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RESUMEN

Bactericera cockerelli es una plaga de importancia en solanaceas y es vector de Candidatus
Liberibacter psyllaurus, agente causal de enfermedades en tomate y “zebra chip” en papa. Se ha
explorado el potencial para combatir a esta plaga mediante control bioldgico con el ectoparasitoide
Tamarixia triozae o el depredador zoofitéfago Dicyphus hesperus, pero no en combinacién. Con
el fin de generar informacion para el control biolégico de esta plaga con estos dos enemigos
naturales, se realizaron varios experimentos en condiciones de laboratorio. Primero se determind,
en experimentos de eleccion y no eleccion, si D. hesperus depredaba todos los estados de
desarrollo de B. cockerelli; posteriormente, se estudié si D. hesperus depredaba ninfas parasitadas
con diferente estado de desarrollo de T. triozae. Finalmente, se estudid la interaccion cuando
ambos enemigos naturales se liberaban simultdneamente contra B. cockerelli. D. hesperus prefirio
alimentarse de ninfas de segundo (66%) y tercer instar (63%), seguido por ninfas de cuarto instar
(44%); por otro lado, el huevo fue lo que menos depredd cuando tuvo eleccion (0.5%). En cuanto
a las ninfas parasitadas, D. hesperus prefirié depredar ninfas parasitadas con huevo de T. triozae
(37%), seguido de ninfas con larva (14%), y practicamente no depredo ninfas parasitadas con pupa.
Los niveles de parasitismo y depredacidn se redujeron ligeramente cuando se liberaron ambos
enemigos naturales al compararse con liberaciones individuales; no obstante, la mortalidad total
por el efecto combinado de ambos enemigos naturales resulté en una interaccion aditiva. En este
trabajo se discuten las implicaciones de este resultado en el uso combinado de T. triozae y D.

hesperus para el control bioldgico de B. cockerelli en agricultura protegida.
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ABSTRACT

Bactericera cockerelli is an important pest of solanaceous crops and a vector of the pathogen
Candidatus Liberibacter psyllaurous, that causes diseases in tomato and “zebra chip” in potato.
Efforts has been made for the biological control of this pest using the ectoparasitoid Tamarixia
triozae or the zoophytophagous bug Dicyphus hesperus, but never in combination. In order to
produce information for the biocontrol of this pest using both natural enemies we performed series
of experiments under laboratory conditions. Firstly, the ability of D. hesperus to predate different
developmental instars of B. cockerelli was tested; secondly, we studied if D. hesperus can predate
on parasitized-nymphs carrying different developmental stages of T. triozae. In both experiments,
D. hesperus was given the opportunity to choose or not amongst the different treatments (choice
and non-choice experiments). Finally, the interaction that can occur when both natural enemies
were released simultaneously in B. cockerelli populations was studied. Second (66%) and third
(63%) B. cockerelli instar nymphs were the most predated by D. hesperus, followed by the fourth
instar (44%), which was similar to the egg predation in the non-choice experiment, but almost no
eggs were predated when other instars were available in the choice experiment (0.5%). On both
choice experiments D. hesperus predated more B. cockerelli nymphs carrying eggs (37%),
followed by nymphs carrying larvae (14%), but almost no nymphs carrying pupae of the
ectoparasitoid was predated. Both, the parasitism and the predation levels were reduced when both
natural enemies were released together compared to when each was released alone; however, the
overall mortality by the combined effect of both natural enemies resulted in an additive interaction.
The implications of our results in the combined use of these two natural enemies for the biocontrol

of B. cockerelli in a protected agriculture system is discussed.
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1. INTRODUCCION

Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Triozidae) es nativa de Norteamérica (Sulc 1909), y se
considera una de las plagas que causan méas dafio a cultivos de solanéceas, especialmente papa
(Solanum tuberosum L.), tomate (Solanum lycopersicum L.) y chile (Capsicum annuum L.) en
Centroamérica, México y Estados Unidos de América (Munyaneza et al. 2007, 2009; Hansen et
al. 2008; Liefting et al. 2009; Butler y Trumble 2012a). Recientemente también se registré en
Nueva Zelanda como plaga invasora (Teulon et al. 2009; Workman y Whiteman 2009). B.
cockerelli ocasiona dafios directos al succionar la savia e inyectar toxinas a las plantas; no obstante,
su papel mas importante es como vector de Candidatus Liberibacter psyllaurous (=Ca. L.
solanacearum) agente causal de enfermedades en tomate (Garzén-Tiznado et al. 2009) y “Zebra
Chip” en papa (Hansen et al. 2008; Munyaneza et al. 2008; Liefting et al. 2009; Munyaneza et al.
2012), que resulta en pérdidas de al menos 33 millones de dolares por afio en Texas, EE.UU.
(Rosson 2009).

