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Abstract

Given the lack of biological information on Leptomastidea ca. antillicola, the
encyrtid parasitoid of Hypogeococcus pungens, and given its potential importance in
biological control, it is necessary to study the biology, reproduction, and behavior of this
parasitoid. | designed methods for rearing L. ca. antillicola and the mealybug H. pungens
under laboratory conditions. | studied the population biology and reproductive behavior of
L. ca antillicola and determined the ability of L.ca antillicola to attack others
pseudococcids species. The developmental period (egg-adult) of the parasitoid was 19 to 30
days, with 90% of adults having emerged by 25 days. The female to male ratio was 1.2:1,
similar to that observed in the field. The emergence of males was faster. | described five
phases in mating behavior: (1) search, (2) meeting and acceptance, (3) frame, (4) copula
and (5) post-mating. The average total time of copulation was 1.61 + 0.25 minutes. | also
described oviposition behavior across five phases of the mealybug life cycle. L. ca.
antillicola oviposited in the second and third immature stages and pre-reproductive females
of H. pungens. The parasitoid L. ca. antillicola could only complete its life cycle on H.
pungens. In the field, yellow traps were more effective in field sampling and populations as
determined by trapping showed seasonal and geographical variation. Based on my analysis,
the parasitoid should not pose a greater environmental risk to native pseudococcid species
when used in classical type introductions in places where the mealybug is about to invade

because L. ca. antillicola showed a high degree of specificity towards H. pungens.

Keywords: Leptomastidea, Encyrtidae, Hypogeococcus pungens, invasive species,
Pseudococcidae, biological control, cactus.



Resumen

Dada la ausencia de informacion bioldgica sobre el parasitoide Leptomastidea ca.
antillicola parasitoide primario de la chinche harinosa del cacto Hypogeococcus pungens, y
dada su potencial importancia en su control bioldgico, fue necesario estudiar la biologia, la
reproduccion y el comportamiento de L. ca. antillicola. Se establecieron métodos para la
cria del parasitoide encirtido L. ca. antillicola y la chinche harinosa del cacto H. pungens
bajo condiciones de laboratorio. Se estudio la biologia y comportamiento reproductivo de
L.ca antillicola. Se determind la capacidad que tiene L.ca antillicola de atacar otras
especies de pseudocdccidos. Se evaluaron métodos para el muestreo de H. pungens y L. ca.
antillicola en el campo. Se encontrd6 que el periodo de desarrollo (huevo-adulto) del
parasitoide fue de 19 a 30 dias, con 90% de los adultos emergiendo a los 25 dias. La razon
sexual obtenida en el laboratorio entre hembras y machos fue de 1.2:1, similar a la
observada en el campo. La emergencia de los machos fue mas rapida. Se describe el
apareamiento y el cual se separ6 en 5 fases: (1) busqueda, (2) encuentro y aceptacion, (3)
montura, (4) copula, y (5) post-copula. EI tiempo total promedio de cépula fue de 1.61 +
0.25 minutos. Igualmente, se describe la ovoposicion y se separd en 5 fases. L. ca.
antillicola oviposit6 en segundos, terceros y hembras pre-reproductivas de H. Pungens. El
parasitoide L. ca. antillicola solamente pudo completar su ciclo bioldgico sobre H.
pungens. Las trampas de color amarillo fueron la mas eficaz para el muestreo de campo. El
parasitoide aqui evaluado no deberia representar un riesgo ambiental mayor de ser utilizado
para introducciones del tipo clasico en lugares donde la plaga esta por invadir. El
parasitoide L. ca. antillicola mostro un alto grado de especificidad hacia H. pungens.

Palabras Claves: Leptomastidea, Encyrtidae, Hypogeococcus pungens, plagas invasoras,
Pseudococcidae, control biologico, cactus.
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1. Introduccion

La chinche harinosa del cacto, Hypogeococcus pungens Granara de Willink (Hemiptera:
Pseudococcidae), es una plaga invasora importante de las cactaceas columnares endémicas
de Puerto Rico, cuyo desarrollo y supervivencia se encuentran seriamente amenazados por
este insecto. Su reciente llegada al Caribe amenaza la biodiversidad de los bosques secos
que contienen la mayor poblacion de estos cactos en nuestra isla (Segarra-Carmona et al.,
2010). Este insecto chupador cactéfago es oriundo de los desiertos del Chaco en el norte
de Argentina, Brasil, Paraguay y Perd. Entre 1970 y 1980, H. pungens fue usado como
agente de control bioldgico de cactaceas invasoras en Australia y Africa del Sur
(McFayden, 1979). Sin embargo, su habilidad para moverse por las rutas del mercado
internacional en hospederos alternos (e. g., Alternanthera spp., Acalypha spp. y Portulaca
spp.) le han traido hasta el Caribe, donde ha invadido a Barbados, a Saint Thomas, al sur
de la Florida y a Puerto Rico. En Puerto Rico, esta plaga ha invadido grandes areas de
bosque seco sub-tropical que por ser ambientalmente sensitivas, hacen del control biol6gico

la Gnica opcion viable para controlarla.

