia
intraespecifica y tendran una desventaja por disponer de menos recursos del
hospedador (van Lenteren y DeBach, 1981; Godfray, 1994). Por otro lado, el
multiparasitismo ocurre cuando un parasitoide ataca a un hospedador que ha sido
previamente parasitado por una hembra de otra especie. En este caso, la decisién de la
hembra de multiparasitar representa un riesgo para el parasitoide porque su progenie

estara obligada a entrar en una competencia que puede ser letal (Godfray, 1994).
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Figura 1.12. Izquierda: picaduras de alimentacién o “host feeding” sobre hembra joven

o Ns. Derecha: picadura de prueba o “probing” sobre hembra joven o Ns.

* Estado actual del control bioldgico de A. aurantii en Espaia

En los cultivos citricos espafioles A. melinus y A. chrysomphali son los
parasitoides mas abundantes de A. aurantii (Rodrigo y Garcia-Mari, 1990; Pina et al.,
2003; Pina, 2007; Sorribas et al., 2008; Vanaclocha et al., 2009), ya que A. lingnanensis
parece no haberse establecido (Verdu y Pina, 2002; Pina y Verdu 2007b). Sin embargo
estos parasitoides no consiguen controlar las poblaciones de A. aurantii de forma
natural (Jacas y Urbaneja, 2010). Por un lado, A. chrysomphali es nativo del
Mediterraneo donde parasitaba a Chrysomphalus dictyospermi (Morgan) (Hemiptera:
Diaspididae) antes de la introduccion del piojo rojo de California. Por contra, A.
melinus se introdujo en el este de Espana a través de un programa de control biolégico

cldsico en los afios noventa (Jacas et al., 2006; Pina, 2007; Pina y Verdu, 2007a).

Actualmente en Espafia, A. melinus, es el competidor superior y ha
desplazado al parasitoide nativo A. chrysomphali de las zonas calidas y secas ya que
puede tolerar mejor las temperaturas altas del verano. Sin embargo, en contraste con
lo que sucede en la mayoria de zonas citricolas del mundo, ambos A. melinus y A.
chrysomphali coexisten a lo largo de la costa de la Comunidad Valenciana desde la
introduccion del primero (Sorribas, 2011). La coexistencia y la abundancia de estos
parasitoides en los citricos valencianos depende no solo de las condiciones climaticas
sino también de su localizacién geografica (Sorribas et al., 2010) y de la época del afio
(Boyero et al., 2008). También se ha sugerido que coexisten porque ninguno de los dos

ha sido capaz de controlar las poblaciones de A. aurantii (Pekas, 2011).
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Durante los ultimos afios se han llevado a cabo diversos estudios para
mejorar el control biolégico de A. aurantii, los cuales han descrito las posibles causas
que impiden el control biolégico natural. Por otro lado, otros trabajos estan
intentando mejorar este control biolégico mediante la puesta a punto de un programa
de control biolégico por inoculacién a través de sueltas masivas para incrementar las
poblaciones del parasitoide A. melinus en nuestros citricos (Tena et al., 2011; Urbaneja

et al., 2014).

1.3. Interacciones competitivas entre parasitoides

La competencia entre parasitoides antagonistas puede dividirse en dos
categorias: extrinseca (hembras en busqueda activa hospedadores) e intrinseca
(inmaduros del parasitoide desarrollandose sobre o dentro del hospedador
compitiendo por recursos limitados) (Harvey et al., 2013). La competencia intrinseca
entre dos o mas especies de parasitoides también se define como multiparasitismo
(Godfray, 1994; Harvey et al., 2013). Para reducir o prevenir la competencia intrinseca
entre estados inmaduros, algunos parasitoides son capaces de distinguir entre
hospedadores parasitados y sin parasitar por otra especie (discriminacion

heteroespecifica del hospedador) (Turlings, 1985; Pijls et al., 1995; Collier et al., 2007).

Cuando una hembra con esta habilidad encuentra un hospedador parasitado
puede mostrar cualquiera de estos comportamientos: 1) rechazar al hospedador y
buscar activamente otros 2) alimentarse de la hemolinfa de la cochinilla para producir
huevos adicionales o alargar su vida; 3) parasitar afladiendo uno o mas huevos en una
cochinilla con una puesta previa; y/o 4) matar los huevos inicialmente puestos por otra
hembra (=ovicidio) y reponerlos con los suyos propios (Strand y Godfray 1989;
Mayhew, 1997; Netting y Hunter 2000; Infante et al., 2001; Goubault et al., 2004;
Perez Lauchaud et al., 2004; Collier et al., 2007). Este ultimo comportamiento puede

inclinar la balanza en favor de la hembra ovicida (Quicke, 1997)
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El resultado de la competencia, tanto entre inmaduros como entre adultos e
inmaduros, puede también dificultar el desarrollo del competidor superior. Por
ejemplo, los pocos estudios que han tratado la competencia intrinseca interespecifica
han indicado que la supervivencia del competidor superior en los escudos
multiparasitados es menor que cuando se desarrolla en solitario en el hospedador

(Collier et al., 2007; Cingolani et al., 2013; Cusumano et al., 2013; Xu et al., 2013).

