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Capacidad depredadora y reproductiva de seis especies de Chrysopidae
alimentadas sobre Diaphorina citri (Hemiptera: Liviidae)

Iliana Pacheco Rueda DRA.
Colegio de Postgraduados 2015

RESUMEN

El psilido asiatico de los citricos, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), es la
plaga de mayor importancia para la citricultura mundial, considerada asi por su papel como
vector de la bacteria Candidatus Liberibacter spp., patdgeno asociado a la enfermedad
conocida como Huanglongbing (HLB) causante de la pérdida continua de citricos en todo
el mundo. En México, su manejo se basa principalmente en el uso de insecticidas dirigidos
al vector y con estrategias de control biologico mediante la liberacion del parasitoide
Tamarixia radiata (Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae). La produccion masiva de este
agente requiere mantener poblaciones sobre ninfas de D. citri en brotes vegetativos de la
planta de Murraya paniculata (L.) Jack., lo cual incrementa notablemente el costo de
produccién, por lo que se explora el uso de otros enemigos naturales cuyo uso sea viable
econémicamente, que estén adaptados a las condiciones de la citricultura, y que presenten
potencial de depredacion sobre D. citri. Por lo anterior, el actual estudio consistio en
evaluar el ciclo biolégico, parametros poblacionales, respuesta funcional y preferencia de
presa de tres especies de Chrysoperla y tres de Ceraeochrysa (Neuroptera: Chrysopidae)
sobre ninfas de D. citri en condiciones de laboratorio. Los resultados mostraron que todos
los instares larvales de las seis especies estudiadas consumieron vorazmente los diferentes
tamafos de ninfas, aunque presentaron una tendencia a consumir ninfas pequefias (instares
I y II). C. rufilabris, C. comanche y Ce. valida presentaron una respuesta funcional tipo 11,
en cambio para C. externa, Ce. cincta y Ce. claveri fue de tipo I. C. comanche fue la
especie que presento el ciclo biolégico mas corto (25.3 dias) y Ce.valida el mas largo (34.9
dias).

Palabras clave: Ceraeochrysa y Chrysoperla, parametros poblacionales, respuesta

funcional, preferencia de presa, control bioldgico
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Predatory and reproductive capacity of six species of Chrysopidae feeding on
Diaphorina citri (Hemiptera: Liviidae)

Iliana Pacheco Rueda DRA.
Colegio de Postgraduados, 2015

ABSTRACT

The asian citrus psyllid (ACP), Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), is
nowadays the most important pest in the worldwide citrus industry; mainly because it is the
vector of candidatus Liberibacter spp., a bacteria that causes the disease named
Huanglongbing (HLB), which has been the cause of the loss of productive citrus trees all
over the world.

In the case of the Mexican citrus production, the HLB management is based on the use of
pesticides intended to control ACP and also using biological control strategies, especially
with the release of the natural enemy Tamarixia radiata (Waterston) (Hymenoptera:
Eulophidae). Mass production of T. radiata requires the availability of D. citri nymphs
grown on tender shoots of the host plant Murraya paniculata (L.) Jack. This requirement
represents a high production cost, making Tamarixia difficult to produce for commercial
purposes. This is why it is necessary to have approachability to other natural enemies
biologically successful on the present commercial citrus groves, and also with higher
economic feasibility and with higher predatory capabilities on D. citri.

Therefore, this project has the purpose of assessing the biological cycle, population
parameters, functional response and prey preference on three species of Chrysoperla and
three Ceraeochysa (Neuroptera: Chrysopidae) on D. citri nymphae under laboratory
controlled conditions.

Results showed that all six alternative natural enemies in their larval instars fed vigorously
on D. citri nymphs; nonetheless, there was a slight preference to small sized nymphs
(instars 1 and II). C. rufilabris, C. comanche and C. valid were identified as having a
functional response type Il, while C. externa, C. cincta and C. claveri functional response
was type Il. C. comanche was identified as the one with the shortest biological cycle and
(25.3 days) and C.valida with the longest (34.9 days).

Key words: Ceraeochrysa y Chrysoperla, population parameters, functional response, prey

preference, biological control.
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CAPITULO |

Revisién de Literatura

1.1 INTRODUCCION
La citricultura representa una actividad de gran importancia socioecondmica dentro de la
fruticultura nacional (Trujillo et al. 2008). Cuenta con una superficie cultivada de 560 mil
hectéreas, de las cuales se obtienen anualmente alrededor de 7 millones de toneladas, lo que
coloca a Mexico como el quinto pais en produccion de citricos en el mundo (SIAP 2014).
Esta actividad es afectada por plagas y enfermedades, de las cuales Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), el psilido asiatico de los citricos (PAC), es considerada
la principal amenaza para la produccién de estos cultivos en el mundo (Liu y Tsai 2000). El
mayor peligro del PAC esta relacionada con la transmision de la bacteria Candidatus
Liberibacter spp., agente causal de la enfermedad méas devastadora de los citricos, el
Huanglongbing (HLB), responsable de la muerte de millones de arboles citricos en Asia,
Africa y América (Xu et al. 1990, Huang et al. 1990, Bové 2006, Batool et al. 2007). Hasta
ahora el manejo del PAC es con basa en el control quimico y el biolégico (Mc.Kenzie y
Puterka 2004). Para realizar este ultimo es importante considerar diversos aspectos de los
agentes de control biolégico como el tipo de cultivo, la especificidad depredador-presa, la
capacidad de blisqueda, la adaptabilidad del agente de control biolégico y las condiciones
ambientales donde se va a liberar el enemigo natural (Huffaker et al. 1971). En México, el
programa de control biolégico que se establecié para el PAC, implica la liberacién masiva
del parasitoide Tamarixia radiata, un ectoparasito de los tres ultimos instares ninfales de

este insecto (Gomez-Torres et al. 2012); sin embargo, el alto costo de produccion del



parasitoide ha orillado a explorar otros agentes de control biolégico, como son varias
especies de coccinélidos y crisopidos que han demostrado una alta capacidad de consumo
sobre diversas plagas abundantes en los citricos de México y otras regiones del mundo
(Etienne et al. 2001, Michaud 2001a, Michaud 2001b). Dos de los géneros de Chrysopidae
mas diversos y conocidos dentro de las zonas productoras de citricos son Chrysoperla y
Ceraeochrysa (Pappas et al. 2011), cuya dieta incluye especies de hemipteros de la familia
Aphididae, Aleyrodidae, Psyllidae y Pseudococidae; ademas de trips, huevo y larvas de
lepidopteros, escarabajos, moscas, acaros y otros artropodos de cuerpo blando (Canard et
al. 1984, Duelli 2001). Estos depredadores se han registrado en huertos de naranja y limon
mexicano, donde atacan al PAC, algunas de las especies reportadas son Chrysoperla
comanche (Banks 1938), C. rufilabris (Burmeister 1839), C. carnea, Ceraeochrysa valida
(Banks 1895) y C. claveri (Navas 1911) (Neuroptera: Chrysopidae) (Lopez-Arroyo et al.
2008); sin embargo, poco se conoce de ellas y su impacto en las poblaciones del PAC.

En la busqueda para evaluar el potencial de especies de Chrysopidae como agentes de
control biolégico de D. citri la presente investigacion se desarrolld con los objetivos de
determinar en seis especies de crisopidos la preferencia de presas, respuesta funcional, y

rasgos biologicos y reproductivos al alimentarse con ninfas de D. citri.



1.2. OBJETIVOS

Objetivo General
> Conocer algunos aspectos bioldgicos de seis especies de Chrysopidae al ser alimentados

con ninfas del psilido asiatico de los citricos

Objetivo Especificos

» Evaluar la preferencia de presa de los tres instares larvales de seis especies de crisopidos

en ninfas de D. citri.

> Establecer la respuesta funcional en seis especies de crisopidos al ser alimentadas con

ninfas de D. citri.

» Determinar rasgos bioldgicos y reproductivos de seis especies de crisopidos al ser

alimentadas con ninfas de D. citri.



1.3 ANTECEDENTES

1.3.1 Importancia de la citricultura

La produccion mundial de citricos (Sapinales: Rutaceae) se estima en alrededor de 125
millones de toneladas anuales, siendo los principales paises productores; China (24
millones de toneladas), India (10 millones), Brasil (22 millones), Estados Unidos (10
millones), Nigeria (17 millones) y México (7.1 millones) (FAOSTAT 2012, SIAP 2013).
En cuanto a superficie sembrada, México ocupa el quinto lugar en citricos a nivel mundial,
con una superficie de 560 mil hectareas sembradas en 27 estados y una cosecha de 7.1
millones de toneladas de frutas, entre los cuales la naranjas (63.3%), limén mexicano y
limén persa (26.5%) son los citricos que presentan mayor importancia econémica (SIAP
2013): de tal manera que Meéxico, es el segundo exportador de limon persa en fresco (Diaz

2010).

La citricultura nacional es una actividad econdmicamente redituable y con bajo impacto
ecoldgico, por la disminucion del uso de agroquimicos (Salcedo et al. 2012); sin embargo,
esta estabilidad se ve amenazada por diferentes plagas exdticas, entre ellas Diaphorina citri
Kuwayama que ha impactado negativamente la produccion y rendimiento de estos cultivos
no solo en México, sino también en diferentes regiones del mundo. D. citri es el principal
vector de la bacteria Candidatus Liberibacter spp., la cual es el agente causal de la
enfermedad de los citricos conocida como Huanglongbing (HLB) (Xu et al. 1990, Huang et
al. 1990, Bové 2006, Batool et al. 2007), y es la méas devastadora para la citricultura a nivel

mundial (De Graca 1991, Bové 2006, Gottwald 2010).



1.3.2 Plagas y enfermedades de los citricos
Como cualquier especie bajo condiciones de monocultivo, los citricos son atacados por
diversas plagas y enfermedades, algunas de estas son: el pulgdn negro y el pulgdn café de los
citricos, Toxoptera aurantii Boyer de Fonscolombe y Toxoptera citricida (Kirkaldy)
(Hemiptera: Aphididae), aunque ambas especies son vectores de una enfermedad de origen
viral, el virus de tristeza de los citricos (VTC), T. aurantii es menos activa como vector del
VTC que T. citricida (Rocha et al. 1995). La escama negra, Saissetia oleae (Olivier)
(Hemiptera: Coccidae), plaga polifaga y de importancia economica en olivos, citricos y
plantas ornamentales, los ataques severos conllevan a la formacion de fumagina. La escama
nevada de los criticos, Unaspis citri (Comstock), invade todas las partes del arbol de citricos,
siendo mas abundante en los troncos y ramas (Coronado 1993). La mosca prieta de los
citricos, Aleurocanthus woglumi Ashby, que en infestaciones fuertes llega a cubrir hasta el
90% del envés de la hoja, lo cual propicia la fumagina (De Lemos et al. 2006). EI minador de
hoja de los citricos, Phyllocnisti citrella (Stainton), microlepidoptero que ataca a las hojas

tiernas, el dafio es provocado por la larva (Soponagel y Diaz 1994)

1.3.3 Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae)

El psilido asiatico de los citricos (PAC), es una especie oligofaga, solo se desarrolla en
plantas de la familia Rutaceae, particularmente sobre los géneros Citrus y Murraya
(Etienne et al. 1998). Probablemente es originario de la India, donde se reporta sobre
Murraya spp. (Husain y Natha 1927). En América el PAC se presentd en Brasil desde los

afios 60 (Manjunath et al. 2008) y en Florida (EUA) en 1998 (Pluker et al. 2008). EI PAC



se detectd por primera vez en México en el 2002 en Campeche y hoy en dia se encuentra
establecido en casi todo el pais (Lépez-Arroyo et al. 2005, SENASICA 2012).
Actualmente, el PAC es la plaga mas importante de los citricos en el mundo (Villalobos et
al. 2004, Halbert 2004), ya que las ninfas y los adultos ocasionan dafios directos al
succionar la savia de las hojas nuevas y peciolos, causando deformaciones caracteristicas,
que permiten identificar el dafio de este insecto, lo que debilita y puede ocasionar la muerte
de la planta; sin embargo, el dafio méas severo es el indirecto a través de la transmisién de la
bacteria Candidatus Liberibacter agente asociado con la enfermedad Huanglonhbing de los

citricos (Manjunath et al. 2008).