Los esfuerzos de control natural contra esta plaga se inician en el 2006 en la isla de
Barbados. Alli se hallé una especie del género Leptomastidea, una avispilla parésita
encirtda (M. Ciomperlik USDA-APHIS-CPHST, comunicacion personal) atacandola en su
hospedero alterno Alternanthera sp. En el 2008, el Dr. David Jenkins, entomdlogo del
Servicio de Investigaciones Agricolas del Departamento de Agricultura de los EE.UU.
(USDA-ARS) en Mayaguez, también encontrd avispillas de Leptomastidea atacando a H.

pungens en el bosque de Guanica. Luego de examinar material de H. pungens
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coleccionado en Puerto Rico, el Dr. J. S. Noyes del Museo de Historia Natural de Londres
determiné que la especie era probablemente L. antillicola, pero la ausencia de hembras
descritas hace la determinacion final improbable (M. Ciomperlik, USDA-APHIS-CPHST,
comunicacion personal). Por ese hecho se mantiene el nombre original de Dozier (1937)

con el precaucionario de “cerca” (ca.), en espera de clarificacion futura de su taxonomia.

Leptomastidea antillicola fue descrita de Puerto Rico por Dozier en 1937, de un solo
macho emergido de la chinche harinosa Ferrisia virgata (Cockerell) atacando Inga vera
(Willd.) en el pueblo de San Sebastidn. Los muestreos en cactos demuestran que el
encirtido Leptomastidea ca. antillicola es probablemente un agente de control natural de
gran importancia en la regulacién de poblaciones de H. pungens y lo convierten en un
candidato potencial para programas de control bioldgico clasico en paises donde esta por
invadir. Desafortunadamente, se conoce muy poco sobre la biologia o el muestreo efectivo
de este parasitoide. Dada la ausencia de informacién bioldgica sobre este parasitoide de H.
pungens, y dada su potencial importancia en su control bioldgico, se hace preciso estudiar
la biologia, la reproduccion y el comportamiento de L. ca. antillicola, con el propdésito de
establecer métodos para su crianza masiva y de muestreo efectivo, y a la vez determinar su
impacto potencial sobre el medio ambiente determinando su preferencia por otras especies

“non-target” de chinches harinosas.



Por tanto, los objetivos de esta investigacion fueron:

» Establecer métodos para la crianza masiva de L. ca. antillicola mediante el estudio
de su biologia reproductiva y comportamiento.

» Determinar la gama de huéspedes alternos (especificidad), y el posible impacto
adverso al medio ambiente (“non-target”) de L. ca. antillicola

» Determinar la efectividad de las trampas pegajosas para el muestreo de L. ca.
antillicola bajo condiciones de campo.



2. Revision de Literatura

2.1 Importancia de los pseudocdccidos y de Hypogeococcus pungens

2.1.1 Importancia Economica

Muchos miembros de la superfamilia Coccoidea, que incluyen las queresas armadas
y blandas, y las cochinillas, constituyen un grupo importante de insectos que afectan a los
cultivos, a las ornamentales y a los ecosistemas naturales, y que pueden ser plagas en
cultivos de alto valor (Ben-Dov et al., 2009). Los pseudocéccidos, también conocidos
como cochinillas 0 como chinches harinosas, son un grupo diverso de insectos, y muchos
estan considerados entre las principales plagas en la agricultura a nivel mundial. Segun,
Williams y Granara de Willink (1992), cerca de 2,000 especies de pseudococcidos son
plagas en cultivos de importancia econémica. Entre éstos, los géneros Pseudococcus
(Westwood), Phenacoccus (Cockerell) y Planococcus (Migula) contienen la mayoria de las
especies de importancia agricola (Clausen, 1978). Sin embargo, a pesar de que estos
insectos causan grandes pérdidas econdmicas, existe relativamente poca informacién acerca

de la cuantia de sus pérdidas, asi como de los costos asociados a su control.

