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ABSTRACT

A study was done at Adjuntas and Isabela with the purpose of identifying the parasitoid
species associated with the eggs mass of the sugarcane weevil. Four species of parasitoids
were found, three in the family Eulophidae and one the family Trichogrammatidae. The
eulophid species were Tetrastichus haitiensis, Aprostocetus gala and Horismenus
bennetti and Brachyufens osborni in the Trichogrammatidae. It was found that the
months with the higher incidence of parasites were June and July. Tetrastichus haitiensis
was selected for the study of host-parasitoid relation. The preference of this parasitoid for
the age and size of the eggs mass of the sugarcane weevil was determined. The parasitoid
wasps prefer 12 hours eggs, when compared with 24, 48 and 72 hours; for the size of the
eggs mass the parasitoid prefers 71-107 eggs per mass. Also the preference of the
sugarcane weevil for oviposition was studied in four hosts (yam, sweet potato, orange,

pigeon pea). The oviposition was higher in the yams and sweet potato |eaves.



RESUMEN

Se realiz6 un estudio en localidades de Adjuntas e Isabela para identificar las especies de
parasitoides asociados a las masas de huevos de la vaguita de la cafia. Se encontraron
cuatro especies de parasitoides, tres de la familia Eulophidae y una de la familia
Trichogrammatidae. Los euléfidos fueron Tetrastichus haitiensis, Aprostocetus gala y
Horismenus bennetti, mientras que € Tricogramatido fue Brachyufens osborni. Los
meses de mayor recoleccion de parasitoides fueron junio y julio. Se seleccion6é a T.
haitiensis para estudiar 1a relacion hospedero — parasitoide. Se determind la preferencia
de este parasitoide por laedad y € tamario de la masa de huevos de la vaguita de |la caia.
Laedad de 12 horas fue la preferida por la avispilla, comparada con las edades de 24, 48
y 72 horas; para € tamafio de la masa de huevos, la avispilla prefiere 71 — 107 huevos por
masa. También se investigd la preferencia de la vaguita por ovipositar en cuatro
hospederos (fiame, batata, china y gandul); encontrandose mayor oviposicion en las

plantas de fiame y batata.



DEDICATORIA

A mi esposa: Helen Rivera
A mis hijos: Daniel y Fernando



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo de investigacion se pudo realizar gracias a muchas personas nobles que me
ayudaron en todo momento. Deseo expresar mi gratitud a la Dra. Rosa Amelia Franqui
Rivera, presidenta de mi comité graduado y profesora, por toda su paciencia para
conmigo durante mi trabajo; al Dr. Silverio Medina Gaud, miembro del comité y maestro
y a Profesor Edwin Abreu Rodriguez, miembro del comité graduado. Obtiene de mi un
especial agradecimiento el personal del laboratorio de Control Biologico de la Estacion
Experimental Agricola en Rio Piedras, Flor Ortiz, Edna M. Pérez, Sheila Soler, Miguel
Angel Tirado, y Jesis Manuel Vega (Chito); sin su ayuda, mis trabajos de campo y
laboratorio hubiesen sido dificiles. Al Sr. Evelio Hernandez, de la Estaciéon Experimental
Agricola en Adjuntas por su ayuda en €l campo. A todo € personal del Departamento de
Proteccion de Cultivos en Rio Piedras y Mayagiiez por su apoyo para lograr mi meta. A
mis padres y hermanos gque nunca dudaron de mi capacidad para poder realizar y terminar
este trabgo. A Daniel, mi hijo, por todo & tiempo que compartimos durante mis horas de
trabgo en e laboratorio. A Helen, esposa, compafiera y amiga por su gran fuerza y

temple durante todos estos afios.

A todos Muchas Gracias.



TABLA DE CONTENIDO

LI StA 0B CUBIOS. ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneneeees vii
RS 2= 0 (Sl {00 = SRS viii

L. INErOAUCCION. .. .o e e e e e e e e e e e et eeeeeeea e eee e L

L. ODJELIVOS. .. e e e e e 3
[T, REVISION 08 LITErEIUIaL. ... ccveeeieeeiieeeeieree ettt e sb e 4
DistribDUCION QEOGIEFICA........eiveieeeiieieie et 5
Biologiade D. abbreviatus (L.).....cocuvieeinieeie et e e e e e e 6
DesCripCioN del dafi0..........ccereeirieieie e e 8
PractiCas de MBNEJ0.........cceeiiiiiiiieieieie ettt sre b e 9
. Material@Sy MELOUOS........coieieieieieee ettt st se e e aesresbenreas 17
Procedimientos gENEIaleS..........coii et e 17

ODJELIVOS. .. e e 18

V. RESUItAAOS Y DISCUSION.......eiuieiieiieieiesiesieste et ee et te et sne e e neesaesse e eneeeeseesne e 25
VL. CONCIUSION. ...t e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e eeeeeeeeaaaann 40
AV A L (< 10 - N O] 7o = TR 41

Vi



Lista de Cuadros

Cuadro 1. Especies de parasitoides recuperados de las masas de huevos de
Diaprepes abbreviatus en dos |ocalidades durantes | os afios 1999-2000......... 29

Cuadro 2. Por ciento de huevos de D. abbreviatus parasitados por T. haitiensisen las
localidades de Adjuntas e Isabela durante 1999 — 2000..............c.cvveeeen. 34

Cuadro 3. Por ciento de huevos parasitados en relacion con el tamafio de la masa de
huevosde Diaprepesabbreviatus.......... ..o 121 38

Cuadro 4 Por ciento de supervivenciade larvas de D. abbreviatus del primer estadio por

vii



ListadeFiguras

Figural. .Adulto de D. abbreviatus en unahojade Citrico...........cccovvvrvrieiienienieseninens 14
Figura2. Masade huevos de D. abbreviatus (L) en una hoja de Citrico...........ccccevenene. 15
Figura 3. Diferentes estadios larvales de D. abbreviatus en una hoja de citrico............16