A pesar de la mayor mortalidad que pueden tener los inmaduros en los
hospedadores multiparasitados, el multiparasitismo puede ser ventajoso para el
competidor superior cuando: 1) la tasa de encuentro con hospedadores no parasitados
es baja, 2) las hembras de los parasitoides tienen una esperanza de vida baja y una alta
carga de huevos y 3) varias hembras buscan hospedadores en el mismo lugar (Bakker
et al., 1985; Quicke, 1997). Como agentes reguladores de las poblaciones de insectos
plaga, un mayor conocimiento de los efectos de la competencia intrinseca entre
parasitoides podria ayudarnos a comprender mejor si la competencia esta
interfiriendo con los efectos de la supresion de la plaga, ademas de explicar los

mecanismos bioldgicos por los cuales A. melinus es superior a A. chrysomphali.

1.3.1 Competencia interespecifica entre parasitoides del género Aphytis

La especializacidn de los parasitoides del género Aphytis permite que puedan
reducir la cantidad de A. aurantii hasta niveles cerca de 200 veces menores que la
media de la densidad de esta plaga en ausencia de su enemigo natural (DeBach et al.,
1971), sugiriendo una potencial competencia por los recursos entre las especies de
parasitoides (Borer et al., 2004). De hecho, las especies del género Aphytis representan
uno de los casos mas conocidos de desplazamiento competitivo en insectos (Luck et

al., 1982, Luck y Podoler, 1985; Murdoch et al., 1996; Luck y Nunney, 1999).

Los parasitoides de la especie A. melinus son los responsables del control
biolégico natural de A. aurantii en California (Moreno y Luck, 1992). Durante los
ultimos 20 afios, la supresion de A. aurantii en California se ha debido a una
interaccidn estable entre este parasitoide y el piojo rojo. Sin embargo, fue necesaria la
introduccion de al menos 50 enemigos naturales de los que 8 consiguieron

establecerse (Murdoch et al., 2006).
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Tras su introduccién, A. melinus y A. lingnanensis eran los parasitoides mas
abundantes en California pero A. melinus desplazé a A. lingnanensis (Luck y Podoler,
1985) y a A. chrysomphali en el interior de California (Podoler, 1981; Luck et al., 1982;
Luck y Podoler, 1985) y en diversas areas del Mediterraneo respectivamente (Argyriou,
1974; Gongalves et al., 2002; Guirrou et al.; 2003; Vela et al., 2007). Sin embargo, en
otras zonas del Mediterraneo ambas especies coexisten como ocurre en algunas

partes del litoral espaiiol (Sorribas et al., 2010).

La proporcion de sexos de la descendencia de A. melinus y A. lingnanensis
depende del tamafio del escudo de la cochinilla y fue sugerido como una explicacién
del primer desplazamiento competitivo. En comparacién con A. lingnanensis, A.
melinus utiliza cochinillas mas pequefias para la produccion de su progenie de
hembras, de este modo parasita primero los escudos cosa que dificulta la produccidn
de hembras de A. lingnanensis (Luck et al., 1982; Luck y Podoler, 1985; Luck y Nunney,
1999).

En el caso de A. chrysomphali, A. melinus estd considerado como el
competidor superior en el campo porque exhibe unos mejores parametros bioldgicos,
una mayor capacidad de dispersién (MclLaren, 1976) y estd mejor adaptado a climas
secos y calidos (Rosen y DeBach, 1979). La coexistencia de estos dos ultimos
parasitoides en la Comunidad Valenciana ha sido atribuida a la fluctuacién de las
condiciones ambientales, a la variacion estacional de la abundancia de parasitoides
(Sorribas et al., 2010) y a la plasticidad de A. chrysomphali para usar diferentes

tamafios de escudos dependiendo de la densidad de A. melinus (Pekas et al., enviado).

Sin embargo, la competencia intrinseca y si las hembras son capaces o no de
matar a la progenie de su competidor es algo todavia desconocido, pero podria
explicar algunos de los resultados en ensayos de campo mencionados anteriormente
(Sorribas et al., 2010; Pekas et al., 2011; Pekas et al., enviado). En el presente trabajo
se ha determinado el efecto de la competencia interespecifica de A. melinus y A.
chrysomphali, tanto entre sus larvas, como entre las hembras de una y los huevos de la

otra cuando parasitan A. auranti.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