1.3.4 Candidatus Liberibacter

El HLB es la enfermedad de los citricos mas devastadora en el mundo (Xu et al. 1990,
Bove 2006, Batool et al. 2007). En el continente Americano el HLB se report6 en San
Paulo, Brasil en 2004, en Florida (EUA) en 2005 (Halbert y Nufiez 2004, Halbert 2005),
Cuba en 2007 (Salcedo et al. 2012), y México en 2009 (SENASICA 2012). En este ultimo
se encontrd en el estado de Yucatan en arboles de traspatio, actualmente se encuentra en 16
regiones productoras del pais. En cambio, la presencia de D. citri fue registrada por primera
vez en el estado de Campeche en 2002, y su rapida dispersién ha cubierto toda la zona
productora de citricos del pais (Lopez-Arroyo et al. 2005). Se reconocen tres formas de

Candidatus Liberibacter: asiaticus, africanus, y americanus (Sechler et al. 2009).

El insecto vector adquiere la bacteria al alimentarse de la planta infectada en un tiempo de

30 minutos, con un periodo de latencia de 7 a 10 dias (Da Graga 1991, Hung et al. 2004), el



patdgeno se hospeda y reproduce en las glandulas salivares del psilido (Chen 1998). Un
estudio de microscopio electronico de transmision mostro que el patégeno invade las
células del intestino medio y glandulas salivares, de esta forma se comprueba que se esta
replicando dentro del insecto hospedero (Xu et al. 1988); la bacteria cruza la pared
intestinal via hemolinfa y se replica en otros tejidos tales como tubos de malpigi, cuerpo
graso, cerebro y 6rganos reproductivos para después llegar a las glandulas salivales, desde
donde es transmitido a la planta (Xu et al. 1990, Batool et al. 2007, Aleman et al. 2007). La
presencia de la bacteria C. Liberibacter bloquea los vasos del floema lo que impide la
circulacion de los nutrientes, cuya deficiencia se manifiesta en las hojas como una clorosis
asimétrica lo que permite su deteccion visual (Da Graca 1990, Batool et al. 2007) misma
que se corrobora mediante un analisis de PCR (Teixeira et al. 2005). El periodo latente en
la planta de citrico, antes de los sintomas, se expresa hasta ocho afos, y finalmente si la

planta infectada era joven muere hasta en un afio (Gottwald et al. 2007)

1.3.5 Estrategia de combate del complejo PAC-HLB

Aunque el control directo de la bacteria solo se obtiene con la eliminacién de plantas
enfermas, esta practica ha resultado poco efectiva, debido al caracter sistémico del
patdgeno y a su amplia distribucion (Mora-Aguilar et al. 2013b). En México, se han
definido dos escenarios epidemioldgicos del HLB: (1) Region del Pacifico con la mayor
intensidad y (2) Peninsula de Yucatdn con menor intensidad (Grupo Interdisciplinario de
Investigaciones en PAC-HLB 2014). En ambos escenarios se establecen tres estrategias de
control: 1) erradicacién de la planta enferma, 2) control del vector, y 3) uso de material

vegetal certificado, lo cual se ha realizado tradicionalmente en las zonas afectadas en el



mundo. EI material vegetal certificado es el mas complicado de realizar, debido a la
problemética social que esto implica, ya que requiere medios voluntarios, normativos y
mayores costos monetarios. Por lo que el OIRSA desarrollé para sus paises miembros, los
lineamientos de armonizacién normativa regional de certificacion fitosanitaria de material

propagativo de citricos (Mora-Aguilar et al. 2013b).

A nivel piloto, en 2012, se implementd en varios estados de la Republica Mexicana una
serie de estrategias para el manejo del HLB y su vector, las cuales son coordinadas por el
area oficial en materia de sanidad vegetal, el SENASICA. La tendencia actual es el
establecimiento de &reas regionales de control de D. citri. Dichas areas se denominan
“ARCO’s”, son areas regionales para el manejo del HLB y el PAC, y tiene como base
criterios bioldgicos y epidemioldgicos de estos patosistemas. Una de las recomendaciones
para intensificar el control del vector del HLB en las ARCO’s es mediante la aplicacion del
control biolégico (parasitoide, depredadores y entomopatdgenos), se ha sugerido en cada
region citricola del pais los momentos mas oportunos para realizar las acciones del control

quimico, de manera regional, generalizada y coordinada (Mora-Aguilar et al. 2013a).

El control del PAC en México, se realiza preferentemente en las zonas infectadas por HLB
(Boveé 2006), sin descuidar las zonas libres de la enfermedad. En la estrategia de manejo se
considera el monitoreo del PAC tomando en cuenta el desplazamiento de los adultos, se
dispersa de 25 a 50m (Gottwals et al. 2007), ya que se movilizan de una huerta a otra
mediante vuelo directos y/o por y por el viento, aunque tienen la capacidad de desplazarse
100 metros en 3 dias (Boina et al. 2009). Por esto, se requiere establecer medidas de control

del vector y evitar que siga transmitiendo la bacteria en huertas sanas (SENASICA 2012).



1.3.6 Métodos de control del PAC

El manejo del PAC se realiza tradicionalmente con el control quimico, utilizando
insecticidas con accion de contacto y de accion sistémica, ademas de aceites derivados del
petréleo. De acuerdo a la estrategia de manejo implementada en México, en cada regién se
seleccionan los insecticidas de acuerdo al grupo toxicolégico al que pertenecen, con el
objetivo de reducir problemas de resistencia (Tiwari et al. 2011). En México, se han
probado insecticidas sobre el psilido con una eficiencia del 80% y una residualidad variable
de 7 a 35 dias en campo. Los insecticidas sistemicos recomendados para combatir las
poblaciones del PAC son; aldicarb, dimetoato, metamidofos, monocrotofos, ometoato,
acefato, imidacloprid, thiamethoxam, spirotetramat y espinoteram (Sohail y Rasah 2004,
Cortez-Mondaca et al. 2010). Por lo general, los productos quimicos reducen las
poblaciones de la plaga temporalmente y su aplicacion afecta la presencia de depredadores
y parasitoides (Cerna et al. 2012). Esto dificulta estrategias de manejo, especialmente con
los parasitoides, ya que los depredadores han resultado mas tolerantes a productos quimicos

(Croft 1990).

1.3.7 Control bioldgico

El control biol6gico es un componente importante en la estrategia regional de manejo de
plagas citricolas, con la ventaja de poder implementarse en areas urbanas, rurales y en los
agroecosistemas. En México, los agentes de control biolégico utilizados en la campafa
Manejo del Huanglongbing (HLB) mediante el control de poblaciones del vector

Diaphorina citri, incluyen parasitoides y depredadores, de los cuales se ha observado que



Tamarixia radiata (Waterston) (1922) (Hymenoptera: Eulophidae) (Vizcarra-Valdez et al.
2013) muestra resultados positivos en areas urbanas, huertos orgénicos, y en lugares de
dificil acceso, donde la aplicacién de insecticidas presenta complicaciones (L6pez-Arroyo
et al. 2008, Sanchez et al. 2011, Cortez-Mondaca et al. 2011); por otro lado, otros agentes
de control biolégicos como algunos reduvidos y coccinélidos han mostraron poco o ningun
efecto sobre el control del PAC (Navarrete et al. 2014). En cambio, los neurdpteros se han
reportado con alta capacidad de depredacion y reproduccion en diferentes plagas de
importancia economica, los cuales tiene como ventaja que se crian masivamente en
laboratorios de organismos benéficos en varias zonas de la Republica Mexicana, de los

cuales se encuentran algunas especies de Chrysoperla y Ceraeochrysa.

1.3.8 Neurdpteros como agentes de control biologico en plagas de citricos

La familia Chrysopidae agrupa a los insectos mas abundantes del orden Neuroptera, esta
conformada de 1200 especies a nivel mundial, distribuidas en 75 géneros y 11 subgéneros
(New 1975, Adams y Penny 1987, Pappas et al. 2011). En Mexico, se han identificado 82
especies de crisopas pertenecientes a 13 geéneros y cinco subgéneros (Valencia 2004,
Valencia et al. 2006). Las larvas depredan vorazmente a su presa, por lo que se han
convertido en uno de los insectos benéficos mas exitosos en programas de control bioldgico
(Lopez-Arroyo et al. 2007); 22 géneros de los 75 que existen en el mundo, presentan
potencial como agentes de control biolégico (Ramirez-Delgado 2007, Lépez-Arroyo et al.
2007), y 126 especies estan relacionados a diferentes cultivos, 19 son de cultivos bajos
como; frijol, cacahuate, chile, entre otros, y 20 a arboles frutales como; nogal pecanero, vid,

manzano Y citricos (Ramirez-Delgado 2007). En este Gltimo se ha reportado la presencia de

10



14 especies de crisopidos asociados a diversos insectos fit6fagos (Duelli 2001). No
obstante, varios autores mencionan que los estudios de diversidad de crisopidos en frutales
del pais son escasos (Crespo et al. 1990, Vazquez y Mufioz 2000, Lopez-Arroyo 2001,
Valencia et al. 2006). Cortez-Moncada et al. (2011) sefialan que algunas especies de
Chrysoperla y Ceraeochrysa presentan un potencial como agentes de control de
Diaphorina citri. El uso de especies nativas, como las crisopas, permiten una mejor
adaptacion al ambiente, en comparacion con las especies introducidas de otras regiones
(Valencia et al. 2006, Van Driesche et al. 2007). Aunado a esto, la utilizacion de algunas
especies de la familia Chrysopidae en zonas citricolas, permitira ampliar el conocimiento

biologico del depredador como agentes potenciales para el control del PAC.
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CAPITULO II.
Preferencia de tamafio de presa de seis especies de Chrysopidae (Neuroptera) sobre

Diaphorina citri (Hemiptera: Liviidae)

2.1 INTRODUCCION
Diaphorina citri (Kuwayama, 1908) (Hemiptera: Liviidae), es el principal vector de la
bacteria Candidatus Liberibacter spp., patégeno asociado a la enfermedad de los citricos
conocida como Huanglongbing (HLB) (Xu et al. 1990; Huang et al. 1990, Bove 2006,
Batool et al. 2007), y considerada como la enfermedad mas devastadora de este cultivo (De
Graca 1991, Bové 2006, Gottwald 2010). El patdégeno predominante en el Continente
Americano es Ca. L. asiaticus (Bassanezi et al. 2011), su presencia en la citricultura
mexicana fue confirmada en julio de 2009 (SENASICA 2012) y a 6 afos de haberse
detectado, se encuentra distribuido en 16 de 24 estados citricolas del pais (SENASICA
2015). En México el psilido asiatico de los citricos (PAC) es el Unico vector reconocido de
esta enfermedad (SENASICA 2012) y su manejo se realiza mediante un esquema regional
que integra al control quimico, cultural y biolégico (Flores et al. 2010). Este Gltimo se
realiza por medio de la liberacion masiva del parasitoide Tamarixia radiata (\Waterston)
(1922) (Hymenoptera: Eulophidae) (Vizcarra-Valdez et al. 2013) en areas urbanas, huertos
organicos, y en lugares de dificil acceso para realizar aplicaciones de insecticidas (Sanchez
et al. 2011). Lépez-Arroyo et al. (2008) y Cortez-Mondaca et al. (2011) han sefialado la
presencia de humerosos depredadores que atacan a D. citri en plantaciones de citricos, entre
los que sobresalen algunas especies de Chrysoperla y Ceraeochrysa (Neuroptera:

Chrysopidae).
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Las larvas de crisopidos son utilizadas en el control bioldgico de diversas plagas en campos
e invernaderos de diferentes regiones del mundo (Tauber et al. 2000, New 2001, Huang y
Enkergaardn 2010). Especies como C. rufilabris (Burmeister) y Ce. valida (Banks)
presentan tolerancia a insecticidas (Hurej y Dutcher 1994, Michaud 2004, Gonzales 2014),
asi mismo han registrado una capacidad de depredacion sobre D. citri en laboratorio y
campo (Cortez-Mondaca et al. 2011, Pacheco-Rueda et al. 2012), que es una caracteristica
de interés como potenciales agentes de control bioldgico contra el PAC. Para proporcionar
mayor sustento experimental, en el presente estudio se exploro la preferencia de presa en
las especies Chrysoperla comanche (Banks 1938), Chrysoperla externa (Hangen 1861), C.
rufilabris (Burmeister 1839), Ceraeochrysa cincta (Schneider, 1851), Ce. claveri (Navas

1911) y Ce. valida (Banks 1895) sobre los distintos instares ninfales de D. citri.