Debido a los riegos de B. cockerelli como vector de fitopatdgenos, el umbral de accion de ninfas
0 adultos en los cultivos es practicamente nulo (Goolsby et al. 2007; Buchman et al. 2011). Ante
esta situacion, los agricultores recurren a la aplicacion de insecticidas como estrategia principal
para controlar esta plaga y prevenir sus dafios. Por ejemplo, en algunas regiones de México se
realizan de 12 hasta 30 aplicaciones en cultivos de tomate y papa (Rubio-Covarrubias et al. 2006;
Vega-Gutiérrez et al. 2008), en EE.UU. se han realizado hasta nueve aplicaciones de insecticidas
en cultivos de papa (Guenthner et al. 2012). A pesar de que los insecticidas son la principal
herramienta para el combate de B. cockerelli, el uso exclusivo de esta estrategia no se considera
sostenible. Esta situacién ademas de incrementar los costos de produccidn también incrementa los
riesgos ambientales, la presion de seleccion para poblaciones con resistencia a esos productos y la
eliminacion de enemigos naturales (Butler y Trumble 2012b; Liu et al. 2012; Luna-Cruz et al.
2011, 2015). Por esta razon se considera que una de las estrategias que deberia incluir un programa
de manejo integrado de esta plaga es el uso de enemigos naturales (Butler y Trumble 2012a; Cerdn-
Gonzélez et al. 2014; Rojas et al. 2015; Calvo et al. 2016).

Existen varios enemigos naturales de B. cockerelli (Butler y Trumble 2012b), entre estos
Tamarixia triozae Burks (Hymenoptera: Eulophidae) sobresale por varios de sus atributos
biolégicos como ciclo de vida corto, alta capacidad reproductiva, y alimentacion sobre el huésped
(Ceron-Gonzélez et al. 2014; Rojas et al. 2015; Yang et al. 2015). Ademéas de niveles de



parasitismo de hasta 80% cuando no se aplican insecticidas (Bravo y Lépez 2007). A pesar de esos
atributos el sistema de produccion de T. triozae se considera costoso para liberar grandes
cantidades de este parasitoide (Calvo et al. 2016), y el parasitismo ocurre principalmente sobre
ninfas de cuarto instar de la plaga lo que no asegura la disminucién en el riesgo de transmision de
fitopatdgenos antes de su eliminacion en tomate (Rojas et al. 2015). Ademas de este parasitoide,
recientemente se estudia el potencial de un depredador generalista, Dicyphus hesperus Knight
(Hemiptera: Miridae), para incluirse en una propuesta de manejo integrado de plagas en agricultura
protegida que contribuya a atacar instares méas jovenes de B. cockerelli y otros insectos plaga como
moscas blancas (Calvo et al. 2016).

D. hesperus es nativo de Norteamérica (Cassis 1984) y en Canada se demostré6 que puede
contribuir al control de moscas blancas, &caros y trips en condiciones de invernadero (MacGregor
et al. 1999; Shipp y Wang 2006), aun asi sélo se usa en una area limitada en invernaderos en ese
pais. Por otro lado, esta especie de mirido también se puede alimentar de B. cockerelli (Gillespie
et al. 2001) y puede completar su ciclo en este psilido (Calvo et al. 2016). A pesar de que no se
conoce completamente la biologia de D. hesperus sobre B. cockerelli, recientemente se demostro
que este depredador puede emplearse en liberaciones inoculativas para desempefiarse como
controlador bioldgico de poblaciones de mosca blanca y psilidos en invernaderos experimentales
(Calvo et al. 2016). Este hallazgo hace pensar en la posibilidad de explorar el potencial de usar
mas de un enemigo natural para combatir a B. cockerelli en condiciones de agricultura protegida.
Utilizar méas de un enemigo natural para combatir a una plaga clave en particular puede resultar en
depredacion intragremial (Polis et al. 1989; Polis y Holt 1992), a pesar de ello, se ha reportado
incremento en los niveles de control cuando se compara con el uso de un solo enemigo natural
(Lucas y Alomar 2002; Herndndez-Moreno et al. 2012; Chailleux et al. 2013; Bao-Fundora et al.
2015).