Figura4. Huevos de D. abbreviatus de 12 horas utilizados en la prueba de preferencia a

laedad delamasade NUEVOS. .........c.viiieie e 23
Figura 5. Planta hospedera utilizada en |a prueba de preferencia de oviposicion de

D. @bhreviatus. .. .......ouveie 24
Figura6a. Numerode huevos de D. abbreviatus parasitados en Adjuntas, 1999..........29
Figura6b. Numero de huevos de D. abbreviatus colectados en Adjuntas, 1999......... 29
Figura7a. NUmero de huevos de D. abbreviatus parasitados en Adjuntas, 2000............ 30
Figura 7b. Numero de huevos de D. abbreviatus colectados en Adjuntas, 2000............30
Figura8a. Numero de huevos de D. abbreviatus parasitados en Isabela, 1999............... 31
Figura8b. Numero de huevos de D. abbreviatus colectados en Isabela, 1999..............31
Figura9a. Numero de huevos de D. abbreviatus parasitados en Isabela, 2000............ 32
Figura 9b. Numero de huevos de D. abbreviatus colectados en Isabela, 2000.............. 32

Figura 10a. Promedio de huevos parasitados por masa a diferentes edades (12, 24,
48, 72) NT10. .. e e e AL

Figura 10b. Porcentgje de parasitismo por masa a diferentes edades (12, 24, 48,72 h).

viii



Figura 11 Promedio de parasitoides adultos recuperados por masa de huevos a diferentes
edadesdelamasa(12,24,48, 72h) N=10......ccooeiiiiiiiiiiie e, 42

Figura 12. Relacion de larazdn sexual de los parasitoides recuperados de las masas
de huevos parasitados a diferentes edades (12, 24, 48, 72 h) n=10................. 43



. INTRODUCCION

Diaprepes abbreviatus L. (Coleoptera:Curculionidag), la vaquita de la cafia, esla
plaga més importante de cultivos tales como los citricos, la cafia de azlcar y otras
cosechas de importancia econdmica en areas tropicales y subtropicales de los Estados
Unidos (Simpson et al., 1996) y la cuenca del caribe (Woodruff, 1968; Jonesy Schroeder,
1984; Schroeder y Beavers, 1985). Los adultos de la vaquita se alimentan del follgje delas
plantas hospederas, mientras que las larvas son polifagas comedoras de raices (Hall,
1995).

El control quimico de la vaquita de la cafia adulta es solo parcialmente efectivo
(Bullock, 1971). Otra desventgjadel control quimico es que puede causar brotes de plagas
secundarias, ademés de ser detrimental para |los enemigos naturales. La preocupacion con
el desarrollo de resistencia a insecticidas, la posible interferencia con los enemigos
naturales y los problemas ambientales asociados a uso de insecticidas, tales como & adrin
y € diddrin, han llevado a la blusqueda de métodos de control aternos incluyendo €
control biolégico.

El interés por @ uso del control bioldgico de D. abbreviatus ha aumentado debido
al problemade laresistenciaalosinsecticidas. Parad control de D. abbreviatus hay varias
alternativas: € uso de nematodos entomofilicos (exitoso parcia en € control de lalarva),
la utilizacion de hongos como Bauveria bassiana y Metarhizium anisopliae para €
control de larvas de primer estadio (Quintelay McCoy, 1997) y la utilizacion de virus para
e control de la larva. Otra alternativa de control es e uso de enemigos naturales, tales

como las hormigas que se alimentan de larvas neonatas y los parasitoides de huevos.
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Segin Wolcott (1950), Woodruff (1968), Beavers (1982) y Armstrong (1987),
Tetrastichus haitiensis (Gahan) es € parasitoide més abundante y efectivo atacando masas
de huevos de D. abbreviatus en Puerto Rico. Este endoparasitoide primario del orden
Hymenoptera, familia Eulophidae, fue introducido por G.N.Wolcott desde Haiti en €
1928 (Tucker y Wolcott, 1935).

Las metas principaes de este proyecto fueron identificar las especies de
parasitoides presentes en las masas de huevos de D. abbreviatus en las localidades de
Adjuntas e Isabela, estudiar la dindmica poblaciona de las especies de parasitoides
presentes en las masas de huevos y estudiar la relacion hospedero-parasitoide de T.
haitiensis en las masas de huevos de D. abbreviatus. Dentro de la relacion hospedero-
parasitoide se estudio € efecto y € tamafio de la masa de huevos de D. abbreviatus y se

determind la preferencia de oviposicion de D. abbreviatus en cuatro plantas hospederas.



Lo

Il OBJETIVOS

Identificar los parasitoides de masas de huevos de Diaprepes abbreviatus en
localidades de Adjuntas e I sabela.

Estudiar la dinamica poblacional de las especies de parasitoides presentes en las
masas de huevos.

Estudiar la relacion hospedero—parasitoide de las especies de parasitoides
encontradas en las masas de huevos de Diaprepes abbreviatus.

Determinar la preferencia de oviposicion de Diaprepes abbreviatus en cuatro

plantas hospederas.



I11. REVISION DE LITERATURA

Diaprepes abbreviatus (L.) fue descrita por Linnaeus en € afio 1758 y colocada en
el género Curculio. Schoenherr (1823) describio € género Diaprepes y colocd en este
varias especies descritas en e género Curculio incluyendo a Curculio abbreviatus. La
misma especie fue descrita también por otros autores como diferentes especies en
diferentes afios. Segun O’ Brien y Wibmer (1982) € listado de sinbnimos incluye:

Curculio abbreviatus Linnaeus (1758)

Curculio festivus Fabricius (1792)

Curculio irregularis Panzer (1798)

Curculeones japonensis V oet (1806)

Curculio abbreviatus v. brevis Olivier (1790)

Curculio quadrilineatus Olivier (1807)

Curculio festivus Oliver (1807)

Diaprepes abbreviatus v. distinguendus Gyllenhal (1834)
Diaprepes vicinus Degjean (1834)