A. aurantii se encuentra en estos momentos entre las plagas mas
importantes de los cultivos citricos espafioles. A pesar de que existen diferentes
métodos de control alternativo, el control de esta plaga todavia se basa en el control
guimico con aplicaciones recurrentes e insostenibles. En los ultimos anos se ha
intentado mejorar el control biolégico de A. aurantii mediante la introduccion de
parasitoides (control bioldgico clasico) y, mas recientemente, mediante sueltas
masivas (control biolégico aumentativo) del parasitoide A. melinus. Este ultimo ha
desplazado al parasitoide nativo A. chrysomphali sin que se conozcan ni los
mecanismos ni el resultado de esta interaccion competitiva por el recurso que
comparten. Por tanto, en el presente trabajo se ha planificado el estudio de la
competencia intrinseca interespecifica de estos dos parasitoides con los siguientes

objetivos:

1. Conocer el comportamiento de A. melinus y A. chrysomphali cuando
encuentran hospedadores (A. aurantii) no parasitados (sanos) y
previamente parasitados por la otra especie para determinar si son o no

capaces de discriminarlos.

2. Determinar si las hembras de estas dos especies son capaces de practicar

ovicidio y acabar con la descendencia de la especie competidora.

3. Analizar el resultado de esta competencia evaluando la descendencia de

ambos parasitoides dependiendo del orden en el que parasitan.
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3.1 Sistemas de cria de laboratorio
3.1.1 Cria del piojo rojo de California

Los individuos de A. aurantii fueron criados sobre frutos de limén (Citrus
limon (L.) Burm f.) de color verde de la variedad Verna sin tratamientos quimicos
procedentes de las parcelas del Departamento de Entomologia del Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) en Moncada (Valencia, Espafia). La cria
del piojo rojo de California del IVIA fue iniciada en 1999 con escudos recolectados en
campos de citricos de Alzira (Valencia, Espafia), y ha sido renovada cada 2-3 afios (Tena
et al., 2013). Los limones se conservaron a 8°C y posteriormente fueron lavados con

agua y cepillados para eliminar polvo y otros posibles fit6fagos.

A continuacién, aproximadamente 2/3 de la superficie del liméon fue
sumergida en parafina coloreada para prevenir la desecacion del fruto (figura 3.1). Un
kg de parafina en perlas (Parafina USP perlas, Guinama S.L., Alboraya, Espaifa) se
calentd hasta 65 °C y se mezclé con 1 g de colorante rojo (Sudan Ill, Panreac Quimica
S.A., Castellar del Vallés, Espafia). Entonces, la superficie del limdn sin parafina, de
unos 24 cm?, fue infestada por exposicién durante 24 h a las hembras gravidas de la
colonia de A. aurantii del IVIA (figura 3.1). Los limones infestados se mantuvieron en la
oscuridad en cdmaras climaticas a 27 £+ 1 °C, 70 £+ 10% HR hasta que las hembras

alcanzaron el estadio N3 (19-22 dias), el tipo de escudos utilizados en este ensayo.

Figura 3.1. lzquierda: limones parafinados para la cria de A. aurantii. Derecha:

infestacion de limones en la cria de A. aurantii del IVIA.
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3.1.2 Cria de los parasitoides

Los individuos de A. melinus y A. chrysomphali fueron obtenidos mediante la
exposicion de estos limones con escudos N3 de A. aurantii para que fueran parasitados
por adultos de procedentes de la cria de parasitoides del género Aphytis del
Departamento de Entomologia del IVIA mantenida en camaras climaticas a 26 + 1 °C,
60 + 10% HR y fotoperiodo 16:8 h L:0* (figura 3.2). La cria de A. melinus del IVIA fue
iniciada en 2008 y la de A. chrysomphali en 2013 con escudos de A. aurantii
parasitados procedentes de citricos de Alzira y Moncada respectivamente (Valencia,

Espana), ambas renovadas anualmente.

Los adultos y las pupas de ambas especies de parasitoides pudieron
distinguirse por la presencia de una pequeiia linea negra longitudinal en el
mesosternum del tdrax de A. chrysomphali que estd ausente en A. melinus (Pina y
Verdu, 2007a) (figura 3.3). La coloracién de los ojos de las pupas es un buen indicador
de su estado de desarrollo, y pasan de ser incoloros a rojos, negros y finalmente
verdes que indican la proxima emergencia de los adultos (Rosen y DeBach, 1979). Las
pupas de ultimo estadio (ojos verdes) fueron extraidas de los escudos parasitados para
su identificacion, y luego fueron introducidas en viales individualizados de 8 mm de

diametro y 35 mm de longitud.

Figura 3.2. Cria de parasitoides del género Aphytis del IVIA.

' L0: Luz-Oscuridad
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Cuando emergieron los adultos, los insectos fueron sexados y las hembras de
A. melinus se emparejaron con machos para posteriormente ser mantenidos en sus
viales durante un dia para obtener hembras fecundadas. En el caso de A. chrysomphali,
al tratarse de una especie partenogenética, su descendencia estd formada
exclusivamente por hembras (Gottlieb et al., 1998). Un dia después, las hembras de A.
melinus fueron aisladas durante un dia y se les introdujo un cuerpo de A. aurantii
diariamente para permitirles alimentarse de la hemolinfa del insecto hasta que
tuvieron 2-3 dias de edad (Heimpel et al., 1997). Los viales que también contenian una
pequeiia gota de miel y una tapa de algoddn para permitir la transpiracién, fueron

almacenados en una camara climatica (SANYO MLR-350; Sanyo, Japan)a 25+ 1 °C, 70

+ 10% HR y fotoperiodo 14:10 h L:O.