Hasta el momento no se conoce ningln trabajo relacionado con la interaccion de D. hesperus y T.
triozae sobre B. cockerelli, enemigos naturales que posiblemente exploten de diferente manera a
los estados de desarrollo de la plaga. En ese contexto, los objetivos de este trabajo fueron los

siguientes.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
> Determinar si existe interferencia del depredador Dicyphus hesperus en la actividad

parasitica de Tamarixia triozae.

2.1.1 Objetivos especificos

» Determinar en condiciones de laboratorio si D. hesperus consume todos los estados de
desarrollo de B. cockerelli y si prefiere alguno de ellos.

» Evaluar la preferencia de D. hesperus sobre ninfas sin parasitar y parasitadas con diferente
estado de desarrollo de T. triozae.

» Conocer si ocurre depredacion intragremial entre T. triozae y D. hesperus en situaciones

donde se presenta una mezcla de los estados de desarrollo de la plaga.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Plantas de tomate

Se utilizaron plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) var. Floradade de 90-120 dias de edad.
Las plantas se cultivaron en macetas de 15 cm de didmetro por 14 cm de profundidad con sustrato
Growing mix® y tezontle en una proporcion de 1:2 (V/V). Para la fertilizacion se empled una
solucion nutritiva (Ultrasol® 1g/L) que se aplicé mediante un sistema de riego por goteo
automatizado. Las plantas se mantuvieron dentro de jaulas entomolodgicas (90 x 90 x 95 c¢cm)

cubiertas con organza y en condiciones de invernadero (21 £ 10°C, 70 = 10 HR).

3.2 Insectos

Bactericera cockerelli y Tamarixia triozae se obtuvieron de crias que se mantienen en el Colegio
de Postgraduados desde el 2010 de acuerdo con la metodologia descrita por Luna-Cruz et al.
(2015). Los adultos de B. cockerelli se introdujeron en jaulas entomologicas (90 x 90 x 95)
cubiertas con tela de organza donde se colocaron plantas de tomate. Los adultos de B. cockerelli
se mantuvieron en las plantas durante una semana, después los insectos fueron retirados y las
plantas infestadas se transfirieron a otras jaulas. Este trabajo se realiz6 de manera periddica para
tener todos los estados de desarrollo de B. cockerelli.

Para la cria de T. triozae se liberaron adultos del parasitoide en jaulas (90 x 90 x 95) con plantas
de tomate infestadas con ninfas de cuarto y quinto instar de B. cockerelli. Cuando las ninfas
estuvieron parasitadas con pupa se trasfirieron a jaulas (50 x 50 x 35 cm) hasta la emergencia de
los adultos. A los adultos se les proporciond miel dispuesta en finas lineas en las paredes de las
jaulas.

Todos los especimenes de Dicyphus hesperus fueron proporcionados por Koppert México, estos
se obtuvieron de una cria experimental que se mantiene desde el 2014 sobre plantas de tomate a
25+1°C, 70 £5 % HR, 8:16 (L: O), con suplemento de huevos de Ephestia kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae), obtenidos del producto comercial ENTOFOOD ® (Koppert Biological
Systems, Berkel en Rodenrijs, The Netherlands). En todos los ensayos se utilizaron hembras
adultas de D. hesperus de 5 a 9 dias de edad, y previo a su uso se mantuvieron en la planta de

tomate sin presa por 24 h.



3.3 Depredacion de Dicyphus hesperus sobre diferente estado de desarrollo de Bactericera
cockerelli

Las unidades experimentales para estos experimentos consistieron de cajas Petri de 4.5 cm de
didmetro con 3 orificios laterales (0.3 cm de didmetro cubiertos con organza) para permitir
ventilacion. En cada caja Petri se colocé un disco foliar de tomate sobre papel himedo y después
los insectos de acuerdo a los tratamientos que se describen en cada caso. Todas las unidades

experimentales se mantuvieron en cdmara de cria (25+1°C, 60£10% HR y 8:16 (L: O).