Diaprepes abbreviatus v. guadeloupensis Gyllenhall (1834)
Diaprepes guadel upensis Hustache (1929)

Chevrolat (1876) reporta por vez primera ala vaguita de la caia para Puerto Rico
bajo @ nombre de Diaprepes distinguendus Boheman. En Puerto Rico la especie ha sido
reportada bgjo los siguientes nombres:

Diaprepes distinguendus Boheman (Chevrolat, 1876)

Diaprepes comma Boheman (Chevrolat, 1876)



Prepodes doublieri Guerin (Stahl, 1882)

Exophthalmus spengleri Linnaeus (Leng & Mutchler, 1914)

Diaprepes spengleri Linnaeus (Jones, 1915)

D. spengleri abbreviatus Oliver (Pierce, 1915)

D. spengleri comma Boheman (Pierce, 1915)

D. spengleri spengleri Linnaeus (Pierce, 1915)

D. abbreviatus Linnaeus (Marshall, 1916)

D. abbreviata Linnaeus (Wolcott, 1948)
Distribucion geogr afica

Ladistribucion de la vaguita de la cafia de laaztcar en € Caribe incluye lasidas de

Barbados, Dominica, Guadalupe, Haiti, Martinique, Mona, Montserrat, Puerto Rico,
Espafiola, St. Lucia, St. Vicente y Vieques. La especie también habita en los Estados
Unidos de América (Florida y Texas), posiblemente también en € estado de California
porque se han interceptado plantas infectadas con Diaprepes abbreviatus (O’ Brien y
Wibmer, 1982), y (Godfrey et a., 2003). Las plantas asociadas a la vaquita han sido
identificadas por Simpson et a. (1996) como pertenecientes a unas 59 familias botanicas,
157 géneros y aproximadamente 270 especies. En Puerto Rico, la vaquitatiene al menos
79 especies de plantas hospederas pertenecientes a 70 géneros y 38 familias boténicas

(Martorell, 1976).



Biologia de Diaprepes abbreviatus (L .)
Adulto

El adulto de la vaquita de la cafia de azicar (Fig.1) es de habito gregario y
polifago. Los adultos varian en tamafio de 0.95-1.90cm (3/8 a 3/4 pulgada) de largo. Se
distinguen de otros curculiénidos por su color negro y sus elitros (alas duras) cubiertos
de escamas formando franjas de colores que varian de blanco, rojo-anaranjado y
amarillo. La coloracion de los elitros ha causado mucha confusion y fue utilizada por
Pierce (1915) para describir tres subespecies (Diaprepes spengleri abbreviatus, D.
spengleri comma y D. spengleri spengleri), pero estudios genéticos realizados por
Hantula et al.,(1987) demostraron que todas las variantes pertenecen a una sola especie.

Los adultos emergen de la pupa, que se encuentra en € suelo, cavan un tlnel y
llegan a la superficie. Entonces se alimentan de follgje nuevo durante cuatro a cinco
meses. Dependiendo de las condiciones ambientales y nutricionales, la hembra vive un
promedio de 147+17.1 dias y € macho 135+21.5 dias (Beavers, 1982). El sexo de los
adultos puede distinguirse examinando la parte ventral del Ultimo segmento abdominal.
En la hembra, los lados de este segmento son rectos y convergen en la punta a puntos
distintos, mientras que en e macho son bastantes curvos, llegando o convergiendo hacia

la punta redonda a un solo punto(Wolcott, 1936).



Huevo
La vaquita de |la cafa oviposita en hojas maduras (Fig. 2.), mayormente durante la
noche. La actividad de oviposicion comienza entre € tercero y séptimo dia después de
emerger. La hembra deposita los huevos en masas sencillas o dobles irregulares y los
cubre con una secrecién pegaj osa entre dos hojas maduras (Beaver, 1982). Cada masa de
huevos tiene 35-270 huevos. Durante su vida la hembra puede poner hasta 5,000 huevos.
El huevo es trandUcido de forma oblonga-ovalada y se torna blanco cremoso; su peso
promedio es de 0.00017 g y mide aproximadamente de 1.2 mm de largo y 0.4 mm de
ancho. El desarrollo embrionario dura de cinco a siete dias (Beavers, 1982).
Larva
Las larvas neonatas permanecen dos o tres dias en la hoja donde nacen, luego caen
al suelo y permanecen dli no més de 3 horas. S el suelo tiene condiciones favorables las
larvas penetran para alimentarse de las raices de la planta hospedera durante tres a cuatro
meses (Jones y Schroeder, 1983). La larva del ultimo estadio tiene un color blanco
cremoso y un tamafio promedio de 2.5 cm. (Fig 3) (Beavers, 1982). El nimero de
estadios larvales varia de seis a ocho. Seguin Wolcott (1933a,b) D. abbreviatus tiene una

digpausa larval.



Pupa

La pupa es de color marrén, con la forma del adulto y tarda unos 30 dias en
desarrollarse en adulto (Beavers, 1982).
Descripcion del dafio
Dafio del adulto

Lavaquita adulta se alimenta preferentemente de hojas nuevas y oviposita en hojas
maduras. Este dafio puede causar defoliacion en plantas pequefias 0 en etapa de
transplante, causando retardacion en e crecimiento y a veces la muerte. La vaquita
también causa dafio cuando ataca las flores y las frutas; estos dafios se han observados en
la floracion del mangd (Martorell, 1976), détiles (Jackson, 1963) y en las frutas de la pifia
(Inglés-Casanova, 1990).
Daio delalarva