2.2 MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron de mayo de 2012 a mayo de 2013 en el Departamento de
Entomofagos del Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico (CNRCB),
SENASICA, SAGARPA, ubicado en Tecoman, Colima, México. Las crias de los
depredadores y las unidades experimentales se mantuvieron en condiciones controladas [25

+ 2°C con 60-70% de HR y un fotoperiodo del6:8 h (L: O)].

2.2.1 Depredador y presa
Las evaluaciones de crisopidos incluyeron seis de las especies que se encuentran con mayor
frecuencia en citricos de México: Chrysoperla externa, C. rufilabris, C. comanche,

Ceraeochrysa cincta, Ce. claveri y Ce. valida. La cria de las primeras cuatro especies se
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inicidé con especimenes provenientes de colonias establecidas en el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) Campo Experimental, General
Teran, Nuevo Ledn; mientras que el material parental de Ce. valida fue proporcionado por
el Laboratorio de Entomdfagos del Centro Nacional de Referencia de Control Biologico
(CNRCB), de un pie de cria establecido desde 2011; finalmente la cria de Ce. claveri se
inicié en abril del 2013 con individuos colectados en huertos de limén mexicano, en
Tecomén, Colima.

Los adultos de crisopas se criaron en cilindros de PVC (25 cm de alto y 12 cm de
diametro), siguiendo la metodologia de Alexander et al. (2001) y alimentandolos con una
dieta artificial (Hassan y Hagen 1978) y agua provista en una esponja. Para facilitar la cria
y evitar canibalismo entre larvas, los huevos depositados en los cilindros se colocaron
individualmente en celdas plasticas (1 cm? por celda) de rejillas de 100 celdas c/u, éstas se
cubrieron y pegaron con tela organdi por ambas caras de la rejilla. Las larvas se
alimentaron exclusivamente de huevo refrigerados de Sitotroga cerealella (Oliver, 1789)
(Lepidoptera: Gelechiidae) proporcionados cada tercer dia sobre la tela que cubria la rejilla.
Las ninfas de PAC utilizadas en los experimentos, se obtuvieron de una cria establecida
desde 2009 en condiciones de invernadero dentro de las instalaciones del CNRCB sobre
plantas de Murraya paniculata (L.) Jack. (Sapindales: Rutaceae) sin aplicaciones de
insecticidas. El proceso de produccion de la plaga se describe en Sanchez-Gonzélez y

Arredondo-Bernal (2011).

14



2.2.2 Condiciones generales de los experimentos

La arena experimental consistié en una caja Petri de plastico (4 cm) con tres perforaciones
laterales (0.5 cm), cubiertas con tela organdi para permitir la ventilacion. En el interior de la
caja Petri se colocd un disco de papel filtro humedecido, sobre el cual se colocé un disco de
4 cm de didametro de hoja de limon persa, Citrus aurantifolia (Christm) (Sapindales:
Rutaceae) obtenidas de arboles libres de aplicacion de insecticidas. Dentro de esta arena se
colocaron ninfas del PAC, cuya cantidad dependi6 del tratamiento a evaluar. La arena se
complementd con una larva de crisopa de 24 a 48 h de edad (el instar dependio del
tratamiento a evaluar) y con ayuno por 6 h antes de iniciar el experimento. La presa se
proporciono solo una vez, por lo que no existio reemplazo de alimento. Los experimentos
se realizaron en dos bloques, en el primero se trabajaron las especies de Chrysoperla y en el
segundo las de Ceraeochrysa. Debido a esto, las comparaciones estadisticas se realizaron
solo entre especies del mismo género. El criterio de consumo para todos los experimentos
consistio en que los organismos presa (ninfas) presentaran signos evidentes de depredacion,
y/o sin movilidad en respuesta a un estimulo mecanico a través del contacto de las cerdas

de un pincel.

2.2.3 Experimento 1. Sin opcidn de presas.
El disefio experimental fue completamente al azar, se incluyeron nueve tratamientos con 10
repeticiones. Cada tratamiento consistié de la combinacién de una larva del depredador y un
tamafio de presa, dichos tamafios se establecieron con base en el estado de desarrollo del
insecto: a) ninfas pequefias (instar I y Il), b) ninfas medianas (instar Il y 1V) y c¢) ninfas
grandes (instar V). Adicionalmente, se establecié un testigo de cada tamafio de presa

excluyendo al depredador para descartar mortalidad debido a manipuleo. En cada unidad
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experimental, se colocaron 90 ninfas del PAC con un pincel de cerdas finas sobre la
superficie del disco de hoja de citrico. Se consideraron 15 minutos para su establecimiento
sobre la superficie de dicho disco; posteriormente, se introdujo la larva de crisopa en cada
caja Petri. Los organismos se mantuvieron en condiciones controladas durante 6 h, luego se

retiraron los crisépidos para poder contabilizar las presas depredadas.

2.2.4 Experimento 2. Opcion de presa.

Se utilizé un disefio completamente al azar se incluyeron nueve tratamientos que resultaron
de la combinacion de los tres instares larvales con las tres especies de crisopas por género.
La preferencia de presa (indice de Manly’s) de cada instar larval de crisopa se evaluo con
todo los instares ninfales del PAC ofrecidos simultaneamente en la misma arena. Para ello,
en cada unidad experimental se colocaron 18 individuos de cada instar ninfal (90 individuos
totales), posteriormente se dejé un lapso de 15 min para que se establecieran las ninfas sobre
la superficie del disco. En seguida se introdujo una larva del depredador de primer, segundo
o tercer instar; adicionalmente, se establecié un grupo testigo que consistio en 18 ninfas de
cada instar del PAC sin el depredador. Tanto el tratamiento como su testigo contaron con 10
repeticiones. Los organismos se introdujeron en una camara bioclimatica por 6 h, luego se

retiraron las crisopas para poder contabilizar las presas depredadas.

2.2.5 Andlisis estadistico.

Para el experimento 1 (sin opcion de presa), el analisis de datos de consumo se realizo
mediante el programa estadistico SAS version 9.0 (SAS Institute 2004). Los residuales del
modelo estimado se utilizaron para comprobar los supuestos de normalidad, posteriormente

se realizé una transformacidn arcoseno de los porcentajes de consumo para cumplir con los
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supuestos del modelo. EI consumo total de presas por cada instar larval se analizé6 mediante
un ANOVA,; seguida de una prueba de separacion de medias de Tukey (a = 0,05).

El andlisis estadistico del segundo experimento de opcién, se realiz6 mediante el programa
estadistico SAS version 9.0 (SAS Institute 2004). La preferencia de presa se analizé a través
del célculo del indice de preferencia de Manly’s (B), con la ecuacioén propuesta por Huang y

Enkegaard (2010):

_ Log (e1/ A1)
B1= " 0g (e1 / A1) + Log (e2 / A2) + Log (e3 / A3)+ Log (ea / As Log (€5 / As)

Donde,

B1 = preferencia de presa de tipo 1, e1 al es= nimero de presas restantes de Tipo 1 al Tipo
5 del tratamiento. A1 a As = nimero de presas ofrecidas de Tipo 1 al Tipo 5, el cual
correspondia a los cinco instares ninfales del PAC.

Se realizé una prueba individual no paramétrica de signo, para cada indice, donde la prueba
de hipotesis fue; Ho: B < 0.20, el cual indica sin preferencia de presa entre los instares

ninfales y Ha: > 0.20, este indica que existe preferencia (a = 0,05).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Preferencia de presa en Chrysoperla

Los tres instares larvales de las especies de Chrysoperla evaluadas se alimentaron de todos
los tamafios de ninfas de D. citri ofrecidos (P < 0.001). Los resultados de la prueba de no
opcion mostraron que en la mayoria de las combinaciones existi6 diferencias significativas,
en el nimero de presas consumidas, donde C. externa, con frecuencia, presenté valores
superior a las otras dos especies. El tercer instar larval, en todas las especies depredadoras,
fue la mas voraz en consumir ninfas de tamafio mediano y grande del PAC. La cantidad de
presas pequefias consumidas en casi todas las especies de Chrysoperla fue mayor conforme
se incremento el estado de desarrollo de la larva; excepto en C. externa donde el consumo
por tamafio de larvas no se detectd diferencias significativas (Cuadro 1). Las larvas de
primer instar depredaron menos de 71% de las 90 presas ofrecidas en 6 h, mientras que las
larvas del tercer instar consumieron mas de 86% de las presas ofrecidas. EI consumo de
presas medianas presentd diferencias, registrandose que el tercer instar larval de las
especies de Chrysoperla, depredaron la mayor cantidad de presas (> a 75 ninfas), lo cual no
difirio entre las tres especies (P=0.01).

En presencia de ninfas grandes, la diferencia en consumo fue notoria entre los diferentes
instares larvales; las larvas del tercer instar consumieron mas de 80% de las presas
ofrecidas, lo que contrasta con el consumo de las larvas del primer instar que fue > a 42%

del total de estas presas ofrecidas.
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Cuadro 1. Consumo por larvas de Chrysoperla sobre tres tamafios de presas de Diaphorina

citri en un periodo de 6 h en condiciones controladas [25 £ 2°C con 60-70% de HR,

fotoperiodo del16:8 h (L: O)].

Tamafio de Larvas ninfas depredadas (Media + EE)
presa
C. rufilabris C. externa C. comanche

Pequefias L1 75.8 1.6 bB 83.7 £ 0.6 abA 71.4+2.3bB F=13.73 P<0.0001
(Ninfaly II) L2 79.4 £ 1.5 abA 82.8 £ 1.0 abA 68.0 £ 2.8 bB F=16.13 P<0.0001

L3 84.7 £0.93aB 88.7 £ 0.3aA 85.8+0.6a B F=9.62 P<0.0007

Medianas L1 52.6 £2.3dB 63.6 £ 1.7 eA 55.1 + 2.3cB F=7.03 P<0.0001
(Ninfa lll y 1V) L2 63.4£2.4cA 70.5 £ 1.8 deA 43.8+35dB F=27.46 P<0.0001

L3 75.5+ 1.8 bA 80.9 £ 1.7 bcA 77.4 £ 1.6abA F=2.57 P<0.0955

L1 38.2+£1.9eA 35.7 £ 1.6 gA 28.3+£2.0¢eB F=7.65 P<0.0023

Grandes L2 49.4 2.2 dAB 53.9 £ 2.6 fA 41.4+3.1dB F=5.46 P<0.0102

(Ninfa V) L3 735+ 2.1 bA 75.3+ 1.3 cdA 70.6 + 2.4 bA F=1.35 P>0.2769

F=67.18 P<0.0001 F=115.33, P<0.0001  F=61.14 P<0.0001

Valores dentro de la misma columna seguida por letras mintsculas iguales no son significativamente
diferentes entre tamafio de presa. Valores dentro de la misma fila seguidos por letras maylsculas
iguales no son significativamente diferentes entre especies (Tukey con a=0,05).

2.3.2 Indice de preferencia de presa en Chrysoperla.
Las larvas de todas las especies de Chrysoperla estudiadas presentaron diferencias
significativas en la preferencia de la presa (P < 0.0001) con base en el indice de Manly’s
(B). Las larvas de las tres especies prefirieron alimentarse de la ninfa I y Il de D. citri. El
indice de preferencia present6 un valor mas equilibrado en el tercer instar larval, que oscilé
entre 0.13 a 0.30; mientras que en el primer instar larval varié entre 0.02 a 0.42, y el
segundo instar larval fue de 0.03 a 0.38 (Cuadro 2). Las larvas de C. rufilabris prefirieron
alimentarse de ninfas pequefias, mientras que en C. externa, se registré6 una preferencia
general por ninfas | y 11, aunque la larva de segundo instar también mostrd una preferencia

hacia ninfa I11.
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Cuadro 2. Preferencia en el consumo de presa de acuerdo con el indice de Manly's (p) para

tres especies de Chrysoperla sobre los cinco instares ninfales de D. citri.