3.3.1 Experimentos sin eleccion y con eleccion

Para el experimento sin eleccion, cada unidad experimental tenia un disco foliar de tomate donde
se colocaba alguno de los siguientes tratamientos: a) 10 huevos de B. cockerelli, b) 10 ninfas de
segundo instar, c) 10 ninfas de tercer instar y d) 10 ninfas de cuarto instar. Después de introducir
los estados de desarrollo de la presa se introdujo una hembra de D. hesperus por 24 h, la variable
respuesta fue el nimero de huevos y/o ninfas de B. cockerelli consumidas por unidad, esto se
determind mediante observacion directa usando un microscopio estereoscopico. El tratamiento
testigo consistié en las mismas unidades experimentales conteniendo los diferentes estados de
desarrollo de B. cockerelli pero sin la inclusion de D. hesperus.

La metodologia del experimento con eleccion fue similar a la descrita anteriormente, la variante
fue que cada unidad experimental tenia todos los estados de desarrollo de B. cockerelli, estos
fueron 10 huevos de B. cockerelli, 10 ninfas de segundo instar, 10 ninfas de tercer instar y 10
ninfas de cuarto instar. El nGmero de huevos y/o ninfas consumidas se determind de la misma
manera descrita anteriormente. El tratamiento testigo fue la misma unidad experimental
conteniendo todos los estados de desarrollo de B. cockerelli pero sin el depredador. Ambos
experimentos se realizaron con un disefio completamente al azar con 10 repeticiones por
tratamiento, y todo el experimento se repitio en seis ocasiones diferentes.

Los datos de los experimentos con y sin eleccion y eleccion se analizaron por separado mediante
ANOVA, incorporando las repeticiones en tiempo dentro de la estructura de blogue. Con dicho
analisis se compard el numero de individuos depredados por D. hesperus en cada estado de
desarrollo de B. cockerelli (tratamientos). Los datos no fueron transformados ya que cumplian los
criterios requeridos para este andlisis. Todos los andlisis fueron realizados con el programa
GenStat v 8.0 (Payne et al. 2005).



3.4 Depredacion de Dicyphus hesperus sobre ninfas parasitadas por Tamarixia triozae

Para obtener ninfas de B. cockerelli parasitadas por T. triozae se siguio la metodologia propuesta
por Rojas et al. (2015) con algunas modificaciones; basicamente en un foliolo de tomate infestado
con 150 ninfas de cuarto instar de B. cockerelli se permitié ovipositar a un grupo de hembras de
T. triozae por 2 h, transcurrido este tiempo se retiraron los parasitoides y se revisaron las ninfas
parasitadas, las cuales se transfirieron a un nuevo foliolo de tomate. Este procedimiento se repitid
varias veces hasta obtener en un mismo dia ninfas parasitadas con huevo (2 h después de

parasitacion), con larva [4 dias después de parasitacion (ddp)] y con pupa (8 ddp) de T. triozae.

3.4.1 Experimentos sin eleccion y con eleccion

Para el experimento sin eleccion se utilizaron arenas experimentales similares a las descritas
anteriormente. En diferentes unidades experimentales se colocaron los tratamientos que
consistieron de 10 ninfas de B. cockerelli de cuarto instar parasitadas por T. triozae con alguno de
los siguientes estados de desarrollo a) huevo, b) larva madura (4 ddp) y c¢) pupa madura (8 ddp).
Después de introducir las ninfas parasitadas se introdujo en cada arena una hembra de D. hesperus
por 24 h. Cada tratamiento tuvo su testigo que consistiéo de 10 ninfas de cuarto instar de B.
cockerelli sin parasitar mas una hembra de D. hesperus. Posteriormente, las ninfas de B. cockerelli
se examinaron mediante un microscopio estereoscopico para determinar la depredaciéon de D.
hesperus sobre ninfas parasitadas y sin parasitar.

El experimento se realizd con un disefio completamente al azar donde todos los tratamientos se
repitieron en siete ocasiones diferentes con 8 a 10 repeticiones por cada ocasion. Los datos de este
experimento se analizaron mediante ANOVA, incorporando las repeticiones en tiempo y las
repeticiones dentro de cada ocasion dentro de la estructura de bloque del andlisis. Se compar6
primeramente el efecto de la depredacion sobre ninfas parasitadas y sin parasitar por D. hesperus;
posteriormente, considerando Unicamente las ninfas parasitadas, se compararon los niveles de
depredacion por D. hesperus en ninfas con diferentes edades del parasitoide (huevo, larva y pupa).
Los datos no fueron transformados ya que cumplian los criterios requeridos para este analisis.