La larva causa méas dafio que e adulto. Esta vive en € sudo aimentdndose de las
raices de las plantas hospederas. Como la larva estd bajo tierra, es dificil de detectar antes
de observarse € decaimiento de las partes aéreas de la planta. La larva también causa
dafios severos cuando barrenay penetra tubérculos como los de la batata, € fiame, layuca
y la yautia. Las larvas que caen a suelo comienzan aimentarse de raices adventicias.
Mientras se desarrollan se alimentan de raices lateradles y de laraiz pivotal, ocurriendo un
estrangulamiento de laraiz a comerse toda la corteza. Este dafio en los haces vasculares
en laraiz interviene con la habilidad para adquirir los nutrientes y agua necesarios para su
desarrollo, causando sintomas que pueden causar su muerte. Este tipo de dafio también

provee para que se desarrollen organismos oportunistas en las raices, como e hongo del
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género Phythophtora en plantas jovenes en viveros e invernaderos. El dafio ocasionado
por una larva en plantas para transplante o transplantadas puede matar la planta, mientras
gque la presencia de varias larvas puede causar decaimiento en plantas maduras o
establecidas (Beaversy Selhime, 1975).
Practicas de mango

Se han utilizado varias estrategias infructuosamente para controlar a D.
abbreviatus (Simpson y McCoy, 1996). Los problemas principales para € control de esta
plaga son las limitaciones ambientales sobre € nimero de aplicaciones de insecticidas por
ano, las restricciones de reentrada a los predios y la poca actividad residua de los
productos. El control ha dependido tradicionalmente del uso de insecticidas (Duncan y
McCoy, 1996).
Control quimico

En Puerto Rico, los insecticidas organoclorados aldrin, dieldrin, heptaclor y
clordano se utilizaron para controlar las larvas neonatas de D. abbreviatus antes de que
entraran a suelo (Mariotay Maldonado, 1959; Martorell, 1959, 1966; Martorell y Medina
Gaud, 1967). Oramas et al. (1990) realizaron pruebas con dos insecticidas-nematicidas
para € control de D. abbreviatus y de neméodos en € cultivo de fiame. Con la
introduccién de la vaguita de la cafia a Florida (Woodruff, 1964) se iniciaron practicas de
control quimico, que no fueron muy efectivas debido a la poca persistencia del insecticida
usado ya que tenian que realizarse varias aplicaciones para obtener un buen control
(Bullock, 1971). No se recomienda € uso de insecticidas foliares para e control del

adulto, debido a su posible interferencia con los enemigos naturales y a desarrollo de



10

resistencia por parte de insecto (Simpson y McCoy, 1996). El control de las larvas
mediante € uso de insecticidas es dificil porque muchos de los insecticidas que se
utilizaban han perdido su registro debido a potencia de contaminacion de las aguas
subterraneas y no se han aprobado insecticidas nuevos (Duncan y McCoy, 1996).
Imidacloprid se usa para controlar las larvas neonatas pero su efectividad es bgja.
Control cultural

El recogido a mano fue uno de los primeros métodos de control manual usados
contra la vaquita de la cafia (Martorell, 1941). En Puerto Rico y en Florida se realizaron
trabgos de comportamiento de la vaguita de la cafia para buscar nuevas alternativas para
controlar esta plaga. Beavers et a., (1979) realiz6 un estudio con trampas de luz pero no
las recomiendan porque son ineficaces para la captura de los adultos. Schroeder (1981)
determind que D. abbreviatus deposita en la planta hospedera una feromona que atrae
solamente vaquitas del sexo opuesto y usd trampas pegajosas para demostrar la atraccion
de los adultos a la planta. Schroeder y Beavers (1985) investigaron la presencia de
feromonas que influyen e comportamiento reproductivo de la vaquita de la cafa de
azlcar. Abreu-Rodriguez y Pérez-Escolar (1982) estudiaron en Puerto Rico la preferencia
de oviposicion utilizando diferentes follgjes de plantas ornamentales y lo compararon con
papel de cera, resultando este Ultimo mejor para la oviposicién. También se han readlizado
estudios con aplicaciones de kaolinita sobre € follge, donde la solucion de agua con
kaolinita se adhiere ala hojay a adulto se le dificulta ovipositar (Lapointe, 2000). Para €

control del adulto y lalarva se utilizan larotacion de cultivos y los cultivos trampas.
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Control bioldgico

Los agentes de control biolégico tienen varias ventgjas porque por |o genera son
pequefios, tienen € ciclo de vida corto, tienen un ato potencial reproductivo, y sus
poblaciones se mantienen a si mismas. Ademés, |as plagas no desarrollan resistencia a sus
enemigos naturales (Bower, 1991). Los agentes bioldgicos no dgjan quimicos peligrosos
en los productos, son inocuos a los seres humanos y pueden aplicarse con suma facilidad
(Bower, 1991). Los primeros estudios que demostraron la existencia de control biolégico
de la vaguita de la cafa de azUcar por enemigos naturales en Puerto Rico fueron los de
Wetmore (1916) y Danforth (1926), quienes informaron aves depredadoras de |os adultos
de la vagquita. Wolcott (1924) inform6 depredacion por € lagartijo Anolis cristatellus
(Cook) y Dexter (1932) por e sapo concho, Bufo marinus (L.). Chrysopa collaris
(Schneider) (Neuroptera: Chrysopidae) se ha reportado como depredador de los huevos
de lavaquita (Wolcott, 1950).

Desde mediados de la década de los ochenta se han evaluado métodos de control
bioldgico para de D. abbreviatus. En Puerto Rico, €l uso de nemétodos entomopatdgenos
para e control de las larvas ha tenido buenos resultados en pruebas de laboratorio e
invernadero (Roméan y Beavers, 1982; Roman y Figueroa, 1985y Figueroay Roméan 1990
a,b). Castro (1986) estudio las hormigas que se alimentan de las larvas de D. abbreviatus
en Isabela, encontrando siete especies de hormigas depredadoras. Richman et al.(1986)
encontraron dos especies de hormigas que se dimentan de larvas neonatas en la superficie

del suelo en Isabela, Adjuntas y en € estado de Florida en los Estados Unidos.
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El uso de parasitoides de las masas de huevos es un método adicional de control
biolégico. En Puerto Rico hay cuatro especies de avispillas informadas como parasitoides
de masas de huevos de D. abbreviatus (Schauff, 1987). Segin Wolcott (1950) y
Woodruff (1968), Tetrastichus haitiensis (Gahan) es la especie méas abundante y efectiva.
Armstrong (1987) realizd un catastro de masas de huevos en € area del noroeste de
Puerto Ricoy encontré a T. haitiensis parasitando dichas masas.