Larvas Ninfas indice de preferencia de Manly’s (Media * E.E)

C. rufilabris C. externa C. comanche

I 0.35+0.03* 0.35+0.03* 0.42 + 0.06*

1l 0.34 +0.02* 0.32 £ 0.03* 0.26 + 0.06*

L1 11 0.16 £0.04 0.17+£0.01 0.15+0.04
v 0.10£0.02 0.11+£0.02 0.10£0.01

\% 0.04+0.01 0.02 £ 0.007 0.05+0.02

| 0.36 + 0.05* 0.38 £ 0.06* 0.33 £0.06*

1l 0.29 + 0.04* 0.27 £ 0.06* 0.20 + 0.05*

L2 11 0.14+0.04 0.20 £ 0.01* 0.16 £ 0.03
v 0.12+0.03 0.09 +0.02 0.16 £0.05

\% 0.07 £0.02 0.03+0.01 0.13+0.06

| 0.30 £ 0.05* 0.25+0.03* 0.29 + 0.04*

1l 0.26 £ 0.03* 0.24 +0.01* 0.21+0.03*

L3 11 0.16 +0.06 0.18+0.04 0.14 +0.03
v 0.13+0.02 0.14+0.01 0.16 £+ 0.05

V 0.13+0.03 0.17+£0.04 0.19+0.06

Medias de los indices con asterisco denotan preferencia significativa (o= 0,05), con la prueba no paramétrica del signo. Ho:
B < 0,20, el cual indica que no hay preferencia de presa, y Ha: > 0,20, el cual indica que hay preferencia.

2.3.3 Preferencia de la presa en Ceraeochrysa

Los instares larvales de las tres especies de Ceraeochrysa presentaron diferencias en el
consumo de ninfas de D.citri solo de las medianas y grandes (P < 0.001) (Tabla 3). En las
tres especies de Ceraeochrysa se registro que la larval dos, las tres especies consumieron
por igual las ninfas de todos los tamafios. En ambas especies de Ce. cincta y Ce. claveri el
tercer instar larval fue el mas voraz en las pruebas sin opcion de presa al ofrecerle ninfas
pequefias (consumo > 82%) y grandes (72%). En tanto que las larvas del primer y tercer
instar de Ce. valida consumieron practicamente el mismo nimero de ninfas pequefias (>
87%), medianas (> 65% ) y grandes (> 43%). Al comparar el consumo de presas de tamafio
similares dentro del mismo instar larval del depredador, se destaca que Ce. valida fue la
especie que presentd los consumos mas bajos de presas; incluso en presencia de presas

grandes la larva tres de Ce. valida depredd 50% menos que las otras especies.
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Cuadro 3. Consumo por tres especies de larvas de Ceraeochrysa sobre tres tamafios de

presas de Diaphorina citri en un periodo de 6 h.

Tamafio de presa  Larvas ninfas depredadas (Media * EE)

Ce. valida Ce. cincta Ce. claveri
L1 787+17aB 86.1 + 1.5 abA 79.3+1.8bB F=5.53 P<0.0097
Pequefio L2 81.5+0.8aA 85.2 + 1.6 abA 81.8 +2.1abA F=1.53 P>0.2340
(Ninfa L'y 11) L3 81.2+14aB 87.9% 0.9aA 88.2+ 0.4 aA F=14.78 P<0.000
L1 58.9 + 2.0 bcA 48.3+3.2deB 446+1.8dB F=8.99 P<0.0010
Mediano L2 55.7 + 1.0 cA 53.3+ 2.6 dA 55.8 + 2.4 cA F=0.42 P>0.6608
(Ninfalll y IV) L3 67.3+ 1.5bB 70.6 + 4.1cAB 78.4 + 1.6 bA F=4.41 P<0.0220
L1 425+ 2.8dA 40.2 +4.0eA 38.1+2.3dA F=0.49 P>0.6204
Grande L2 458+ 1.4dB 46.9 + 2.5 deAB 53.8+2.1cA F=4.30 P<0.0239
(Ninfa V) L3 39.0+27dB 73.8+ 2.3 bcA 76.0 + 1.5 bA F=83.23 P<0.000

F=80.63,P<0.0001

F=46.1, P<0.0001

F=90.7,P<0.0001

Valores dentro de la misma columna seguida por letras mintscula iguales no son significativamente diferentes
en el consumo de los diferentes tamafios de presa. Valores dentro de la misma fila seguidos por letras
mayuscula iguales no son significativamente diferentes entre especies; Tukey (¢=0,05).

2.3.4 Indice de preferencia de presa en Ceraeochrysa

En las pruebas de opcion de presa, el consumo de ninfas de D.citri por instar fue diferente
entre las especies de Ceraeochrysa (P < 0.001). Los diferentes instares larvales de las tres
especies del depredador presentaron una tendencia a depredar ninfas I y Il. El tercer instar
larval de todas las especies registro variaciones en el consumo de presas; por ejemplo, en Ce.
cincta presentd un indice de 0.21 en ninfa | y ninfa V, y la menor preferencia se registro en
ninfa 11 (0.17). En Ce. valida se determiné un indice de preferencia de 0.11 sobre la presa
menos preferida (ninfa 1V) y 0.34 en la mas preferida (ninfa 1); en cambio, Ce. claveri fue
de 0.15 sobre la presa menos preferida (ninfa 111 y V) y 0.34 en la més preferida (ninfa I).
Por otro lado, las variaciones en los indices de preferencia fueron mas marcadas en las larvas
del primer instar de las tres especies, en donde Ce. valida registré un indice de preferencia de
0.03, en comparacién con el valor triplicado de Ce. claveri (0.09), ambas en ninfas V

(Cuadro 4).
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Cuadro 4. Preferencia en el consumo de presa de acuerdo con el de indice de Manly’s (B)

para tres especies de Ceraeochrysa sobre los cinco instares ninfales de D.citri.

Larvas Ninfas indice de preferencia de Manly’s (Media * E.E)

Ce.valida Ce. cincta Ce. claveri

NI 0.37 £ 0.00* 0.34 £ 0.05* 0.47 £ 0.03*

NII 0.33+0.04* 0.31+0.04* 0.23+0.02*

L1 NIl 0.16 £ 0.04 0.21 +0.06* 0.19+0.03
NIV 0.11+0.02 0.10+0.04 0.09+0.04

NV 0.03+0.01 0.04 +0.02 0.09 £0.01

NI 0.33+£0.05* 0.35+0.05* 0.37 £ 0.02*

NII 0.29 + 0.05* 0.27 £ 0.03* 0.24 +0.02*

L2 NIl 0.19+0.04 0.17 +£0.05 0.16 £ 0.03
NIV 0.10+0.01 0.15+0.06 0.11+0.03

NV 0.07 £0.02 0.06 +0.01 0.09 £0.03

NI 0.34 £ 0.02* 0.21+0.01* 0.32 +0.08*

NII 0.25+0.06* 0.17 £0.02 0.20 + 0.03*

L3 NI 0.17+0.04 0.19+0.03 0.15+0.04
NIV 0.11+0.04 0.18 +0.03 0.15 +0.03

NV 0.14 £0.03 0.21 £0.01* 0.18 £0.04

Medias de los indices con asterisco denotan preferencia significativa (o= 0.05), con la prueba no paramétrica
del signo. Ho: B < 0.20, el cual indica que no hay preferencia de presa, y Ha: > 0.20, el cual indica que hay
preferencia.

2.4 DISCUSION

Las especies de Chrysoperla y Ceraeochrysa fueron capaces de alimentarse de todos los
tamafos de ninfas del PAC ofrecidos; sin embargo, ambos géneros presentaron diferencia
significativa en los niveles en depredacion de los instares ninfales de D. citri, aunque
mostraron una respuesta similar respecto a su preferencia hacia presas pequefias del PAC
(ninfas I y 11). El consumo de presas pequefias aument6 gradualmente conforme aumento el
tamafo del depredador, registrando que el tercer instar larval consumié mas de 70 ninfas en
las 6 h que dur6 el experimento, lo cual entra en los rangos indicados para otros crisdpidos,
donde también se menciona que este instar se alienta vorazmente (Principi y Canard 1984,
Cheny Lin 2001). C. externa fue la méas voraz en sus tres estados larvales; la preferencia por
ninfas pequefias del PAC, podria explicarse por la facilidad de su manipuleo, lo que reduce el
tiempo de consumo (Cortez et al. 2011, Milonas et al. 2011), y se relaciona con el nivel de

saciedad del depredador (Albuquerque et al. 2012). Los resultados del presente estudio son

22



similares a los encontrados en estudios de este depredador C. externa con ninfas de Cinara
pinivora (Wilson, 1919) y Cinara atlantica (Wilson 1919) (Hemiptera: Aphididae) (Cardoso
y Lazzari 2003). Otras especies como Chrysoperla carnea es considera muy voraz al
consumir el primer instar ninfal de Phenacoccus solenopsis Tinsley 1898 (Hemiptera:

Pseudococcidae) (Khan et al. 2012).

Por otro lado, las ninfas grandes (IV y V) del PAC resultaron menos preferidas por las larvas
del primero y segundo instar de cualquiera de las especies de crisopidos. En cambio, el tercer
instar presentd una distribucion mas uniforme en la seleccion de presas al ofrecerles todos
los estados de desarrollo del PAC; los resultados del presente estudio sefialaron que Ce.
cincta, Ce. claveri y C. comanche mostraron una tendencia en depredar ninfas grandes. Tal
vez estas especies prefieren estos tamafios de ninfas de D. citri porque podrian saciarse mas
rapidamente con un menor namero de especimenes (Albuquerque et al. 2012) y evitar asi
exponerse a enemigos naturales al reducir su tiempo de busqueda, manipuleo y consumo de
presas. De este grupo de especies, quizas las larvas de Ceraeochrysa (carga-basura)
prefirieron ninfas grandes porque podrian utilizar sus restos para completar los paquetes de
basura que integran el escudo o proteccidn que las caracteriza (Tauber et al., 2014). Otras
explicaciones sobre la selecciéon de tamafio de presa se relacionan con su morfologia (Dixon
2000) y la capacidad de depredacion para reconocer a la presa (Reddy 2002), la cual puede
estar mediada por los volatiles de la presa, la planta 0 ambos (Dixon 2000, Reddy 2002,
Mendel et al.2004). De acuerdo con Sherestha y Enkeggrd (2013) la preferencia de presa
puede atribuirse, en primer lugar, a que el depredador aminore su hambre, alimentandose de
manera indistinta para satisfacer esta necesidad inmediata, y posteriormente realizara una

seleccion por tamafios de la presa hasta alcanzar un cierto nivel de saciedad. La aceptacion
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de una presa no implica necesariamente que ésta es la mas adecuada para el depredador, y

pueda verse afectado en su desarrollo bioldgico (Lucas 1997).

En el presente estudio se observd que la larva del tercer instar de Ce. valida fue la que
consumié menor cantidad de ninfas grandes, incluso cerca de 50% menos que las otras
especies alimentadas con la misma dieta; sin embargo, trabajos en respuesta funcional
(Pacheco-Rueda et al. 2013, datos no publicados) demostraron que el tercer instar larval de
Ce. valida es tan voraz al depredar ninfas de D. citri como las demas especies de
Ceraeochrysa estudiadas, por lo que la diferencia pudo deberse a otros factores no medidos

en este estudio.

La capacidad de las especies evaluadas para alimentarse de todos los instares ninfales de D.
citri da una clara idea de su potencial para incluirlas en un programa de control biolégico del
PAC. Las especies C. externa, Ce. claveri y Ce. cincta demostraron mayor voracidad de
todos sus instares larvales, en donde su distribucion y diversidad de habitat en México es
superior que otros crisopidos (Valencia et al. 2006, Ramirez 2007). Aunque debe
considerarse que otras especies como C. rufilabris pudieran ser Utiles en condiciones
particulares de alta humedad, o en el caso de C. comanche utilizada en ambientes secos (Rice
el al. 2001). Por el contrario, Ce. valida, aungque se reporta con frecuencia en citricos, en el
presente estudio, presentd un tiempo de manipuleo superior al resto de las especies
estudiadas.