Figura 3.3. Izquierda: Pupa de ojos rojos de A. chrysomphali con una la linea negra
longitudinal caracteristica en el mesosternum. Derecha: A. melinus donde esta linea
estd ausente.

3.2 Arena

Las observaciones se realizaron en una seccidn de un limén delimitada por
una placa Petri de 4 cm de didmetro por 1,5 cm de altura para evitar el vuelo de los
insectos. En cada seccidn, se selecciond un escudo N3 de entre 0,8 y 1 mm? usando una
lupa binocular con camara digital en color incorporada de 3,1 megapixel (Leica
Microsystems GmbH, Espana) (figura 3.4). Las imagenes se procesaron con el
programa para Windows LAS EX (Leica Microsystems GmbH, Espaia) y los escudos se

midieron con el procesador de imagenes de dominio publico Java Imagel.
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El escudo seleccionado con la hembra joven N3 fue identificado, mientras que
el resto de escudos fueron eliminados con una aguja entomoldgica y retirados con
papel humedecido con agua, sin danar los escudos seleccionados. Este papel también
se utilizé para eliminar el polvo de la superficie del limén, que es un factor abiético que
puede interferir en el parasitismo de la hembra de Aphytis (Rosen y DeBach, 1979).

Para fijar el limoén y evitar su movimiento utilizamos un soporte plastico.

/

Figura 3.4. Izquierda: lupa binocular donde se realizaron las observaciones. Derecha:
limén con los escudos N3, donde se aprecia que uno de los escudos estd tapado para
evitar el contacto de la hembra de Aphytis con él.

3.3 Observaciones del comportamiento de los insectos en el laboratorio

Las observaciones se realizaron en el Departamento de Entomologia del IVIA
desde diciembre de 2013 hasta marzo de 2014 y entre las 10:00 y las 14:00 h. En este
experimento se establecieron cuatro tratamientos. En los dos tratamientos control, A.
melinus y A. chrysomphali fueron introducidos por separado en las arenas. En los dos
tratamientos de competencia, A. melinus y A. chrysomphali fueron introducidos
secuencialmente en los dos drdenes posibles. La primera hembra fue observada hasta
que realizd la oviposicidn en el escudo seleccionado y después fue retirada; la segunda
hembra de la especie competidora fue introducida 2 h después y se registré su

comportamiento (Collier et al., 2007).
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Cada tratamiento fue repetido 30 veces y en cada repeticion se anotd
ininterrumpidamente el comportamiento de la hembra mediante su observacion con
una lupa binocular de 10-50x utilizando luz fria para iluminar la arena. Las
observaciones se iniciaron cuando la hembra reconocié a su hospedador, es decir
cuando el insecto tocd con sus antenas y aparato bucal repetidamente la superficie del
piojo rojo posicionandose sobre el escudo y moviéndose desde el centro hasta el
extremo hasta reconocer toda su superficie (van Lenteren, 1994). Las observaciones
terminaron cuando la hembra abandoné el escudo o se quedd en posicién de reposo
por un periodo superior a 2 minutos. Los cuatro componentes principales del
comportamiento del insecto fueron identificados por separado: (1) rechazo, (2)

oviposicion, (3) ovicidio + oviposicion y 4) “host-feeding”.

Después de reconocer externamente el escudo, la hembra siguié examinando
la idoneidad del hospedador mediante una picadura de prueba, la cual incluyd la
perforacién del escudo con su ovipositor, exploracion de la cavidad existente entre el
cuerpo de la cochinilla y la cubierta del escudo, asi como pinchar el cuerpo del piojo
rojo para probar la hemolinfa. En los tratamientos control el parasitoide mostrdé uno
de los siguientes comportamientos: 1) abandond el huésped en cualquier momento de
este proceso (rechazo) o 2) aceptd al hospedador y puso huevos (oviposicidn) o 3)
consumid los fluidos de la cochinilla (“host-feeding”), mientras que en los tratamientos
de competencia el parasitoide también: o 4) acepté al hospedador, maté los huevos de
la primera hembra (ovicidio) y los repuso por alguno de los suyos (multiparasitismo)

(Casas et al., 2004; Tena et al., 2008).