Tetrastichus haitiensis fue introducida a Puerto Rico desde Haiti en 1928 (Tucker
y Wolcott, 1935). Este es un endoparasitoide primario del orden Hymenoptera y a la
familia Eulophidae. Las especies de esta familia poseen tarsos con 4 segmentos, aas con
vena margind larga, sin hileras de flecos de setas, la vena submarginal tiene una sola seta
(raramente dos), y las axilas se extienden anteriormente més ala de las tégulas. T.
haitiensis es de color marrdn oscuro, mientras que las patas y la base del metasoma
amarillos (Schauff, 1987). Las avispillas hembras de T. haitiensis localizan la masa de
huevos, introducen €l ovipositor a través de la hoja y parasitan la masa (Wolcott, 1950;
Woodruff, 1968; Armstrong, 1987). El huevo parasitado cambia de color amarilloso a
marrén y luego negro. En 14-18 dias emergen los adultos, saliendo a través de huecos en
la hoja hechos por las avispillas (Beavers et a., 1980) y (Sutton et a., 1972). El
parasitismo de T. haitiensis en e campo puede alcanzar un 90 % en Puerto Rico (Wolcott,
1950) y en la Florida (Woodruff, 1968). El por ciento de parasitismo en € laboratorio
varia de 30 % a 73 %, con una temperatura de 26 £ 1°C y sin controlar la humedad

relativa (Beavers et a., 1980).
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Se conoce poco sobre la biologia y la dindmica poblacional de los parasitoides de
huevos de D. abbreviatus. Generalmente, la aceptacion del hospedero por los
himendpteros parasitos estd muy influenciada por laidoneidad y la calidad del hospedero.
Entre los factores mas importantes que afectan la relacion hospedero-parasitoide estén la
edad y e tamafo de la masa de huevos. El entendimiento de las interacciones hospedero-
parasitoide y su papel funciona en € parasitismo son consideraciones importantes cuando
se utilizan parasitoides como agentes de control biolégico. Controlar la vaquita de la cafia
continua siendo un problema para los agricultores a pesar de los estudios realizados.
Poder controlar la vaguita en la etapa de huevo, es un beneficio econdmico para €

agricultor.
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Figura 1. Adulto de D. abbreviatus en una hoja de citrico.
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Figura 2. Masa de huevos de D. abbreviatus en una hoja de citrico.



Figura 3. Estadios larvales de D. abbreviatus

16
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IV.MATERIALESY METODOS

Procedimientos gener ales
Manejo general delosinsectos

Crianza de adultos de D. abbreviatus

Para establecer la colonia de D. abbreviatus, se colectaron adultos en siembras de
chinavar. valencia en Isabelay Adjuntas. Los insectos se colectaron usando un embudo de
metal de 30 cm de diametro a cudl se le colocd un envase pléastico de 26 cm de diametro
con una profundidad de 28 cm. Los insectos se identificaron con fecha, lugar de colectay
se transportaron al laboratorio de control biologico de la Estacion Experimental Agricola
de Rio Piedras. Los insectos se colocaron en jaulas de 30 x 70 x 35 cm con los lados y
superficie de malla de duminio y la parte inferior de madera. Las jaulas se colocaron en un
cuarto de crianza con una temperatura promedio de 25+1°C, 60 % HR y un fotoperiodo
de 14 luz: 10 oscuridad. Para la alimentacion se usaron tallos con hojas nuevas de china
colocados en frascos de cristal de 6 cm x 8 cm con agua. Se suministré agua 'y humedad
colocando en cada jaula dos envases con una esponja humedecida. En la parte posterior de
cada jaula se colocaron colgando doce tiras de papel encerado como superficie de
oviposicion. La colonia se establecid para obtener masas de huevos para las pruebas de

preferencia de los parasitoides por € tamafio y la edad de las masas de huevos.
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Crianza delos parasitoides

Para iniciar la crianza de parasitoides, se recogieron masas de huevos de D.
abbreviatus en € follge de hojas maduras en siembras de chinas en Isabela'y Adjuntas.
Las masas de huevos se depositaron en bolsas plésticas de 6cm x 15cm identificadas con
fecha y lugar de colecta. Luego se transportaron en una nevera de playa con hielo seco
hasta € laboratorio de control biolégico de Rio Piedras. Las hojas con masas de huevos se
colocaron en placas petri plasticas, de nueve 9 cm de diametro con un papel de filtro
(Whatman No.1). Las placas se colocaron en una incubadora a una temperatura promedio
de 26 + 1°C, 60 % HR y en total oscuridad. Las masas de huevos se observaron
diariamente para detectar la salida de los parasitoides, que entonces se identificaron y se
Separaron por especies. Los parasitoides adultos se transfirieron a frascos de cristal de 8
cm x 16 cm con tapasy telalumita en el centro de latapa. Los parasitoides se alimentaron
de un agodén impregnado con agua y miel en una solucién 50:50. Se afiadieron
diariamente masas de huevos obtenidas de la colonia para aumentar € numero de
parasitoides. El proposito de esta crianza fue obtener los parasitoides necesarios para

estudiar la relacion hospedero-parasitoide (objetivo 3).
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Objetivo 1. Identificar las especies de parasitoides presentes en las masas de huevos
de D. abbreviatus en las localidades de Adjuntas e | sabela.