La presencia del PAC y su funcién como vector de uno de los patdgenos mas nocivos en la
citricultura del mundial, demanda contar con alternativas al uso intensivo de los insecticidas

utilizadas para su control (Yamamoto 2008). El uso de crisopidos en un programa de control
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biolgico de este insecto podria considerarse para complementar la accion de Tamarixia
radiata (Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae), ectoparasitoide de ninfas especifico,
utilizado en programas de control biolégico de D. citri en México, ya que esta avispa s6lo
parasita a los tres Ultimos instares ninfales del PAC (Sanchez et al. 2011). Lo anterior se
sugiere ya que, el presente estudio mostré que las larvas de crisopas fueron mas voraces
sobre los primeros instares del PAC, por lo que es posible un efecto sinérgico o al menos
una coexistencia entre estos dos grupos de enemigos naturales en el agroecosistema de
citricos. Para sustentar esto, es necesario evaluar estas especies bajo diferentes condiciones
agroecologicas asi como la interaccion de algunas de las especies de crisdpidos con el
parasitoide en programas de liberaciones intercaladas segun la disponibilidad del estado
ninfal de D. citri susceptible o efectuar en laboratorio o invernadero estudios de interferencia

entre ambos tipos de enemigos.
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CAPITULO III.
Respuesta funcional de tres especies de Chrysoperla y tres de Ceraeochrysa
(Neuroptera: Chrysopidae) al alimentarse de ninfas de Diaphorina citri

(Hemiptera: Liviidae)

3.1 INTRODUCCION

El psilido asiatico de los citricos (PAC), Diaphorina citri Kuwayama) es vector de la
bacteria Candidatus Liberibacter spp., causante de la enfermedad Huanglongbing (HLB)
(De Graca 1991, Halbert y Majunatha 2004). Esta enfermedad es la mas desbastadora
dentro de la citricultura mundial ya que se reporta la muerte de mas de 65 millones de
arboles en Asia, Sudafrica y Brasil (Gottwald 2010, Bassanezi et al. 2011, Bové 2012), y
hasta el momento se desconoce de medidas curativas efectivas para los arboles enfermos.
Varios autores sefialan que la relacién que se establece entre el agente patégeno y su vector
es sumamente compleja, la cual se debe entender para proponer mejores estrategias de
manejo, debido a que el PAC continua dispersandose en todo el mundo (Batool et al. 2007,
da Graca 2008, Garcia et al. 2013).

En Meéxico, la estrategia de manejo, al igual que en muchos paises citricolas, incluye la
liberacién del parasitoide Tamarixia radiata (Hymenoptera: Eulophidae) (SENASICA
2012), a pesar de que existe una diversidad de entomdfagos presentes en los cultivos de
citricos, entre los que sobresalen algunas especies de coccinélidos de los géneros
Cycloneda, Harmonia y Olla (Coleoptera: Coccinellidae) (Michaud y Olsen 2004) y de los
crisopidos Chrysoperla y Ceraeochrysa (Neuroptera: Chrysopidae) (Lépez-Arroyo et al.

2005, Cortez-Mondaca 2011). Estos ultimos podrian tener un potencial como agentes de
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control biol6gico de esta plaga ya que se tienen establecidas metodologias muy econdémicas
para su produccion masiva y se pueden adaptarse a las condiciones climéticas donde se
cultivan los citricos; sin embargo, se desconocen aspectos ecoldgicos y potenciales de cada
una de las especies al alimentarse del PAC que permitan elegir la o las especies con mayor
potencial para ser utilizadas como agentes de control bioldgico de la plaga. Uno de los
métodos que pueden ayudar a tomar esta decision es la respuesta funcional del depredador.
Este método es Util para determinar la capacidad de depredacion de un entoméfago (Dixon
2002) a través de un tiempo determinado (Gitonga et al.2002), donde el nimero de presas
consumidas determina su desarrollo, supervivencia y reproduccion (Fernandez-Arhex y
Corley 2004). Existen dos parametros que caracterizan a la respuesta funcional y que
determinan la forma de la curva de consumo; la tasa de busqueda (el tiempo que tarda el
depredador en localizar las diferentes densidades de presa) y el tiempo de manipuleo (el
tiempo que gasta un depredador en someter y consumir una determinada presa) (Begon et
al 1996, Papanikolaous et al. 2014). La forma de la curva, donde el entoméfago responde a
los cambios de densidad de su presa, depende de estos dos parametros (Trexler et al 1988,

Okuyama 2012).

Hasta el momento no se tienen estudios de como algunos crisépidos responden al ataque de
acuerdo a densidades de la presa como el psilido asiatico de los citricos. Por lo anterior, el
presente estudio se realizd con el objetivo evaluar la respuesta funcional de tres especies del
género Chrysoperla y tres de Ceraeochrysa al alimentarse de estados inmaduros de psilido

asiatico de los citricos.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Cria de insectos

Las ninfas de D. citri, se obtuvieron de una cria establecida en condiciones de invernadero
dentro de las instalaciones del Centro Nacional de Referencia de Control Biol6gico
(CNRCB), SENASICA, SAGARPA, ubicado en Tecoman, Colima, México sobre plantas
de Murraya paniculata (L) Jack libres de aplicacion de insecticidas. La cria de las crisopas
se desarrollé en el departamento de Entomodfagos del mismo CNRCB. Los adultos de las
crisopas se criaron en cilindros de PVC de 25 cm de alto y 12 cm de didmetro, siguiendo la
metodologia de Alexander et al. (2001), y utilizando una dieta artificial con base en la
formula de Hassan y Hagen (1978). Las larvas de los crisdpidos, se aislaron
individualmente dentro de rejillas de plastico (celdas de 1 cm?®) para evitar canibalismo, y
se le ofrecio una dieta de huevos congelados de Sitotroga cerealella (Oliver) provenientes
del laboratorio del CNRCB. Los experimentos se desarrollaron utilizando larvas del tercer
instar de las especies Chrysoperla externa (Hangen), Chrysoperla rufilabris (Burmeister),
Chrysoperla comanche (Banks), Ceraeochrysa cincta (Schneider), Ceraeochrysa valida
(Banks) y Ceraeochrysa claveri (Navas). Las condiciones generales para la cria de
crisopidos y el desarrollo del experimento se realizaron en una camara bioclimatica a

25+2°C con 60-70% de HR y un fotoperiodo de 6:8 (L: O)

3.2.2 Respuesta funcional: densidades de ninfas
La arena utilizada en los experimentos consistié en una caja Petri de plastico (4 cm de

didmetro) con tres perforaciones laterales (0.5 cm) y tela de organdin para ventilacion. En
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el interior de la caja Petri se introdujo un disco de papel filtro humedecido y encima un
disco (4 cm) de hoja de limon persa Citrus aurantifolia (Christm). Se establecieron siete
tratamientos, cada uno con 10 repeticiones, que consistieron en las siguientes densidades de
la presa; 8, 16, 32, 64, 128, 192 y 256 ninfas del tercero y cuarto instar (en proporcion
50%:50%); ademas se utilizé un grupo control en cada tratamiento, en los cuales se excluyo
a los crisdpodos para cuantificar la supervivencia de las ninfas del PAC en ausencia del
depredador. Las ninfas se colocaron sobre los discos foliares, y al terminar se introdujo en
cada arena experimental una larva de crisopa de 24 a 48 h de edad, y con previo ayuno de
6 h, para asegurar el mismo tiempo de exposicion con la presa. Las cajas Petri se
introdujeron aleatoriamente en una cdmara bioclimética durante 4 h (periodo establecido
con base a pruebas preliminares) y posteriormente se retiraron los depredadores para
contabilizar el nimero de presas, utilizando como criterio de consumo la presencia de
signos evidentes de depredacion o aquellos que no presentaban movilidad en respuesta a un
estimulo mecéanico, como fue el contacto de las cerdas de un pincel. Los experimentos se
realizaron en dos grupos, en el primero se evaluaron las especies de Chrysoperla y
posteriormente con las de Ceraeochrysa, las comparaciones estadisticas se realizaron

dependiendo del tipo de respuesta funcional que present6 cada especie.

3.2.3 Analisis de datos

El nimero de presas consumidas (Ne) respecto de la densidad inicial ofrecida (No) de cada
especie de crisopido, se analiz6 en dos fases siguiendo el procedimiento de Juliano (1993),
utilizando el paquete estadistico SAS version 9.0 (SAS Institute 2004). En la primera fase,

se determind el tipo de curva de respuesta de cada especie de crisopido mediante la
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regresion logistica sobre la proporcion de consumo (Ne/No) ajustdndose al modelo

logistico polinomial de la ecuacion 1:

Ne  exp (Po+ P1No+ P2N2o + P3N30) [1]
No 1 +exp(Po+ P1No+ P2N2o + P3N30)

Donde,

Ne= namero de presas consumidas, No= densidad inicial de presas, y Po, P1, P2, y P3 =
parametros estimados mediante la aplicacion de la regresion logistica (Proc logistic) en
SAS. De acuerdo con la metodologia de Juliano (1993) los signos positivos o negativos de
los estimadores de los coeficientes: lineal (P1), cuadratico (P2), y cubico (P3) de la
ecuacion 1, son usados para la identificacion del tipo de respuesta funcional. La
designacion para el tipo de respuesta ocurre en funcion de la significancia (P< 0.05) y el
valor del estimador (+ o -). Si el estimador del parametro lineal no es significativo, se
sugiere un modelo de respuesta funcional de tipo I. Si el signo del estimador es negativo y
significativo, se considera un modelo de tipo I, y si es positivo y significativo sugiere un
modelo de tipo I1I.

Con base en las determinaciones de tipo de curva se inicid la segunda fase del analisis para
obtener los estimadores de los pardmetros de la respuesta funcional, como el tiempo de
manipuleo (Th) y coeficiente de ataque (a). EI modelo que se ajusté con la ecuacion de
Thompson (1924) y que reflej6 una respuesta funcional de tipo I, explica que el consumo
de presas aumenta de forma lineal, en el tiempo de evaluacion, a una velocidad constante a

medida que aumenta la densidad de presa.
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Ne=No (1-exp-Na/No) [2]

Donde,

Ne= namero de presas consumidas, No= nimero de presas ofrecidas, y exp= la base del
logaritmo natural. En este caso, el parametro que se obtuvo con esta ecuacion fue el de
tiempo de buasqueda (b), por lo que no se puede comparar entre las demas especies que
resultaron de tipo 11, ya que en el modelo de respuesta funcional tipo | se carece de tiempo
de manipuleo (Th). Para la respuesta funcional de tipo Il se usé la ecuacion de Rogers

(1972), cominmente conocida como la ecuacion de depredadores al azar.

Ne=No (1-exp- a Tt+a Th Nay 3]

Donde,

Ne= numero de presas consumidas, No= nimero de presas ofrecidas, exp= la base del
logaritmo natural, a’= la constante de ataque, Tn = tiempo de manipuleo, y Tt= tiempo total
de exposicion depredador/presa. Posteriormente, la proporcion de consumo (Ne/No) del
namero de ninfas consumidas entre densidades del PAC y especies de crisopidos se evaluo
con un ANOVA usando el programa estadistico SAS version 9.0 (SAS Institute 2004). Por
otro lado, se realiz6 un ANOVA para comparar las medias de consumo entre especie y cada

densidad de presa, con una prueba de Tukey.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Respuesta funcional de Chrysoperla. rufilabris, C. comanche y Ce. valida

Las especies Chrysoperla. rufilabris, C. comanche y Ce. valida alimentadas con ninfas de
D. citri presentaron una respuesta tipo Il, con base al coeficiente lineal negativo y
significativo (p=0.001) (Cuadro 5). El coeficiente de ataque (a) en C. rufilabris, C.
comanche y Ce. valida fue 0.587, 0.374 y 0.221, respectivamente; el tiempo de manipuleo

(Th) fue de 0.012, 0.014 y 0.002 horas, respectivamente (Cuadro 6).

Cuadro 5. Analisis de la regresion logistica de la proporcion de ninfas del PAC

consumidas por C. rufilabris, C. comanche y Ce. valida (respuesta funcional tipo I1).