Las picaduras pueden ser de tres tipos: 1) picadura de prueba (“probing”)
siempre antes de poner un huevo, 2) picadura de alimentacion (“host-feeding”) y 3)
picadura para matar los huevos de la otra especie (ovicidio). Cuando se produce una
picadura para poner un huevo conducente a una situacion de parasitismo nos
referiremos a ella como oviposicion. La puesta de un parasitoide son todas sus
oviposiciones en ese hospedador mientras que el tamafno de puesta es el nimero total

de huevos puestos.
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La oviposicion fue identificada por las vibraciones abdominales de la hembra.
En ese momento la hembra de Aphytis extraia el ovipositor del cuerpo de A. aurantii y
podia abandonar el escudo o bien poner otro huevo (Pina, 2007). También registramos
datos de comportamientos adicionales durante nuestras observaciones: (1) posicién y
numero de oviposiciones en cada escudo y (2) posicidon y numero de picaduras en cada
escudo. La situacidén de las oviposiciones y todas las picaduras en el escudo fueron
registradas convenientemente con un diagrama. Los parasitoides fueron utilizados una
sola vez y cada limdn se almacendé individualmente en recipientes de plastico (14 x 14 x
8 cm) con una abertura sellada con muselina para facilitar la ventilacidon. Estos
recipientes se mantuvieron en una camara climatica a 25 + 1 °C, 70 + 10% HR y
fotoperiodo 14:10 h L:O para posteriormente determinar los resultados de estos

encuentros.

* Discriminacidon y uso del hospedador

Primero se determind si las hembras de ambas especies eran capaces de
discriminar escudos sanos (no parasitados) de escudos parasitados por la otra especie.
Para ello se compararon: 1) tasas de aceptacién del escudo, 2) duracién de las
picaduras y 3) tamafio de puesta de las hembras en escudos parasitados y sin
parasitar. También se comprobd si el multiparasitismo representd un coste extra de
tiempo para ambas especies. Con este objetivo, se registré y comparé el tiempo

invertido en parasitar los escudos sanos con el de los escudos parasitados.

* Posible ovicidio heteroespecifico

Para determinar si A. melinus y A. chrysomphali eran capaces de detectar
(discriminacion heteroespecifica) y matar los huevos de la especie competidora
(ovicidio heteroespecifico), primero se determind y compard si la segunda hembra
picaba el escudo en el mismo lugar en el que la primera hembra habia realizado la
puesta. Entonces se comprobd si estas picaduras eran letales, para ello se comparé la

supervivencia de las puestas que habian sido picadas con las que no lo habian sido.
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3.4 Descendencia
¢ Resultado de la competencia

Para determinar el resultado de la interaccion competitiva entre A. melinus y
A. chrysomphali, se revisaron los escudos no parasitados y los multiparasitados entre
10 y 12 dias después de las observaciones y se evaluaron las progenies® de ambos
parasitoides. La cubierta de los escudos fue retirada cuidadosamente con una aguja
entomoldgica bajo lupa binocular. Entonces se registrd: 1) especie y 2) numero de
pupas (Pekas et al., 2010). Estos datos fueron usados para determinar y comparar la

supervivencia y el tamafio de las puestas.

3.5 Analisis de datos

Todas las comparaciones se realizaron mediante un analisis de la varianza
(ANOVA) asumiendo que los errores de la varianza tienen una distribucién normal,
cuando encontramos diferencias significativas realizamos una separacién de las
medias de los tratamientos utilizando un test LSD con un nivel de significaciéon del 5%.
Antes de realizar los analisis de la varianza (ANOVA) se constatd el cumplimiento para
cada caso de la homocedasticidad (homogeneidad de las varianzas) mediante un test
de Levenne y la normalidad de los valores mediante la representacion en graficas de
probabilidad. En el caso de la variable picar en el sitio de la puesta de la primera
hembra los datos fueron analizados usando la Prueba de Bondad X°. Los anélisis fueron
realizados con el programa Statgraphics plus versidon 5.1 para Windows (Statgraphics

2000).

2Progenie: todos los individuos inmaduros (pupas) de un parasitoide desarrollados en el hospedador
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4.1 Aceptacion del escudo

En ausencia de competencia, A. melinus y A. chrysomphali aceptaron los
escudos no parasitados de A. aurantii (controles) a unos niveles similares y no
hubieron diferencias significativas entre los dos parasitoides (F;, sg= 1,23; P= 0,271)
(figura 4.1). La proporcion de aceptacion de los escudos no parasitados (control) y los
parasitados por la especie competidora no fue significativamente diferente ni para A
melinus (F1, 5s=0; P=1) ni para A. chrysomphali (Fy, ss= 2,35; P= 0,13). Sin embargo, A.
melinus aceptd a los hospedadores parasitados por la especie competidora mas
frecuentemente que A. chrysomphali (F,, ss= 6,87; P= 0,011). Las observaciones de
picaduras de alimentacién o “host-feeding” fueron escasas debido a que a las hembras
les fueron suministrados dos cuerpos de cochinilla antes del comienzo de las

observaciones, y no fueron incluidas en ninguno de los analisis.