Catastro de par asitoides

Se hicieron 27 muestreos en las Estaciones Experimentales Agricolas de Isabelay
Adjuntas. La Estacon Experimental Agricola de Isabela estd localizada a noroeste de
Puerto Rico y la Estacion Experimental Agricola de Adjuntas esta localizada en €l centro
oeste de Puerto Rico. En € predio experimental se hicieron muestreos en 20 &rboles de C.
sinensis (L.) Osbeck y se colectaron las masas de huevos que se encontraron en las hojas
maduras. El procedimiento de colectay mango de huevos se llevé a cabo seglin descrito
anteriormente en la parte de la crianza de los parasitoides. En €l laboratorio se conto €
nimero de huevos en lamasay d nimero huevos parasitados. Los parasitoides emergidos
se preservaron en 70 % alcohol etilico y se enviaron para identificacion a Dr. Ru Nguyen
del Florida Department of Agriculture and Consumer Service. Los especimenes
identificados se depositaron en e Museo de Entomologia y Biodiversidad Tropica de la
Estacion Experimental Agricola de Rio Piedras, a cada especie identificada se le dio un

nimero de coleccion bajo lasiglade PR. Acc. No.
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Objetivo 2. Estudiar la dindmica poblacional de las especies de parasitoides
presentes en masas de huevos de D. abbreviatus en Adjuntas e | sabela.

Catastro de las masas de huevos de D. abbreviatus

Se redliz6 un catastro de las masas de huevos para determinar en qué periodo del
afno se encuentran mas huevos parasitados. Se realizaron muestreos en las Estaciones
Experimentales Agricolas de Adjuntas e Isabela. En € predio experimental se realizaron
muestreos en 20 arboles de C. sinensis(L.). El procedimiento de colectay mangjo sellevd

a cabo seguin descrito anteriormente en la parte de crianza de | os parasitoides.

Objetivo 3. Estudiar la relacion hospedero-parasitoide de las especies de
par asitoides de la masa de huevos de Diaprepes abbreviatus.

Efecto de la edad de |la masa de huevos de D abbreviatus en € parasitismo de T.

haitiensis.

Para determinar |a preferencia por la edad de las masas de huevos, se expusieron
hembras de T. haitiensis a masas de huevos de diferentes edades; (12 h, 24 h, 48 h, 72 h)
(Fig.4). Cada hembra se colocé con un macho en una placa petri de 9 cm de didmetro
durante 24 h. Luego de dicho periodo, las hembras se transfirieron a placas individuales
conteniendo una masa de huevos de |os tratamientos indicados anteriormente. Se hicieron
10 réplicas por cada edad de la masa de huevos. El nUmero de huevos por masa vario
dentro de cada tratamiento para no alterar las masas de huevos. A cada masa de huevos se
le contdé € nimero de huevos parasitados, también se determind € por ciento de

parasitismo y € nimero de parasitoides que emergieron asi como la proporcion de sexos
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de los parasitoides por tratamiento, utilizando la férmula de Godfray (1994). Estos datos
se andizaron mediante la prueba Tukey’s.

Efecto del tamafio de la masa de huevos de D. abbreviatus en € parasitisno de T.

haitiensis.

Se utilizaron masas de huevos de 12 h porgque fueron las preferidas por los
parasitoide. Las masas de huevos se clasificaron en tres grupos. (1-35 huevos); (36-71
huevos) (72-107 huevos) huevos. Se evaluaron 10 réplicas por cada tamafio de masa de
huevos. Para cada grupo se determind e por ciento de huevos parasitados utilizando €
modelo estadistico Tukey’s. Una masa de huevos por grupo se colocd con una avispilla
hembra dentro de una placa Petri de nueve 9 cm de didmetro durante 24 h. Las hembras
seleccionadas tenian 24 h de eclosionadas y se aislaron con un macho por 24 h antes de la
prueba. Se hizo lo mismo con todas las masas de huevos de diferentes grupos. Se
realizaron 50 réplicas por cada grupo. A cada masa de huevo se le conté € nimero de

huevos parasitadosy €l por ciento de parasitismo.

Objetivo 4. Determinar la preferencia de oviposicion de D. abbreviatus sobre cuatro
plantas hospeder as.

Para determinar la preferencia de oviposicion de la vaquita de la cafia se utilizaron
las siguientes plantas hospederas. 1. Cajanus cajan (L.) Hutch, gandul; 2. Ipomoea
batatas (L.) Lam., batata; 3. Dioscorea alata L., fiame y 4. Citrus sinensis (L.) Osbeck,
china (Fig. 5). El experimento se realizo en € invernadero #2 de la Estacion Experimental

Agricola en Rio Piedras del 17 a 24 de junio del 2002, sin controlar temperatura ni
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humedad relativa. La temperatura registrada en € invernadero fue 44°C lamaximay 23°C
laminima'y una HR de 92 % laméximay 24 % la minima. Se realiz6 un experimento en
blogue completamente al azar y dentro de cada bloque se establecieron parcelas replicadas
3 veces.

Se sembraron 12 plantas de cada especie en tiestos de 30 cm de didmetro. Los
tiestos se colocaron en una jaula de tubo de PVC de 1.21 x 2.43 x 1.52 m y cubierta con
tela de mosquitero. En cada jaula se colocaron 50 adultos de D. abbreviatus 25 hembrasy
25 machos por 5 dias y diariamente se colectaron las masas de huevos de D. abbreviatus
depositados en las plantas hospederas. Las masas de huevos se colocaron en placas petrii
de 15 cm. de didmetro. Luego se cuantificO e nimero de huevos por masa y la

supervivencia de larvas neonatas.
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A. (12 horas) C. (48 horas)

B. (24 horas) D. 72 horas

Figura4. Huevos de D. abbreviatus utilizados en |a prueba de preferenciaala edad de la
masa de huevos.
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Cajanus cajan (L.) Hutch

Citrussinensis (L .) Osbeck Dioscorea alata L.