En el experimento con eleccion cada unidad experimental estuvo formada por 30 ninfas de B.
cockerelli, 10 ninfas de cuarto instar parasitadas con larva madura de T. triozae, 10 ninfas
parasitadas con pupa madura de T. triozae y 10 ninfas sin parasitar (testigo). En este experimento

no se incluyo el tratamiento de ninfas parasitadas con huevo, debido a que en el experimento



anterior los niveles de depredacion fueron similares al testigo (ver seccion de resultados). El
experimento se realizd con un disefio completamente al azar. Todo el experimento se repitio en
seis ocasiones diferentes con 4 a 6 réplicas por ocasion. Debido a que los datos de depredacién no
cumplieron con los supuestos de normalidad para un ANOVA, estos se analizaron mediante
regresion logistica (asumiendo una distribucién binomial), incorporando las repeticiones en

tiempo y por ocasion dentro de la estructura de bloque del analisis.

3.5 Interaccion de D. hesperus y T. triozae en ninfas de B. cockerelli de diferentes edades

Las unidades experimentales fueron vasos de plastico transparente de 1 L a los cuales se les realizo
dos orificios, uno en el fondo y otro en la parte lateral (3 cm de diametro), que se cubrieron con
organza para facilitar la ventilacion. En cada vaso se introdujo un foliolo de tomate con 60 ninfas
de B. cockerelli (20 ninfas de segundo instar, 20 de tercer instar y 20 ninfas de cuarto instar). El
peciolo del foliolo se insertd en un vial con agua corriente para mantener su turgencia.

Para este experimento se utilizaron hembras de Tamarixia triozae de 7 a 15 dias de edad (con
experiencia en oviposicion) y hembras de Dicyphus hesperus de 5 a 9 dias. El parasitoide y el
depredador se mantuvieron en ayuno 24 h antes de su utilizacién en los experimentos. Ambos
agentes de control bioldgico se liberaron de manera simultanea dentro de la unidad experimental
y permanecieron alli 24 h. Posteriormente, las ninfas de B. cockerelli de las tres edades se
examinaron mediante un microscopio estereoscopico para determinar la causa de mortalidad, ya
fuese por parasitismo o depredacion. Simultdneamente, se establecieron otras dos unidades
experimentales donde cada enemigo natural se liberé de manera individual; la mortalidad se
registrd a las 24 h de la misma forma descrita anteriormente. Se incluy6 un tratamiento testigo el
cual Unicamente consistio en los foliolos con las ninfas pero sin la adicion de ningin enemigo
natural. El experimento se realizd con un disefio completamente al azar donde todos los
tratamientos tuvieron 30 repeticiones. EI nimero de ninfas muertas por cada causa (parasitismo o
depredacion) se analiz6 por separado usando regresion logistica. Al analizar el nimero de muertes
por cada causa, unicamente los datos de los tratamientos donde el agente de control bioldgico se
liberd se incluyeron en el analisis. Se compararon los efectos principales y su interaccion para los
tratamientos con un estructura factorial definida por: tratamiento, el cual tuvo dos niveles (donde
Unicamente se libero el agente de control bioldgico en cuestion y donde se liberaron los dos agentes

de control bioldgico), y edad de la ninfa, el cual tuvo tres niveles (ninfas de segundo, tercer y



cuarto instar). Los datos del tratamiento testigo no se incluyeron en el anélisis ya que no se registro
mortalidad alguna.

A pesar de que se tenia experiencia en diferenciar los dafios por alimentacion sobre el huésped que
ocasiona T. triozae, o los dafios por depredacion por D. hesperus, no fue posible identificar el dafio
de cada uno en las liberaciones simultaneas. Por esta razon Unicamente se contabilizo el total de
ninfas muertas por “depredacion™ incluyendo en este caso a los dos tipos de dafio (alimentacion

sobre el huésped por el parasitoide y depredacion por el mirido).