Parametros/especie Estimadores + EE df Valor C? P

C. rufilabris

intercepto 4.39+0.315 1 194.34 <0.0001
lineal -0.072+0.007 1 86.58 <0.0001
cuadrético 0.0004+0.00005 1 78.76 <0.0001
cuibico -1.05+1.18 1 79.08 <0.0001
C. comanche

intercepto 2.9340.224 1 170.34 <0.0001
lineal -0.043+0.005 1 56.45 <0.0001
cuadrético 0.0002+0.00004 1 35.12 <0.0001
cuibico -4.94+9.34 1 27.97 <0.0001
Ce. valida

intercepto 3.90+0.236 1 272.01 <0.0001
lineal -0.090+0.006 1 220.02 <0.0001
cuadrético 0.0006+0.00004 1 196.14 <0.0001
cubico -1.2749.57 1 177.21 <0.0001
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Cuadro 6. Coeficiente de ataque (a) y Tiempo de manipuleo (Th) de la respuesta funcional

tipo Il de C. rufilabris, C. comanche y Ce. valida a diferentes densidades de ninfas del

PAC.
Pardmetros Estimadores + EE Intervalos  Coeficiente Aproximado 95%
C. rufilabris
a 0.587+0.0625 0.4581 0.7074
Th 0.012+0.0014 0.0097 0.0156
C. comanche
a 0.374+0.0285 0.3180 0.4317
Th 0.0139+0.0014 0.0110 0.0168
Ce. valida
a 0.2216+0.0196 0.1825 0.2607
Th 0.0016+0.0027 0.0037 0.0070

La proporcion de consumo de ninfas del PAC por C. rufilabris y C. comanche fueron altas
(98 y 93 % respectivamente) y permanecieron constantes en las densidades 16 y 32,
posteriormente disminuyo hasta 0.8, en cambio Ce. valida presentd una proporcion de
consumo de 85 % a partir de la densidad 64 la proporcion fue constante (Figura 1). El
consumo de ninfas en cada densidad presento diferencias significativas entre C. rufilabris,
C. comanche y Ce. valida (P < 0.001), cuya depredacion aument6 gradualmente con el
aumento de la densidad de la presa por especie. Ce. valida consumio 43% y 52% menos
ninfas en las densidades 64 y 128, respectivamente, a diferencia de las dos restantes. Por
otro lado, Chrysoperla rufilabris fue el crisopido que consumié hasta 164 ninfas en una

densidad de 256 ninfas ofrecidas (Cuadro 7).
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Fig. 1. Respuesta funcional tipo Il de (a) C. rufilabris, (b) C. comanche, (c) Ce. valida.

Medias (£EE) de ninfas consumidas (i) y proporcion de presas consumidas (ii) del PAC.
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Cuadro 7. Comparacién entre C. rufilabris, C. comanche y Ce. valida cuando se les ofrece

diferentes densidades de la presa de ninfas del PAC.

Presas ofrecidas Presas consumidas (media +EE)
C.rufilabris C. comanche Ce. valida F df P

8 8+0.00 a 8+0.00 a 840.00 a 0.30 29 0.312
16 15.0+0.816 a 13.8+1.22 b 15.2+0.918 a 5.69 29 0.008
32 29.7+1.76 a 26.9+3.4b 26.0£2.00b 5.88 29 0.007
64 53.2+8.09 a 48.615.6 a 37.1+1.52b 20.7 29 0.0001
128 93.6+7.67 a 77.7+7.46 b 62.0+5.51 ¢ 51.59 29 0.0001
192 150.7+.15.42 a 117.2+7.92b 119.0+4.73 b 32.95 29 0.0001
256 164.7+7.3 a 138.2+11.9b 142.4+14.32 b 15.8 29 0.0001

Valores de la misma fila seguidas por la misma letra minUscula no difieren significativamente; Tukey (¢=0.05).

3.3.2 Respuesta funcional de C. externa, Ce. cincta y Ce. claveri

La respuesta funcional para C. externa, Ce. cincta y Ce. claveri depredando ninfas de D.
citri con base a los resultados del andlisis en la regresion logistica, fue de tipo I, donde el
coeficiente lineal fue positivo 0 negativo y no significativo (Cuadro 8). Aungue, Ce.
claveri tuvo una tendencia a una respuesta funcional de tipo Il por el coeficiente lineal
negativo y significativo, la ausencia de convergencia en el modelo de Rogers (1972)
justificé el uso del modelo de tipo 1. El coeficiente de ataque (b) en C. externa, Ce. cincta y
Ce. claveri fueron de 1.55, 1.73 y 1.70, respectivamente (Cuadro 9).

La tendencia que se observo en la curva de respuesta funcional en C. externa fue constante
en las densidades 32 y 64, enseguida decrecio progresivamente en la densidad 128 hasta la
densidad 256. Para Ce. cincta la proporcion de consumo fue constante en las densidades 32,
64, 128 y 192, hasta la Gltima densidad de 256 que bajé a 0.60 ninfas. Por ultimo, en Ce.
claveri se observo un declive en la proporcion de consumo en las primeras densidades de

presas y a partir de la densidad 32 mantuvo su proporcion de consumo (Figura 2).
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Cuadro 8. Andlisis de la regresion logistica de la proporcion de ninfas del PAC

consumidas por C. externa, Ce. cincta y Ce. claveri.

Parametros Estimadores + EE df Valor C? P

C. externa

intercepto 2.58+0.262 1 96.86 <0.0001
lineal 0.0020+0.006 1 0.09 0.7615
cuadréatico -0.0001+0.00004 1 6.41 0.011
clbico 3.11+1.06 1 8.60 0.0034
Ce. cincta

intercepto 1.86+0.202 1 85.29 <0.0001
lineal -0.010+0.005 1 3.192 0.0740
cuadréatico 0.00009+0.00004 1 4,52 0.0334
clbico -2.95+9.923 1 8.85 0.0029
Ce. claveri

intercepto 4.13+0.341 1 146.48 <0.0001
lineal -0.045+0.008 1 31.28 <0.0001
cuadrético 0.0002+0.00005 1 19.12 <0.0001
clbico -5.05+1.21 1 17.21 <0.0001

Cuadro 9. Coeficiente de ataque (a) de la respuesta funcional de C. externa, Ce. cincta y

Ce. claveri a diferentes densidades de ninfas del PAC.

Parametros Estimadores + EE Intervalos Coeficiente Aproximado 95%
C. externa

a 1.554+0.0260 1.5022 1.6059
Ce. cincta

a 1.73+0.0286 1.6741 1.7882
Ce. claveri

a 1.70+0.028 1.646 1.760

Las especies de

crisépidos de respuesta funcional tipo | presentaron diferencias

significativas en el consumo de cada densidad de ninfas y entre especies (P < 0.001). La

depredacion aumentd gradualmente con el aumento de la densidad de la presa por especie.

El depredador Ce. cincta consumié menos ninfas en densidades 16, 32 y 64 en comparacién
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de C. externa y Ce. claveri. En cambio en las densidades de 128, 192 y 256 Ce. cincta fue
la especie que consumid ligeramente méas que las otras dos, aunque no hubo diferencia

significativa entre esta especie con Ce. claveri. (Cuadro 10).

Cuadro 10. Comparacion de Medias (+DE) de ninfas del PAC depredadas por C. externa,

Ce. cinctay Ce. claveri cuando se les ofrece diferentes densidades de la presa.

Presas Presas consumidas (mediazEE)
ofrecidas C. externa Ce. cincta Ce. claveri F df P

8 8+0.00 a 8+0.00 a 8+0.00 a 0.30 29 0.312
16 15.1+0.99 a 13.7+1.82b 16.0+£0.00 a 9.35 29 0.0008
32 29.4+1.7 a 24.615.91b 28.4+1.42 ab 5.02 29 0.0140
64 59.3+3.07 a 52.5+5.3 b 59.1+1.19a 13.32 29 0.0001
128 102.1+£10.53 a 106.0t11.2a 100.1£10.4 a 0.78 29 0.469
192 123.5+16.51 b 149.6+£8.8 a 144.2+18.37 a 8.27 29 0.0016
256 135.748.9b 159.5+8.41a 158.4+9.44 a 22.49 29 0.001

Valores de la misma fila seguidas por la misma letra mintscula no difieren significativamente; Tukey (¢=0.05).
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3.4 DISCUSION

Las seis especies de crisopidos estudiadas respondieron al incremento de las densidades de
presas del psilido. Chrysoperla rufilabris, C. comanche y Ce. valida exhibieron una
respuesta funcional tipo II, donde el tiempo de manipuleo fue corto, y la curva de
depredacion alcanzo la asintota en altas densidades de presa, caracteristico para este tipo de
respuesta funcional (Begon et al. 1990, Papanikolaous et al. 2014). El coeficiente de ataque
(a) se prolongd en C. rufilabris y disminuyd en Ce. valida, los valores del tiempo de
manipuleo fueron mayores en C. comanche. En estudios anteriores se sefiala que C.
comanche prefiere consumir ninfas grandes (Pacheco-Rueda et al. 2012), por lo que podria
saciarse con menor numero de especimenes, y en consecuencia invierten mas tiempo
consumiendo, a diferencia de Ce. valida que disminuyd el tiempo de consumo, lo cual
significa que en Ce. valida existe menor capacidad de ataque y en contraste menor tiempo
en manipular a su presa. Tal vez el comportamiento de Ce. valida sea porque después de
haberse alimentado rapidamente, invierte tiempo para integrar los paquetes de basura en la
parte dorsal de su cuerpo para cubrirse y protegerse, caracteristica de las larvas carga-
basuras (Tauber et al., 2014). El consumo de presa por la larva de C. rufilabris fue mayor a
densidades de presa inferiores y altas, lo que indicaria que esta especies podria ser efectiva
tanto en densidades bajas y altas del PAC, en contraste con C. comanche y Ce. valida,
donde presentaron un consumo menor a densidades de presas inferiores, y altas a
densidades mayores, posiblemente sean mas efectivas a densidades altas de la presa, como

lo confirma Mushtaq y colaboradores (2010).
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Diferentes estudios indican que la respuesta funcional tipo 11 se ha determinado para varias
especies de crisopidos, tal como Chrysoperla carnea cuando es alimentada sobre huevos de
Phthorimaea operculella Zeller (Lepidoptera: Gelechiidae), donde registran un coeficiente
de ataque (a) de 1.03 y 0.89 para el primero y tercer instar larval, y un tiempo de manipuleo
(Th) de 0.016 y 0.009 respectivamente (Abd EI-Gawad et al. 2010). En esta misma especie
de crisopido, Khan y Zaki (2008) estudiaron la respuesta funcional sobre Aphis fabae
solanella (Hemiptera: Aphididae) quienes reportaron que el coeficiente de ataque (a) y de
manipuleo fueron de 0.54 y 2.17 respectivamente. En general, los resultados del presente
estudio coinciden con lo reportado por otros autores, quienes indican que la respuesta tipo
Il es la mas comun entre los depredadores y parasitoides (Begon et al.1999, Matadha et al.
2005, Ali et al. 2011).

Por otro lado, C. externa, Ce. cincta y Ce. claveri mostraron una respuesta funcional de
tipo I, ya que el consumo de ninfas de D. citri aumenté de forma lineal a medida que
incremento la densidad de la presa (Rocha y Redaelli 2004, Irvin et al. 2009), lo cual
implica que se presenta una mortalidad denso-independiente hasta el nivel de saciedad del
depredador, ya que éste consume un porcentaje fijo de la densidad de su presa (Badii et al.
2013).

El coeficiente de ataque (a) aumentd en Ce. cincta, seguida de Ce. claveri; en cambio C.
externa registré 18% menor ataque que las dos anteriores, es posible que C. cinta y Ce.
claveri tengan mayor encuentro con su presa y su consumo por el PAC sea mayor en
densidades de presas altas. Tal vez estas especies para llegar a su saciedad consuman mas
presas de lo ofrecido, es posible que hayan estado cerca de un limite de consumo; sin
embargo, el comportamiento y alimentacion, al igual que el tiempo de exposicion del

experimento dificultan una mejor interpretacion de los resultados. Es necesario, en futuros
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estudios, incrementar la densidad de presas y el tiempo de estudio para obtener informacion
que describa la depredacion en estas especies. Rocha y Redaelli (2004) sefialan que en el
trabajo de Nordlund y Morrison (1990) donde observaron que el tipo de respuesta
funcional para C. rufilabris al alimentarlas con larvas de Heliothis virescens (Lepidoptera:
Noctuidae), asi como de huevos y ninfas de Aphis gossypii (Hemiptera: Aphididae) la
respuesta funcional fue de tipo I, de acuerdo con Rocha y Redaelli este tipo | de respuesta
no deberia de ser aceptado, ya que cualquier depredador tiene un apetito limitado; tiene que
existir una densidad de presa la cual exceda la capacidad de consumo, que frecuentemente
es desapercibida en experimentos controlados, ya que metodologicamente se complica
ofrecer una densidad de presa muy alta; probablemente lo mismo ocurrié en el presente
estudio donde la evaluacion solo se desarrolld en cuatro horas. Aunque el consumo de
insectos es menor, el tipo Il fue verificado por Kabissa et al. (1996) en Chrysoperla externa
(Neuroptera: Chrysopidae) sobre huevos de Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae).