Figura 5. Plantas hospederas utilizadas en |a prueba de preferencia de oviposicion de D.
abbreviatus.
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V.RESULTADOSY DISCUSION

Se encontrd una prooprcion mayor de la especie T. haitiensis en comparacion con
las tres especies restantes (Cuadro 1). Las especies de parasitoides colectadas de las masas
de huevos de D. abbreviatus fueron tres especies de la familia Eulophidae: Tetrastichus
haitiensis (Gahan), Aprostocetus gala (Walker), Horismenus bennetti (Schauff) y una de
la familia Trichogrammatidae: Brachyufens osborni (Dozier). Tetrastichus haitiensis es el
parasitoide primario més abundante de las masas de huevos de D. abbreviatus en Puerto
Rico (Wolcott, 1950; Beavers, 1982; Armastrong, 1987; Hal, 2001). Horismenus
bennetti descrita por Schauff (1987), es considerada un hiperparasitoide facultativo
(Schauff, 1987; Hall et a.,2001). Brachyufens osborni es descrita inicialmente de masas
de huevos de D. abbreviatus colectadas en Puerto Rico en 1932 (Schauff, 1987).

La figura 6 muestra € nimero de huevos colectados de D. abbreviatus y €
nimero de huevos parasitados en la localidad de Adjuntas durante € afio 1999. Puede
observarse un aumento paulatino en € numero de huevos colectados y € nimero de
huevos parasitados. El parasitismo de los huevos alcanzé su primer pico € 8 de julio con
170 huevos parasitados de un total de 600 huevos colectados (Figura 6a,b). Este patrén
no contindia durante €l resto de la temporada, pues e segundo pico de abundancia de
huevos coincide con los niveles mas bagjos de parasitismo. En € afio 2000, en la misma
localidad, hubo tres aumentos en los niveles poblacionales de los huevos parasitados (19
de julio, 7 de septiembre y 17 de octubre - Fig. 7a,b). En ambos afios, en lalocaidad de

Adjuntas se obtuvo el mayor parasitismo durante los meses de junio y julio.
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En lalocalidad de Isabela, @ nimero de huevos parasitados en € afio 1999 fue més
ato que en @ afio 2000. En e afo 1999 hubo tres picos durante el 9 de marzo, 28 de abril
y 25 mayo, siendo € del 9 de marzo e mayor con 332 huevos parasitados (Fig. 8a). End
ano 2000, en la misma locdidad, hubo un aumento en los niveles poblacionales,
registrandose 190 huevos parasitados € 22 de junio (Fig. 9a), en este afio se observo la
misma tendencia de los parasitoides en bajar las poblaciones de D. abbreviatus (Fig. 9a,b).
En ambas localidades, durante los afios de 1999-2000, € periodo de oviposicion ocurrid
en los meses de mayo-julio y en septiembre-octubre (Fig. 6b, 7b, 8b, 9b). Esto contrasta
con los datos para el sur de la Florida, que sefidan € periodo primario de oviposicion para
los adultos de D. abbreviatus ocurre desde enero hasta abril (Pefiay Osborne, 2003).

En lalocalidad de Adjuntas en e afio 1999 € por ciento de parasitismo fue un 17
%, mientras que en e afio 2000 fue un 6 %. En la locaidad de Isabela, el por ciento de
parasitismo fue 18 % en & 1999 y 14 % en € afio 2000. El por ciento de parasitismo fue
menor en Adjuntas (Cuadro 2).

Lafigura10a muestra €l efecto de la edad de la masa de huevos sobre el promedio
de huevos parasitados por masa a través del rango de edades. Hubo diferencias
significativas entre las masas de huevos parasitados alas 12 'y 48 h de edad (11.5y 1.8)
respectivamente. El segundo promedio mayor de huevos parasitados correspondio al
tratamiento de 12 h.. En teoria se considera que mientras mayor la edad del hospedero,
mas desarrollado estard su embrion y més dificil serd parasitarla. Los parasitoides
primarios de huevos tienen muy poco tiempo para encontrar a su hospedero y parasitarlo;

en este caso la duracién de la etapa de huevo-adulto de T. haitiensisesde + 14 a+ 25
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dias. El promedio mayor de huevos parasitados se obtuvo en masas de huevos de 72 h, lo
gue podria explicarse mediante la hip6tesis de que cuando la hembra de parasitoide
localiza masas de huevos de inferior calidad, y en cantidad limitada como en este caso,
podria aumentar su capacidad de parasitismo para asegurar la supervivencia de su
progenie. Este patron se repite nuevamente al observar € por ciento de parasitismo por
masa (Fig. 10b), donde los tratamientos con € mayor por ciento de parasitismo
corresponden alas masa de huevos de 12 (26 %) y 72 (31.1 %) horas respectivamente.

Al examinar e promedio de parasitoides recuperados por tratamiento se observa
una mayor supervivencia, aunque no es significativa, en las masas de 12 h versus las masas
de 72 h (Fig. 11). Sin embargo, la tendencia a un mayor nimero de sobrevivientes en los
tratamientos de 12 h apoya la hip6tesis de que estas masas de huevos superan en calidad a
las de 24, 48 y 72 h, especialmente cuando € parasitismo por masa fue mayor en € ultimo
tratamiento. Finamente, a comparar la razén sexua de entre los parasitoides adultos se
observd mas progenie femenina en los tratamientos de 12 'y 72 h, mientras que en € de 24
h fue balanceada (1:1) y en € de 48 horas se invti6 larazdon de hembras a machos (0.55:1).
(Fig. 12). En conclusion, € efecto de la edad de la masa de huevos de D. abbreviatus es
importante y variado. Las masas de huevos parasitadas antes de 24 h ofrecen un mejor
promedio de parasitismo, supervivencia y produccion de hembras que las parasitadas en
periodos posteriores.

Con relacion a efecto del tamafio de la masa de huevos sobre edl parasitismo de T.

haitiensis, se obtuvo el mayor parasitismo en el grupo |11 (masas con 72-107 huevos), con
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20.6 % Cuadro 3). La preferencia de los parasitoides por parasitar €l grupo |11 se debe ala
cantidad de opciones que tiene la hembra para parasitar su hospedero.