0,9 - a

0,8 I

0,7 - 1 [
0,6 - J b
:g 015 T
(%}
8
Q.
g 04 -
<
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0,0 T
Control Parasitadas por Control Parasitadas por
A. chrysomphali A. melinus
A. melinus de segundo A. chrysomphali de segundo

Figura 4.1. Proporcién de aceptacién (oviposicién) de Aonidiella aurantii por A. melinus
y a A. chrysomphali cuando encontraron un escudo no parasitado (control) y un
escudo parasitado por la especie competidora. Diferentes letras sobre las columnas
indican diferencias significativas para P < 0,05.
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Nuestros resultados, al igual que los publicados por Pekas et al., (2010),
muestran que ambos parasitoides aceptan igualmente el tercer estadio de A. aurantii
(N3) como hospedador no parasitado, a pesar que A. chrysomphali es nativo del
Mediterraneo y A. aurantii es oriundo de Asia. Por lo tanto, teniendo en cuenta esta
caracteristica bioldgica, ambos parasitoides parecen iddneos para mejorar el control
bioldgico de A. aurantii en nuestros citricos. Sin embargo, cuando estos parasitoides
encontraron un hospedador parasitado por la otra especie, la competencia se decanté
a favor de A. melinus; cosa que indica que esta especie presenta una adaptacion

superior para aceptar en mayor medida este tipo de hospedadores.

Al igual que A. chrysomphali, otros parasitoides también disminuyen la
aceptacion de hospedadores parasitados previamente por otros parasitoides con
respecto a los hospedadores sanos, tanto de su misma especie (superparasitismo)
(Vinson, 1976; van Aphen y Visser, 1990; van Baaren et al.,, 1994; Tena et al., 2008;
Magdaraog et al., 2013) como de especies diferentes (multiparasitismo) (Magdaraog et
al., 2013). Por otra parte, este resultado muestra que A. chrysomphali es capaz de
discriminar los hospedadores parasitados de los sanos (discriminacion heteroespecifica
del hospedador). Este rasgo, ademas de ser innato por ser hembras sin experiencia
previa, ha sido documentado anteriormente en otras especies del género Aphytis
(Abdelrahman, 1974; van Lenteren y DeBach, 1981). Estos autores sugieren que los
parasitoides del género Aphytis utilizan tanto las sefiales quimicas que deja la primera

hembra como el estado interno del diaspidido al que parasitan para discriminar.

4.2 Tamano de la puesta

A. melinus y A. chrysomphali pusieron un nimero similar de huevos cuando
parasitaron hospedadores no parasitados (control) (F; 37= 0,04; P=0,84) (figura 4.2). El
numero de huevos puestos por A. melinus fue similar en escudos sin parasitar (control)
que en los escudos parasitados por la otra especie (Fy 37= 0,047; P= 0,83). Sin embargo,
A. chrysomphali redujo el tamafio de su puesta cuando acepté hospedadores
parasitados comparado con los escudos no parasitados (F;, 3= 6,36; P= 0,017).
Ademads, A. melinus puso significativamente un mayor nimero de huevos en los

escudos parasitados por la otra especie que A. chrysomphali (F1, 34= 5,25; P= 0,028).
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Figura 4.2. Comparacion del tamafio de la puesta de A. melinus y A. chrysomphali
cuando encontraron un escudo no parasitado (control) y un escudo parasitado por la
especie competidora. Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas
entre tratamientos para un mismo parasitoide para P < 0,05. Diferentes letras
minusculas indican diferencias significativas entre parasitoides para un mismo
tratamiento para P < 0,05.

Los parasitoides gregarios tienden a disminuir el tamafio de la puesta cuando
superparasitan porque consideran que esos hospedadores son de peor calidad, y
consiguientemente su progenie tendra menores posibilidades de sobrevivir (Godfray,
1994). Sin embargo, el efecto del multiparasitismo en el tamafio de la puesta es poco
conocido. En nuestro estudio, a pesar que ambos parasitoides son gregarios
facultativos y se comportan principalmente como solitarios, A. chrysomphali también
disminuyd el tamafio de su puesta. Esto sugiere de nuevo que este parasitoide es
capaz de discriminar los escudos sanos de los escudos parasitados por la especie
competidora. Por el contrario, A. melinus pudo reemplazar parte de los huevos picados
de A. chrysomphali por los suyos propios con lo que mantuvo un nimero de huevos en

los escudos multiparasitados similares a los de los controles.
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4.3 Ovicidio/Larvicidio
4.3.1 Duracion de las picaduras

Para comprobar si A. melinus era capaz de discriminar entre escudos no
parasitados y escudos parasitados, se registré también el tiempo de duracion de las
picaduras (figura 4.3). A. melinus pasé significativamente menos tiempo que A.
chrysomphali picando con el ovipositor a los hospedadores no parasitados (controles)
(F1, a0= 7,34; P= 0,0098). El tiempo de las picaduras de A. melinus fue
aproximadamente el doble en los escudos parasitados por A. chrysomphali que en los
no parasitados (controles) (Fy a4= 5,74; P= 0,021). Por el contrario, A. chrysomphali
paso6 el mismo tiempo picando los hospedadores parasitados por A. melinus que los no
parasitados (Fy, 30= 0,028; P=0,6). La duracién de las picaduras de ambos parasitoides
fue similar cuando parasitaron hospedadores parasitados por la especie competidora