Adicionalmente se determiné el tipo de interaccion entre T. triozae y D. hesperus (sinergismo,
aditividad o antagonismo). La mortalidad esperada (Mg) se estim6 mediante la formula Me=Mr +
Mpn (1- Mti), donde Mt y Mpn son la proporcion de mortalidad esperada de T. triozae y D.
hesperus cuando son liberados individualmente. Posteriormente se realiz6 una prueba de X?
(X?=Mrt + ph- Mg)?/ME, donde M + pn es la mortalidad observada en la liberacion simultanea, la
X? calculada fue comparada con la X2 de tablas con 1 grado de libertad y P=0.05. Si el valor de la
X2 de tablas fue mayor que la X?calculada la interaccion se consideré como aditiva, de lo contrario,
se produjo una interaccion sinérgica o antagonista. Para determinar si se habian producido
interacciones antagonistas o sinérgicas se calculd la diferencia (D) entre M1t + Mpn Y MEg; si D
resultd en un valor positivo o0 negativo se considerd a la interaccion como sinérgica o antagonista,

respectivamente (McVay et al. 1977).



4. RESULTADOS

4.1 Depredacion de Dicyphus hesperus sobre diferente estado de desarrollo de Bactericera

cockerelli

4.1.1 Experimentos sin eleccién y con eleccién

En el experimento sin eleccion D. hesperus se aliment6 de todos los estado de desarrollo de B.
cockerelli. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en los niveles de depredacion al
comparar entre los diferentes estados de desarrollo depredados (F3, 177= 7.85, p< 0.001). Las ninfas
de segundo y tercer instar fueron mas depredadas en comparacion con las ninfas de cuarto instar
y huevos (Fig. 1).

En el experimento con eleccion la depredacion por parte de D. hesperus fue diferente entre los
estados de desarrollo de B. cockerelli (Fz, 177=67.31, p< 0.001). En general, los resultados
mostraron la misma tendencia, es decir prefirié ninfas de segundo y tercer instar en comparacion
con los huevos y ninfas de cuarto instar; ademas, el estado de huevo fue el menos preferido (Fig.
2).
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4.2 Depredacion de Dicyphus hesperus sobre ninfas parasitadas por Tamarixia triozae

4.2.1 Experimentos sin eleccion y con eleccion

En el experimento sin eleccion D. hesperus prefirié ninfas sin parasitar, comparada con ninfas
parasitadas con cualquier estado de desarrollo de T. triozae (F1, 170= 58.48, p= 0.001) (Fig. 3).
Cuando se compararon los niveles de depredacion Unicamente entre ninfas parasitadas con los
estados de desarrollo del parasitoide también se encontraron diferencias (F2, o= 29.55, p= 0.001).
Los méximos niveles de depredacién por D. hesperus ocurrieron en el tratamiento de ninfas
parasitadas con huevo del parasitoide, el cual fue similar al tratamiento control. D. hesperus
disminuyo la depredacién conforme aumento el tiempo de desarrollo del parasitoide, es decir se
alimenté menos de ninfas parasitadas con larva y pupa de T. triozae (Fig. 4).

En el experimento con eleccidn también se encontraron diferencias significativas en los niveles de
depredacion entre los tratamientos de ninfas sin parasitar y los tratamientos con ninfas parasitadas
(F1,82=113.23, p=0.001), D. hesperus prefirio ninfas sin parasitar (Fig. 5). Al comparar los niveles
de depredacion entre ninfas con larva o pupa del parasitoide, D. hesperus depredd ninfas
parasitadas con larva del parasitoide pero no ninfas con pupa del parasitoide (F1, 82 =35.32,
p=0.001) (Fig. 6).
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4.3 Interaccion de D. hesperus y T. triozae en ninfas de B. cockerelli de diferentes edades

El parasitismo de T. triozae, de manera individual, no difirié del parasitismo que ocurrié cuando

estuvieron presentes T. triozae y D. hesperus de manera simultanea (F1, 174= 4.02, p=0.047) (Fig.

7). No obstante, el parasitismo en ninfas de diferente instar de B. cockerelli presentd diferencias
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significativas (F2, 174= 126.31, p=0.001). T. triozae parasitdé aproximadamente 39% de ninfas de
cuarto instar del huésped y 10% de ninfas de tercer instar. No se detectd parasitismo sobre ninfas
de segundo instar. Estos niveles de parasitismo fueron similares a los encontrados en el tratamiento
donde el parasitoide fue liberado junto con el depredador (F», 174= 0.34, p=0.71) (Fig. 7).