Con relacion a la preferencia de oviposicion de D. abbreviatus sobre cuatro
plantas hospederas, se obtuvieron en € fiame y la batata 2563 y 2557 huevos,
respectivamente. En las chinas y & gandul se obtuvieron 1758 y 458 huevos,
respectivamente. El mayor por ciento de supervivencia de las larvas neonatas fue de 89 %
y 92 % en los tratamientos de fiame-batata y gandul. Los hospederos donde méas huevos se
obtuvieron fueron fiame y batata, con un promedio de 213.5y 213.0, respectivamente. En
las chinas y € gandul se obtuvo un promedio de 146.5 y 38.1 de huevos respectivamente
(Cuadro 4). En este experimento la vaquita de la cafia tuvo la oportunidad de ovipositar
en el mejor hospedero; de los hospederos seleccionados, |os de abundante crecimiento de
follge eran labatatay € fame. En estos dos hospederos D. abbreviatus colocaba la masa
de huevos en una misma hoja, mientras que los otros hospederos tenia que seleccionar

hojas que estuviesen cerca para colocar la masa de huevos.
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Cuadro 1. Especies de parasitoides recuperados de las masas de huevos de
Diaprepes abbreviatus en dos |localidades durantes | os afios 1999-2000

NUm. de
Orden : Familia Especie PRAccNo. Especimenes  Afio Locaidad
Hymenoptera
Brachyufens
Trichogrammatidae osborni PR53-99 11 1999 Adjuntas
PR 09 - 00 48 2000 Adjuntas
PR 10- 00 13 2000 Adjuntas
PR 43- 99 16 1999 |sabela
Tetrastichus
Eulophidae haitiensis PR51-99 44 1999 Adjuntas
PR 54 - 99 18 1999 Adjuntas
PR 42 - 99 35 1999 |sabela
PR 44 - 99 88 1999 |sabela
PR 45 - 99 36 1999 |sabela
PR 46 - 99 45 1999 |sabela
PR 47 - 99 38 1999 |sabela
PR 50 - 99 13 1999 |sabela
PR 52 - 99 14 1999 |sabela
PR 56 - 99 16 1999 |sabela
PRO2- 01 40 2000 |sabela
PR 06 - 01 10 2000 |sabela
Horismenus
bennetti PR 40 - 99 45 1999 |sabela
PR 41- 99 75 1999 |sabela
PR 48 - 99 10 1999 |sabela
PR 49 - 99 45 1999 |sabela
PR 11- 00 8 2000 |sabela
PR 12- 00 75 2000 |sabela
PR 03- 01 4 2000 Isabela
Aprostocetusgala PR 55-99 34 1999 Adjuntas
PR 04 - 01 68 2000 |sabela
PR 08 - 01 40 2000 |sabela
PR 05 - 01 30 2000 Isabela

PR Acc. No. Numero de Accesion del Catastro de las Especies en € Museo de Entomologia y Biodiversidad
Tropical, EEA Rio Piedras.
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Cuadro 2. Por ciento de huevos de D. abbreviatus parasitados por T. haitiensis en las
localidades de Adjunta e | sabela durante 1999 - 2000.

Localidad Afo Por ciento de parasitismo
1999
Adjuntas 17
2000 6
|sabela 1999 18
2000 14
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Cuadro 3. Por ciento de huevos parasitados en relacion con € tamafio de la masa de
huevos de Diaprepes abbreviatus.

Tratamientos Porciento de huevos parasitados
Grupo | (1 —35) huevos /masa 7.4b
Grupo Il (36 — 71) huevosmasa 8.8b
Grupo Il (72 — 107) huevos/masa 20.6a

Porcentajes en lamisma columnacon letras iguales no hay diferencia significativa (prueba de Tukey’ s donde P=<0.05)
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Cuadro 4. Por ciento de supervivenciade larvas de D. abbreviatus del primer estadio por

hospedero.
Familia botanica Tratamiento NUm. de huevos de Promedio de Por ciento de
D. abbreviatus huevos de supervivencia
colectados’hospedero  D. abbreviatus delarvas
colectados neonatas de
D. abbreviatus
Dioscoreaceae Dioscorea alata. L. 2563 213.5a 89
Convolvulaceae  Ipomea batatas (L.) Lam 2557 213.0a 88
Rutaceae Citrus sinensis (L.) Osbeck 1758 146.5b 89
Papilionaceae Cajanus cajan (L.) Hutch 458 38.1c 92

1. Promedios en lamisma columnacon letrasiguales no hay diferencia significativa (prueba de Tukey’ s donde P=<0.05)
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VI. Conclusion

1. Se encontraron cuatro especies de parasitoides durante los afios 1999 a 2000 en
las localidades de Adjuntas e Isabela. Estas son: Tetrastichus haitiensis Gahan,
Aprostocetus gala (Walker) y Brachyufens osborni (Dozier) como parasitoides
primarios, y Horismenus bennetti (Schauff) (solamente se recuperé en Isabela)
como hiperparasitoide.

2. Durante los muestreos del 1999 a 2000 las fluctuaciones poblacionales en las dos
localidades fueron diferentes, en la locdidad de Adjuntas las especies de
parasitoides siguieron un mismo patron, bajando los niveles poblacionaes de los
huevos ovipositados. En la localidad de Isabela se observd e mismo patron
durante los afios del muestreo. Los picos de abundancia poblacional en ambas
localidades se concentraron durante los meses de junio y julio.

3. Enlas pruebas de laboratorio (relacién hospedero-parasitoide) se encontrd que T.
haitienis prefiere masas de 12 horas para parasitar, ya que de estas masas se
recuperaron mas adultos de ambos sexos.

4. En la prueba de tamafio de la masa de huevos se encontré que T. haitiensis
prefiere parasitar masas de huevos grandes.

5. En la prueba de preferencia al hospedero se encontré que D. abbreviatus prefiere
ovipositar en plantas de follgje mas abundante, y hojas con superficie grandes,
hojas suaves que se puedan doblar facilmente y que no tengan vellosidades, tales

como las de labatatay del fiame.
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