(F1,34=1,13; P=0,72).
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Figura 4.3. Tiempo de las picaduras de A. melinus y A. chrysomphali cuando
encontraron un escudo no parasitado (control) y uno parasitado por la especie
competidora. Diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas entre
tratamientos para un mismo parasitoide para P < 0,05. Diferentes letras minusculas
indican diferencias significativas entre parasitoides para un mismo tratamiento para P
< 0,05.
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Por una parte, estos resultados muestran que A. melinus es un parasitoide
superior porque necesita menos tiempo para parasitar los escudos sanos de A. aurantii
que A. chrysomphali. El tiempo de puesta se considera un factor muy importante en
los programas de control bioldgico en los que se utilizan parasitoides y hay hormigas
presentes en el cultivo (Barzman y Daane, 2001). Esto se debe a que las hormigas
molestan e impiden la puesta de los parasitoides que necesitan mas tiempo para
poner huevos (Martinez-Ferrer et al., 2003; Casas et al., 2004). En el caso de A. aurantii
y de las especies de Aphytis se sabe que estos ultimos se ven afectados negativamente

por la presencia de las hormigas (Pekas et al., 2011; Calabuig et al., 2014).

Por otra parte, el hecho que A. melinus destine mas tiempo a picar a los
hospedadores parasitados que a los sanos demuestra que este parasitoide también es
capaz de discriminar entre un hospedador sano y uno parasitado. Algunos parasitoides
gregarios facultativos también son capaces de discriminar sin que por ello disminuyan
la proporcion de puesta y su tamafio (Suzuki et al., 1984; Tena et al., 2008). Aunque la
duracion de las picaduras de A. melinus no fue superior a la de A. chrysomphali cuando
picaban los escudos parasitados por la especie competidora, A. melinus tendié a matar
los huevos o larvas ya presentes en el hospedador andes de poner su propia puesta,
por tanto los hospedadores parasitados y no parasitados por A. melinus fueron de

similar calidad para su progenie (Tena et al., 2008).
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4.3.2 Lugar de las picaduras

A. melinus (0.65 + 0.10) tendid a realizar picaduras en el lugar del escudo
donde la primera hembra habia puesto el huevo de un modo mads frecuente que A.

chrysomphali (0.33 £ 0.13) (X*=42,7; P=0,049) (figura 4.4).

1,0 -
0,9 -

0,8 -

0,7 4 I

e

[}

E

s

3

T

©

0

[}

=

o

()

o

2 0,6 - l b
‘a

by 0,5 -
5

o

: 014 T
S

o

Q 0,3 T
o

he]

3 0,2 -
;:

o 0,1 -
e

[~

0,0

A. melinus n=29 A. chrysomphali n=22

Figura 4.4. Probabilidad que A. melinus y A. chrysomphali realicen picaduras en el
mismo lugar donde el primer competidor parasitd previamente. Diferentes letras
sobre las columnas indican diferencias significativas para P < 0,05.

4.3.3 Supervivencia de los huevos picados por la hembra competidora
(posible ovicidio)

La supervivencia de A. melinus fue independiente del lugar donde A.
chrysomphali realizé las picaduras al hospedador (supervivencia de A. melinus cuando
A. chrysomphali realizé picaduras en el lugar de la puesta del primero (0,33 + 0,11) y
cuando no fue asi (0,25 + 0,08) (F;, 5= 0,041; P= 0,85). Por el contrario, ningun A.
chrysomphali sobrevivié cuando A. melinus realizé picaduras donde A. chrysomphali
habia puesto su huevo. La probabilidad que A. chrysomphali sobreviviera en los
hospedadores multiparasitados en los que A. melinus no hubiera realizado picadura

alguna en el lugar de la puesta del primero fue de 0,43 + 0,09 (figura 4.5).
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Figura 4.5 Probabilidad de supervivencia de la primera progenie cuando el segundo
parasitoide realizd picaduras cerca o lejos del lugar de parasitismo del primero.
Diferentes letras sobre las columnas indican diferencias significativas para P < 0,05.

Los dos ultimos resultados sugieren que A. melinus no solo es capaz de
discriminar los hospedadores parasitados por otra especie sino también de detectar la
presencia de sus huevos y probablemente matarlos con su ovipositor. Este
comportamiento se conoce como ovicidio y Ultimamente se han revelado varios casos
en endoparasitoides y en ectoparasitoides (van Alphen y Visser, 1990; Netting y Hunter
2000). Sin embargo, en un principio se pensaba que los primeros no realizaban ovicidio
por la dificultad de detectar los huevos dentro de los hospedadores. Los parasitoides
del género Aphytis a pesar de ser ectoparasitoides presentan un comportamiento
semejante al de los endoparasitoides porque ponen los huevos debajo del escudo, de

forma que no son visibles para la segunda hembra (van Lenteren y DeBach, 1981).