Cuando se compard la alimentacion de T. triozae contra el tratamiento donde se liberaron ambos
agentes de control biologico hubo una diferencia significativa (F1, 174= 20.26, p < 0.001). EI mayor
numero de ninfas depredadas se encontrd en el tratamiento donde ambos agentes de control fueron
liberados (Fig. 8). Al comparar la alimentacion Unicamente del parasitoide en las ninfas de
diferente instar también se encontraron diferencias (Fz, 174= 17.83, p < 0.001). El mayor numero
de ninfas eliminadas por alimentacién de T. triozae se observd en ninfas del tercer instar seguidos
por ninfas del segundo instar y finalmente ninfas de cuarto instar (Fig. 8). Estos resultados fueron
similares a los obtenidos en el tratamiento donde se liberaron de manera simultanea T. triozae y
D. hesperus (F2, 174= 1.44, p=0.24) (Fig. 8).

Cuando se compararon las proporciones de ninfas muertas por depredacién de D. hesperus contra
el tratamiento donde se liberaron ambos agentes de control hubo una diferencia significativa (F,
174= 13.56, p < 0.001). Los mayores niveles de depredacion se observaron en el tratamiento donde
ambos agentes fueron liberados (Fig. 9). Las ninfas de tercer instar presentaron los mayores niveles
de depredacion, seguido por las ninfas de segundo instar y finalmente las de cuarto instar (Fz, 174=
10.49, p < 0.001) (Fig. 9). Esta misma tendencia se observo en el tratamiento donde ambos agentes
de control biolégico fueron liberados; sin embargo, los niveles de depredacion fueron similares a
los obtenidos en el tratamiento donde Gnicamente se liberd D. hesperus (F2, 174= 1.44, p=0.24) (Fig.
9). Considerando la mortalidad total de ninfas, el tipo de interaccion que se encontrd entre T.
triozae y D. hesperus fue aditiva (X% =0.017, p=0.05).
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5. DISCUSION

Tamarixia triozae se ha reportado como el enemigo natural mas importante contra Bactericera
cockerelli en México y EE.UU., y parasita principalmente ninfas de cuarto instar lo que puede
limitar su potencial de control sobre esta plaga (Ceron-Gonzalez et al. 2014; Rojas et al. 2015;
Yang et al. 2015). Por otro lado, antes de este trabajo sélo se conocia la biologia basica de Dicyphus
hesperus sobre B. cockerelli (Calvo et al. 2016), y no existian estudios detallados de su potencial
para depredar diferentes estados de desarrollo de B. cockerelli ni de la interaccion que podria
suceder si ambos enemigos naturales se encuentran en un nicho de recursos al mismo tiempo.

De manera general D. hesperus depreda todos los estados de desarrollo de B. cockerelli, esto indica
que puede obtener nutrientes de huevos y ninfas de cualquier instar de la presa. Sin embargo,
prefirié alimentarse de ninfas de segundo y tercer instar. Esta preferencia de D. hesperus podria
explicarse porque ese tamarfio de ninfas de la presa proporciona el balance de nutrientes necesarios
para el desarrollo de esta especie (Pike 1984); la preferencia en ciertos estados de desarrollo de
una presa en particular se ha relacionado con mejor calidad y cantidad de alimento en ciertos
coccinélidos depredadores (Omkar y Bind 2004). Otra posible razon de esa preferencia es que las
ninfas de cuarto y quinto instar de B. cockerelli presentan mas movilidad o capacidad de defensa,
comparadas con las ninfas de segundo y tercer instar, cuando D. hesperus se intenta alimentar de
ellas. Hajek y Dahlsten (1987) encontraron que el comportamiento de movilidad de los afidos
Euceraphis betulae (Koch) (Hemiptera: Aphididae) y Callipterinella calliptera (Hartig)
(Hemiptera: Aphididae) ocasionaba que fueran menos consumidos, mientras que Betulaphis
brevipilosa Borner (Hemiptera: Aphididae), que es sesil, fue mas propenso a ser depredado por
Adalia bipunctata (L.) (Coleoptera: Coccinellidae).