Parajulee y colaboradores (2006) sefialan que la efectividad de un depredador esta
directamente relacionada con el tipo de su respuesta funcional. Los depredadores presentan
una de las tres respuestas funcionales tipicas, pero la respuesta puede variar con la
fenologia del cultivo, la variedad del habitat, la edad de los depredadores y otros factores
como los bioticos y abioticos. Asi que en una respuesta funcional tipo I, el nimero de
presas consumidas aumenta linealmente a una velocidad constante hasta que permanece
constante a medida que aumenta la densidad de presas, por lo que es comun gue este tipo de
depredadores no tienen ningin cambio en el comportamiento de alimentacion con el

cambio de las poblaciones de presas.
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CAPITULO IV
Parédmetros poblacionales de tres especies de Chrysoperla y dos especies de

Ceraeochrysa (Neuroptera: Chrysopidae) sobre Diaphorina citri (Hemiptera: Liviidae)

4.1 INTRODUCCION

El problema fitosanitario de mayor importancia en los citricos es la enfermedad conocida
como Huanglongbing (HLB), la cual es producida por la bacteria Candidatus Liberibacter
spp. El vector de esta enfermedad es el psilido asiatico de los citricos (PAC), Diaphorina
citri. La asociacion entre el insecto vector y la enfermedad es muy compleja y continua
propagandose en el mundo (Da Graca 1991, Bové y Garnier 2002, Halbert y Majunatha
2004, Batool et al. 2007, Garcia et al. 2013). Uno de los enfoques para reducir la incidencia
de la enfermedad es el combate directo del psilido.

Para el control del PAC se han sugerido alternativas quimicas, culturales, genéticas y
biologicas; en estas Ultimas se han propuesto como candidatos para un programa de control
biolégico por aumento algunas especies de entomofagos de los géneros Chrysoperla y
Ceraeochrysa (Neuroptera: Chrysopidae) con base en su diversidad y abundancia en los
agroecosistemas citricolas (Lopez-Arroyo et al. 2005, Ramirez-Delgado 2007, Cortez-
Mondaca 2011). Estudios recientes han mostrado que estos depredadores tienen una alta
voracidad y capacidad depredadora sobre diferentes especies de crisdpidos (Pacheco-
Rueda, Capitulo 3 de este documento). A pesar de que estudios sobre parametros
biologicos de las crisopas en depredacion del PAC son escasos (Michaud y Olsen 2004),
por lo que estos estudios que conlleva a las tablas de vida son herramientas que contribuyan
a cuantificar, analizar e interpretar factores de mortalidad (Naranjo 2001), asi como a

estimar el potencial de crecimiento poblacional (Maia et al. 2000), informacion necesaria
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para poder detectar la o las especies con mayor potencial de control sobre el PAC.
Adicionalmente, los pardmetros de fecundidad y fertilidad ayudan a estimar la capacidad
potencial y real de las poblacién en relacion con la produccion de descendientes y con la
duracion bioldgica de los depredadores a evaluar (Huffaker y Rabb 1984). Unos de los
parametros poblacionales de mayor importancia es la tasa de incremento intrinseco (rm),
que permite calcular el aumento demogréafico en determinadas condiciones ambientales
(Southwood y Henderson 2000). Por lo anterior, el presente estudio se realiz6 con el
objetivo de identificar rasgos biologicos y reproductivos, y determinar los parametros
poblacionales, mediante tablas de vida y fertilidad, de tres especies del género Chrysoperla

y tres de Ceraeochrysa al ser alimentadas con el psilido asiatico de los citricos.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Depredador

La cria de los depredadores se realizd en el Departamento de Entomofagos del Centro
Nacional de Referencia de Control Biologico (CNRCB), SENASICA, SAGARPA, ubicado
en Tecoman, Colima, México. Las seis especies evaluadas fueron: Chrysoperla externa, C.
rufilabris, C. comanche, Ceraeochrysa cincta, Ce. valida y Ce. claveri. Para esta Ultima
especie solo se obtuvo el ciclo biolégico. Los adultos de las especies evaluadas se criaron
en cilindros de PVC de 25 cm de alto y 12 cm de didmetro, siguiendo la metodologia de
Alexander et al. (2001), y utilizando una dieta artificial con base en la férmula de Hassan y
Hagen (1978). Los adultos que se ocuparon en los experimentos fueron obtenidos de las

larvas previamente alimentadas con ninfas de Diaphorina citri desde el estado larval.
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4.2.1.1 Presa

Las ninfas de D.citri (PAC) que se utilizaron para alimentar a las larvas se obtuvieron de
una cria establecida desde 2009 en condiciones de invernadero dentro de las instalaciones
del CNRCB sobre plantas de Murraya paniculata (L.) Jack. (Sapindales: Rutaceae) sin
aplicaciones de insecticidas. EIl proceso de produccion de la plaga se describe en Sanchez-
Gonzéalez y Arredondo-Bernal (2011). Los experimentos se realizaron en una camara

bioclimatica a 25+2°C con 60-70% de HR y un fotoperiodo de16:8 (L: O).

4.2.2 Ciclo de vida

El experimento se inicié con una cohorte de 100 huevos de cada especie de crisopido de
menos de 24 horas de edad. La unidad experimental consistio en colocar un huevo dentro
de una cajas Petri de acrilico (4 cm de didmetro) con perforaciones laterales y cubierto con
tela organdi para su ventilacion. Al emerger las larvas del depredador, se alimentaron con
poco mas de 50 ninfas de D. citri por brote de M. paniculata ofrecido. Las observaciones y
la sustitucion de alimento se realizaron diariamente. La exuvia de cada instar larval se

utiliz6 como referencia para determinar la fase bioldgica de las larvas.

4.2.3 Anélisis de datos

En cada intervalo de edad se calculé el namero de insectos muertos (dx), tasa de mortalidad
(gx), tasa de sobrevivencia (IX) y esperanza de vida (ex) siguiendo la metodologia
propuesta por Bellows y Van Driesche (1999). El tiempo de desarrollo de cada especie se
comparé mediante un ANOVA. La longevidad de hembras y machos de cada especie se
compard con una prueba de t. Se realizé un andlisis de regresion lineal entre el porcentaje

de supervivencia y el tiempo (dias) (SAS 2009).
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4.2.4 Preoviposicion y fecundidad de Chrysoperla y Ceraeochrysa

Los parametros de preoviposicion y fecundidad se estimaron en tres especies de
Chrysoperla y dos de Ceraeochrysa. Se utilizaron individuos con un tiempo de emergencia
de <12 h, con los cuales se formaron 10 parejas por cada especie de crisépido estudiado,
estos se colocaron en vasos de unicel (10 cm de alto y 8 cm de ancho) con una tapa
perforada y cubierta con tela de organdi para su ventilacién. El recipiente de unicel se le
perford para tener un orificio lateral que se cubrié con algodén himedo y sirvi6 como
fuente de agua para los adultos, como alimento se utilizd una dieta artificial (Hassan y
Hagen 1978) que fue reemplazada cada tercer dia. Se realizaron observaciones diariamente,
registrando el periodo preoviposicion y oviposicion (dias), para determinar el namero de
huevos por hembras. En relacién a Ce. cincta, es una especie que requiere multiples
copulas (Lopez-Arroyo et al. 1999, Delgado 2007), por lo que se colocaron 3 machos por

cada hembra.

4.2.5 Analisis de datos

Los valores del tiempo de desarrollo de huevo a adulto de cada especie y los parametros de
tablas de vida, se analizaron con el programa Excel, de acuerdo con la metodologia descrita
por Bravo et al. (2000). Los datos del periodo de preoviposicién de cada especie fueron
sometidos a un ANOVA, para reducir la variabilidad de los datos la fecundidad se evaluo
con la suma semanal de huevos por hembra. Los valores de fecundidad diaria y
supervivencia de adultos se utiliz6 el programa Lifetable (Maia et al. 2000) en SAS (2000).
Los parametros poblacionales estimados fueron: fecundidad (mx), que se define como el
namero total de huevos que deposita una hembra; la tasa neta de reproduccion (Ro), que se

refiere al nimero de hembras que una hembra produce en una generacién; la tasa intrinseca
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de crecimiento (rm) definida como la capacidad de multiplicarse de una poblacién en el
lapso de una generacion, el tiempo de generacion (T), que es el tiempo promedio entre dos

generaciones sucesivas Y la tasa finita de reproduccion (A) (Rabinovich 1982).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Tiempo de desarrollo bioldgico de tres especies de Chrysoperla

El tiempo de desarrollo promedio de huevo a adulto entre las especies de Chrysoperla
evaluadas presentaron diferencia significativa (P > 0.001). En Chrysoperla rufilabris fue
de 28.4 dias con un rango de 23 a 35 dias, C. comanche de 26 dias con un rango de 20 a
31 dias, y C. externa fue de 27 dias con un rango de 18 a 36 dias; ésta Ultima registré mayor
supervivencia desde huevo a adulto (85%), donde la mayor mortalidad (dx) se present6 en
huevo (9%), seguido de la pupa (8%). Para C. comanche la supervivencia de huevo a adulto
fue de 79 %, y su mayor mortalidad (dx) se observo en la emergencia del adulto (11%). En
cambio, C. rufilabris fue la especie que registrd solo el 69% de supervivencia de huevo a

adulto y en el tercer instar larval la mortalidad (dx) fue 8%.

En las especies de Chrysoperla no existieron diferencias en el tiempo de desarrollo entre
hembras y machos; C. externa (t= 1.34; P=0.18), C. rufilabris (t= 0.34; P=0.72) y C.
comanche (t= 0.72; P=0.47) (Cuadro 11).

La longevidad promedio de adultos de C. rufilabris fue de 18.9 + 1.32 dias con un maximo

de 34 y un minimo de 5 dias, donde no hubo diferencias significativas entre sexo (t= 1.44;

p= 0.157). En C. externa se registrd un periodo de 26.0 + 2.43 dias con un maximo de 73 'y
un minimo de 3 dias, siendo las hembras méas longevas (33 dias) que los machos (18 dias)
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(t= 3.36; p= 0.002), en cambio en C. comanche la longevidad fue de 33.8 + 3.23 dias con
un maximo de 58 y un minimo de 2 dias. Las hembras vivieron en promedio 38 dias y el

macho 28 dias, no presentando diferencias estadisticas en ambos (t= 1.64; p= 0.113).