En nuestro caso, aunque fue dificil observar el ovicidio a través del escudo
oscuro de A. aurantii, se pudo confirmar la mortalidad de los huevos porque ningun A.
chrysomphali sobrevivio al ataque (figura 4.5). A pesar de esta dificultad A. melinus fue
capaz de detectarlos sin que ello supusiera un coste extra de tiempo como ocurre con
otros parasitoides (Tena et al., 2008). Estos resultados muestran que A. melinus es un
competidor superior a A. chrysomphali porque es capaz de eliminar los huevos del

anterior sin que esto suponga un coste de tiempo adicional.
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4.3.4. Influencia del multiparasitismo en la descendencia

Independientemente del orden de parasitismo, A. melinus fue el parasitoide
superior puesto que se recuperaron una mayor proporcion de pupas (figura 4.6). En
aproximadamente un 70% de los casos las pupas que se recuperaron fueron de A.

melinus.
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Figura 4.6. Proporcién de pupas recuperadas de A. melinus y A. chrysomphali en el
escudo multiparasitado segun el orden en el que los parasitoides encontraron el
escudo.

A. melinus fue de nuevo un competidor superior a A. chrysomphali porque las
hembras de A. melinus consiguieron producir una mayor proporcién de pupas en los
escudos multiparasitados independientemente del orden en el que los parasitoides
fueron introducidos. Sin embargo, en contraste con nuestros resultados, en otros
estudios indican que la progenie de segunda hembra tiene aparentemente una mayor
ventaja que la primera en la competencia intrinseca (Collier y Hunter, 2001). En
nuestro caso esta diferencia podria deberse a la interaccién entre las larvas via
explotacién competitiva de los recursos del hospedador, combate entre larvas y al
ovicidio practicado por A. melinus sobre los huevos de A. chrysomphali (Hagen, 1964;

Godfray, 1994).

49



RESULTADOS Y DISCUSION

Ademas, los resultados también parecen revelar que debido a la mayor
agresividad de las larvas de A. melinus, éstas podrian ser capaces de competir mejor
por los recursos del hospedador multiparasitado. Como resultado de los
comportamientos descritos anteriormente y de la lucha que se establece entre las
larvas de las dos especies dentro del escudo de A. aurantii, A. melinus fue el
parasitoide mas eficaz siendo un competidor superior a A. chrysomphali. Estos
resultados de competencia intrinseca entre los principales parasitoides del género
Aphytis presentes en Espafia confirman los datos recogidos en campo que muestran
que A. melinus estd desplazando a A. chrysomphali en los citricos espafioles (Sorribas
et al., 2010; Boyero et al., 2014). En aquellas parcelas donde ambos coexisten, la
coexistencia puede ser debida a la baja presidn de los parasitoides sobre el
hospedador (Pekas et al., 2011), a condiciones climaticas (Sorribas et al., 2010) y/o la

presencia de hospedadores alternativos (Pina, 2007).
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten extraer las siguientes

conclusiones:

1. Tanto A. melinus como A. chrysomphali aceptan A. aurantii por igual y a
altas proporciones. Este resultado tiene implicaciones en los programas de control
bioldgico inundativo en los que se estd recomendando las sueltas de A. melinus que
estd plenamente adaptado a las condiciones de cultivo de los citricos espafioles
(Boyero et al., 2014). Si se tienen en cuenta nuestros resultados y los publicados
anteriormente que muestran porcentajes de aceptacion mejor (Pekas et al., 2010;
Sorribas et al., 2010), para mejorar las sueltas se recomendaria que los parasitoides
tuvieran acceso a los hospedadores antes de las sueltas para que tendieran a parasitar
cuando son liberados en campo en lugar de utilizar los hospedadores como fuente de

alimentacion.

2. Ambos parasitoides son capaces de discriminar entre hospedadores no
parasitados (sanos) y parasitados por la otra especie. Esta caracteristica bioldgica les
permite evitar hospedadores parasitados en el caso de A. chrysomphali y practicar
ovicidio en el caso de A. melinus. Este resultado muestra que A. melinus es un
competidor superior y por lo tanto es previsible que desplace a A. chrysomphali en

todas las zonas donde todavia coexisten.

3. En condiciones adecuadas, la suelta masiva de A. melinus podria acelerar
la reduccién de los niveles de plaga (A. aurantii) sin que las sueltas se vean afectadas
negativamente por la presencia y competencia de las poblaciones autdctonas de A.

chrysomphali.

4. Es previsible que ambos parasitoides coexistan solo en aquellos lugares
donde A. chrysomphali tenga hospedadores alternativos o en lugares de climas frios

que le son mas favorables, especialmente en otofio y primavera.
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