Con respecto al parasitoide, se corroboré que T. triozae prefiere parasitar ninfas de cuarto instar y
si no tiene opcion puede parasitar ninfas de tercer instar de B. cockerelli, como ya habia sido
sefialado por otros autores (Ceron-Gonzalez et al. 2014; Rojas et al. 2015; Yang et al. 2015). Al
mismo tiempo se demostré que no oviposita en ninfas de segundo instar; por el contrario, este
parasitoide prefiere alimentarse sobre ninfas de segundo y tercer instar del huésped, y sélo
limitadamente (11%) de ninfas de cuarto instar, como también lo sefialé Morales et al. (2013). Este
comportamiento de alimentacion sobre el huésped en T. triozae esta completamente acorde con lo

que se ha documentado al respecto en parasitoides sinovigenicos. Kidd y Jervis (1991) indicaron
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que los parasitoides sinovigenicos que necesitan alimentarse del huésped para obtener proteinas y
favorecer la ovogeénesis, tienden a explotar los recursos (huéspedes) de manera particular, y
prefieren alimentarse de los primeros instares y parasitar a los Gltimos porque se aseguran mejores
recursos para la progenie.

En las condiciones que se desarrollaron estos experimento D. hesperus depred6 ninfas de B.
cockerelli parasitadas por T. triozae. No obstante, el riesgo de depredacion intragremial dependid
del estado de desarrollo del parasitoide en las ninfas del psilido. Las ninfas parasitadas con huevos
de T. triozae fueron las méas vulnerables a la depredacion por D. hesperus y no hubo diferencia con
el control, mientras el estado de larva avanzada o pupa fueron menos depredadas. De hecho, la
depredacion de ninfas del psilido con pupas del parasitoide practicamente fue nula. Este
comportamiento de D. hesperus de no discriminar entre ninfas parasitadas con huevo de un
parasitoide de las no parasitadas, o de no depredar ninfas parasitadas con pupas, es similar a otros
reportes de presas y coccinélidos (Hoelmer at al. 1994; Hernandez-Moreno et al. 2012). Pero
también de miridos depredadores tales como Macrolophus caliginosus y Dicyphus tamaninii
Wagner; ambas especies rechazaron ninfas de Trialeurodes vaporariorum (Weswood) parasitadas
con pupa de Encarsia formosa Gahan (Hymenoptera: Aphelinidae) en condiciones de laboratorio
(Castarié et al. 2004). Esta discriminacion podria explicarse porque el depredador puede reconocer
estados avanzados de parasitacion de sus presas por la morfologia, o porque la cuticula de la ninfa
parasitada con pupa se endurece y dificulta la alimentacion del depredador que realiza digestion
extraoral (Hoelmer et al. 1994).

Existen ejemplos donde ocurre depredacién intragremial cuando se combina el uso de
depredadores con parasitoides, y en varios de ellos generalmente la actividad del parasitoide se ve
reducida por el depredador (Ferguson y Stiling 1996; Hoelmer et al. 1994; Snyder y lves 2001,
Meyling et al. 2004; McGregor y Gillespie 2005; Zang y Liu 2007). Aun asi, varios trabajos
sustentan que cuando se liberan dos o mas enemigos naturales, particularmente miridos
depredadores generalista y parasitoides, hay un mayor control sobre alguna plaga en particular
(Lucas y Alomar 2002; Chailleux et al. 2013; Bao-Fundora et al. 2015).

El comportamiento de cada uno de los enemigos naturales de B. cockerelli (el depredador D.
hesperus y el parasitoide T. triozae) fue contrastante. D. hesperus prefirié depredar ninfas del
psilido de tercer o segundo instar, y T. triozae prefirié alimentarse de tercer instar y parasitar ninfas

de cuarto instar del psilido. Ademas D. hesperus practicamente no depredd a ninfas parasitadas
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del psilido con pupas del parasitoide. Este comportamiento se reprodujo en la liberacion
simultanea de ambas especies de enemigos naturales sobre una mezcla de ninfas de diferente instar
del psilido sin parasitar. En esta condicion se incrementd la mortalidad de ninfas del segundo y
tercer instar del psilido, atribuidas a depredacion y alimentacion sobre el huésped, pero no se

disminuyo el nivel de parasitismo sobre el cuarto instar del psilido y la relacion result6 aditiva.
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6. CONCLUSION

En este trabajo se demostré que en una liberacion simultanea la relacion entre D. hesperus y T.
triozae fue de aditividad, lo que implica un potencial para aumentar el control de B. cockerelli
utilizando enemigos naturales. Sin embargo, aun se necesitan estudios en condiciones mas
cercanas a la produccion bajo invernadero, por medio de experimentos en condiciones de
semicampo (jaulas experimentales) e invernadero experimental, para responder si es posible
utilizar simultaneamente a estos dos enemigos naturales de B. cockerelli en una estrategia de

manejo integrado de esta plaga en agricultura protegida.
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