Cuadro 11. Rasgos bioldgicos de tres especies de Chrysoperla alimentado con ninfas de

D. citri alimentadas sobre ninfas de D. citri (n=100).

Especies Fase bioldgico  Tiempo de desarrollo (Media £ EE*)  t**  P***  |x dx 100gx (%)
Hembra Macho
(dias) (dia)

C. externa Huevo 3.9+0.10 4,21 +£0.08 100 9 9.0
Larva | 3.8 +0.11 3.42+0.12 91 4 4.0
Larva Il 3.2+0.1 3.47+£0.19 87 2 2.0
Larva Il 46 +0.2 3.66 £0.22 85 0 0
Pupa 10.2 +£0.25 10.0 £ 0.22 85 8 8.0
Huevo-Adulto 25.6 £0.42 26.4 +0.38 1.34 0.18

C. rufilabris  Huevo 3.97 £0.13 3.8+0.10 100 7 7.0
Larva | 40+0.2 42+0.2 93 6 6.5
Larva Il 3.7+0.2 3.9+0.2 87 5 5.7
Larva Il 5.7+0.34 5.0+ 0.26 82 8 9.8
Pupa 10.0+£0.3 10.4 £ 0.27 74 5 6.8
Huevo- Adulto 285+0.5 283+0.4 0.34 0.72

C.comanche Huevo 411+0.16 4,23+ 0.8 100 1 1.0
Larva | 35+0.1 3.4+0.12 99 2 2.0
Larva Il 3.2+0.2 3.47 £ 0192 97 2 2.0
Larva Il 40+0.2 3.66 £0.22 95 2 2.0
Pupa 10..0+0.2 10.1 £0.22 90 4 4.0
Huevo-Adulto 250 £0.8 24.8 + 0.85

0.72 0.47

*Error estandar, ** valores de t, ***

4.3.2 Tiempo de desarrollo biologico de tres especies de Ceraeochrysa

El tiempo de desarrollo de huevo a adulto difirid entre especies de Ceraeochrysa (P <
0.001). El depredador Ce. valida mostro el tiempo de desarrollo mas largo 35 dias (rango
de 24 a 43 dias), seguida de Ce. cincta con 33 dias (rango de 28 a 42 dias). En cambio,
Ce. claveri presentd el tiempo de desarrollo mas corto de las tres especies evaluadas (29. 5
dias con un rango de 29 a 34 dias). La supervivencia de huevo a adulto fue de 63% en Ce.

claveri, 71% en Ce. valida y Ce. cincta con el 66 %. La tasa de mortalidad (dx) mas alta
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fue en Ce. claveri en la fase de huevo (17%), seguido de larval uno (13%); mientras que en
Ce. valida la mayor mortalidad se present6 en larval dos (11%), y en Ce. cincta fue mayor
(10%) en ambos estados de huevo y larva uno. Los adultos de C. valida no presentaron
diferencia significativa entre el desarrollo biol6gico de ambos sexos (t= 2.93; P=0.10). Sin
embargo, para las dos especies restantes de Ceraeochysa no existio significancia entre el
tiempo de desarrollo y sexo (Cuadro 12).

La longevidad promedio de adultos de Ce. valida fue de 25.88 + 2.92 dias con un méximo
de 60 y un minimo de 11 dias. Las hembras fueron mas longevas (27.9 dias) que los
machos (23 dias) (t= 3.36; p=0.002). En Ce. cincta el periodo fue de 27.0 + 3.4 dias con un
méaximo de 68 dias y un minimo de 6 dias, y las hembra fueron méas longevas de 39.8 dias
que los machos (28 dias). En general, en ambas especies, las hembras fueron mas longevas
que los machos (t= 3.68; p= 0.001).

Cuadro 12. Rasgos biologicos de tres especies de Ceraeochrysa alimentadas sobre ninfas

de D. citri (n=100).

Especies Fase biologico ~ Tiempo de desarrollo (Media + EE*)  t** P *** Ix dx 100gx (%)
Hembra Macho
(dias) (dia)
Ce.valida Huevo 5.07£0.01 5.0+0.01 100 6 6.0
Larva | 4.6 £0.2 50+0.2 94 2 2.0
Larva ll 3.9+0.1 3902 92 11 12.0
Larva Il 6.8 0.5 6.8+04 81 3 3.0
Pupa 14.0+0.35 140+04 78 7 7.0
Huevo a Adulto 34.3+05 33.9£0.50 293 0.10
Huevo 4.12+0.15 42+08 100 17 17.0
Larva | 39+01 41+02 83 13 13.0
Ce. claveri Larva Il 2.73+0.14 2602 70 0 0
Larva Il 5.6+0.19 6.0+0.3 70 3 3.0
Pupa 13.0+0.2 13.0+£0.2 67 4 4.0
Huevo a Adulto 30.8 £0.18 31+0.1 045 0.65
Huevo 4.21+0.13 45+0.9 100 10 10.0
Larva | 45+0.18 4.0+0.15 90 10 10.0
Ce. cincta Larva Il 3.9+0.32 3.9+02 80 4 4.0
Larva Il 53+051 5.8+£0.43 79 7 7.0
Pupa 13.9+0.35 13.0+£0.18 72 6 6.0
Huevo a Adulto 329 +0.7 32.0£0.50
0.58 0.56

* Error estandar, ** valores de t, ***2 probabilidades
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4.3.3 Fecundidad de las especies de Chrysoperla

La fecundidad (mx) de C. externa fue de 208.7 + 6.70 huevos totales, que en promedio
equivale a 5.2 + 1.2 huevos/hembra/dia, con un registro maximo de 55 huevos diarios. En
cambio, C. rufilabris presentd una my de 151 + 8.3 huevos, y el promedio fue de 6.1 + 1.9
huevos/hembra/dia, con un maximo de 77 huevos. Mientras que en C. comanche la my fue
169.8 + 3.8 huevos con un promedio de 4.5 + 1.2 huevos/hembra/dia, con un maximo de 39
huevos. La fecundidad semanal fue similar entre especies, de Chrysoperla, con los valores
maés altos de fecundidad en la semana dos para C. comanche y C. rufilabris, aunque sin
diferencia significativa entre estas especies (Figura 3). Los parametros poblacionales en C.
externa registraron una tasa neta de reproduccion mas alta (R, = 96.3) que las dos especies
restantes de C. rufilabris (62.7) y C. comanche (76.38), no hubo diferencia significativa
entre estas especies (P= 0.250) (Cuadro 13).
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Fig.3 Fecundidad semanal de cinco especies de crisdpidos. Tratamientos dentro de la

misma semana y con letras iguales, no presentaron diferencias entre si (a= 0.05).
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Cuadro 13. Pardmetros poblacionales de tres especies de Chrysoperla y dos de

Ceraeochrysa

Especies Mx Ro Im T A
C. externa 208.7 96.38 a 0.111a 41.04 a 1.17a
C. rufilabris 151.0 62.6 a 0.125 a 32.88Db 1.13a
C. comanche 169.8 76.38 a 0.111a 37.94c 1.99a
Ce.valida 170.6 76.79 a 0.102 a 42.1c 1.10a
Ce. cincta 283.0 127.0 b 0.110 a 44.02 c 111a

(my) Fecundidad, (R,) tasa neta de reproduccion , (rm) tasa intrinseca de crecimiento, (T) tiempo generacional,
(M) tasa finita de crecimiento. Valores por columna y con la misma letra no difieren significativamente entre si
(P <0.05).

4.3.4 Fecundidad de especies de Ceraeochrysa

La fecundidad (myx) de Ce. valida fue de 171 + 8.31 huevos totales, con un promedio de
4.48 * 2.28 huevos por hembra por dia, con un maximo de 68 huevos. En relacion a Ce.
cincta presentd una fecundidad total de 283 + 9.50 huevos, con un promedio por dia por
hembra es de 6.77 £ 3.05 huevos, y un maximo de 70 huevos (Figura 3). La tasa neta de
reproduccion (Ro) entre Ceraeochrysas hubo diferencias significativas (P= 0.006); Ce.
valida de 71.23, en cambio Ce. cincta fue de 127, cabe destacar que en esta especie la

condicidn en la arena experimental la proporcion sexual fue de 1:3 (hembra: macho).
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4.4 DISCUSION

Todas las especies de Chrysoperla y Ceraeochrysa evaluadas mostraron capacidad para
desarrollarse y reproducirse cuando su estado larval es alimentado con en ninfas del psilido
asiatico de los citricos (PAC). El tiempo de desarrollo de huevo a adulto de las especies de
Ceraeochrysa (33 dias) en promedio fue seis dias mas largos respecto del periodo de las
especies de Chrysoperla (27 dias). Se asume que en general las especies de Ceraeochrysa
tienen un desarrollo biolégico de mayor duracién, como lo sefialan varios autores (Lopez -
Arroyo et al. 1999, Alexander et al. 2001, Ramirez-Delgado et al. 2007, Giffoni et al.
2007). Las larvas de crisdpidos son utilizadas en el control bioldgico de diversas plagas en
campos e invernaderos de diferentes regiones del mundo (Tauber et al. 2000, New 2001,
Huang y Enkergaardn 2010), y casi no se conoce su potencial en las plagas de importancia
economica del pais, ante estos es necesario determinar el potencial reproductivo de las
especies de crisdpidos como agente de control bioldgico para D. citri.

Los tiempos de desarrollo de C. comanche y Ce. claveri fueron los méas cortos (26 y 29
dias, respectivamente). Estudios anteriores sefialan que Ce. claveri demostré mayor
voracidad en todos sus instar larvales al depredar ninfas de D. citri (Pacheco-Rueda et al.
2012), y en consecuencia pudiera reducir su tiempo de desarrollo; sin embargo, la
supervivencia de huevo a adulto fue baja (63%).

Alexander et al. (2011) sefiala que Chrysoperla externa presentd un desarrollo biolégico
mas corto al compararlo con Ceraeochrysa cincta alimentados sobre huevos y ninfas de
Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae). En algunos casos los tiempo de

desarrollo se acortan o se prolongan mas dependiendo de la especie de presa; por ejemplo,
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Ce. cincta durd 27 dias con una dieta de Sitotroga cerealella (Olivier) (Lepidoptera:
Gelechidae) (Lopez-Arroyo et al. 1999).

La longevidad de todas las especies evaluadas fue en promedio 11 dias méas en hembras
respecto de los machos. Goncalves et al. (2003), sefialan que el tipo de alimentacién afecta
la duracion de longevidad en adultos y larvas de Chrysopidae. En este estudio,
posiblemente la larga longevidad de las hembras, se deba a que requieran mas
carbohidratos, para la produccién de huevos. Como lo indica Miller y Cave (1987) para
Micromus posticus (Hemerobiidae). Sin embargo, los machos presentan una longevidad
corta, es posible que durante el apareamiento inviertan mas energia y como consecuencia
mueran rapido que las hembras, en general los insectos de este sexo solo son para la
reproduccion.

Por otro lado, la fecundidad (my) de las hembras es fuertemente influenciada por la
alimentacion (Goncalves et al. 2003), las diferentes presas que son usadas para el desarrollo
de las larvas de crisopidos se ve reflejado en el periodo de oviposicion de los adulto. En el
presente estudio, la fecundidad (my) fue baja en C. rufilabris (151 h/h). Sin embargo, se
registré una alta oviposicion en el séptimo dia (335 h/h /d), y para Ce. valida fue en el dia
13 (225 h/h/d). En ambas especies; C. rufilabris y Ce. valida coinciden con los valores mas
altos en promedio de huevo por dia (6.1 y 4.4, respectivamente), aungque no existen
elementos suficientes en este estudio para considerar que estas especies alcancen su
méaximo potencial reproductivo, se considera que puedan ser Utiles en un pie de cria

masivo, ya que ambas presentan fecundidad alta en los primeros 13 dias de oviposicion.

Con base en los parametros poblacionales que permiten inferir el potencial reproductivo

de las especies evaluadas en este estudio, se encontrd que la poblacién de C. externa se
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multiplicaria 93.38 veces cada 41 dias, y con una tasa intrinseca de crecimiento (rm) de
0.11, lo que muestra que la poblacion puede incrementar 1.1% de unidad de tiempo a la
siguiente. En cabio, C. rufilabris fue la especie que presentd una reproduccion baja; es
decir, esta especie se multiplica (Ro) 62.68 veces cada 22 dias. En trabajos similares con
C. carnea, se observé que la Ro fue de 112 cuando se ocupa una dieta con B. tabasi
(Guautam et al. 2009).

En Ce. cincta se multiplicaria 127 veces cada 44 dias, cuando la proporcion sexual es 1:3,
la poblacién puede incrementar 1.1% de unidad de tiempo a la siguiente. Lopez-Arroyo y
colaboradores (1999) reportaron que la poblacién de C. smithi se multiplica 97.9 veces
cada 54.8 dias, por lo que la poblacion puede incrementarse 8.4% (rm). La especie con
parametro poblacionales bajos fue en C. cincta, esta se multiplica 32 veces cada 43.6 dias,
a pesar de que tuvo una alta tasa fecundidad, presentd un periodo bajo en la (mx). En
contraste, C. cubana tuvo una baja tasa de oviposicion pero persistio un prolongado periodo
de oviposicion.

Los resultados de la presente investigacion apoyan la propuesta de que las especies de
crisopidos evaluados pueden contribuir al control biolégico del PAC, sin embargo se

sugiere seguir evaluando a estas especies para su reproduccion masiva.
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