A nivel mundial, las chinches harinosas son plagas importantes. En California la
chinche harinosa de las uvas, Pseudococcus maritimus (Ehrhorn), es considerada la
principal plaga en los campos de vifiedos (Flaherthy et al. 1992). Se estima que la chinche
harinosa de la vid, Planococcus ficus (Signoret), causa pérdidas de $100/ha por temporada
(Walton et al., 2004). Segun Bokonon-Ganta et al. (2002), la chinche harinosa del mango

Rastrococcus invadens (Williams), es considerada por el 97% de los productores de mango
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(Mangifera indica) en Hawaii como la responsable de reducir sus rendimientos

significativamente.

En Puerto Rico, se han informado varias especies de chinches harinosas como
plagas de importancia econdmica agricola. Por ejemplo, Maldonado y Medina (1985)
sefialan a Dysmicoccus brevipes (Cockrell) como la plaga méas importante de la pifia en
Puerto Rico y a Saccharococcus sacchari (Cockrell) como una plaga muy comun en la cafia
de azlcar. Otra chinche harinosa exdtica y dafiina a los cultivos agricolas en Puerto Rico lo
es Paracoccus marginatus (Williams y Granara de Willink), conocida como la chinche
harinosa de la papaya. Meyerdirk et al. (2004), informaron de severas infestaciones de esta
chinche en la década de los 1990 en los sembradios de papaya en las islas del Caribe (Saint
Thomas, Santa Cruz, RepUblica Dominicana y Puerto Rico). Otras especies de chinches
harinosas tales como: Ferrisia virgata (Cockerell) en café y cacao, Nipaecoccus nipae
(Maskell) en aguacate y guayaba, Phenacoccus solani (Ferris) en papas, Maconellicoccus
hirsutus (Green) en algodon y Phenacoccus maderensis (Green) en yuca y papa, se han

informado como plagas agricolas (Ben-Dov, 1994; Saez, 2000).

Las chinches harinosas, como Hypogeococcus pungens, son las plagas cominmente
mas dafinas a la produccion y al mantenimiento de las plantas ornamentales.
Similarmente, la chinche harinosa de rabo largo, Pseudococcus longispinus (Targioni-
Tozzetti), es considerada como muy comun causando problemas en las viveros y jardines si

no son controladas a tiempo (Martorell, 1945). Estas producen dafio estético y hasta la



muerte de plantas en infestaciones severas. La produccion de plantas ornamentales es un
sector muy importante dentro de la produccién agricola de Puerto Rico, con un ingreso
anual de $44 millones (Censo, 2007). Aunque no existen cifras del costo y de los dafios
asociados con chinches harinosas en este sector para Puerto Rico, podemos comparar por
ejemplo con el estado de Georgia, donde el costo anual de su control y de las pérdidas
asociadas a estos insectos alcanzan cerca de $99 millones (Hudson et al., 1997; Juang-

Horng et al., 2006).

Otro pseudococcido exdtico importante en Puerto Rico es la chinche rosada del
hibisco, Maconellicoccus hisutus (Green), considerada una de las especies invasoras mas
dafinas para la industria de ornamentales mundialmente. Se estima que el costo anual por
los dafios y su control en los Estados Unidos asciende a los $700 millones de ddlares

(Ranjan, 2006).

Otros ejemplos de plagas ornamentales importantes son: Palmicultor browni
Williams y Palmicultor palmarum Maskell, que atacan palmas, principalmente Veitchia
spp., generalmente utilizadas en los jardines en la Florida (Hodges y Hodges, 2004). Estos
pseudococcidos pueden causar la muerte regresiva de las palmeras comenzando con las
hojas nueva y eventualmente las hojas maduras, causando asi grandes pérdidas a los

productores.



Finalmente, las chinches harinosas como H. pungens también son capaces de afectar
plantas en areas naturales o de gran valor ecoldgico. En la mayoria de estos casos, las
agencias gubernamentales se vienen a encargar de su manejo y su control. Estas areas
generalmente contienen flora y fauna Unica y son visitadas tanto por la comunidad
cientifica, como por la comunidad local y por los turistas. Muchas de las plagas que
afectan las areas naturales son consideradas invasoras (McFayden, 1979). Las principales
dificultades del manejo de plagas en las areas naturales son: la limitada accesibilidad a estas
areas, sus grandes extensiones territoriales, y porque las medidas de control disponibles se
limitan, en muchos casos, al control biolégico por lo delicado de la ecologia y al alto costo

de la aplicacion de otros métodos de manejo como control quimico o fisico.

La chinche harinosa del cacto (H. pungens) es una plaga invasora importante de las
cactaceas columnares endémicas cuyo desarrollo y supervivencia se encuentran seriamente
amenazados por este insecto. Su reciente llegada al Caribe amenaza la biodiversidad de los
bosques secos que contienen la mayor poblacion de estos cactos en nuestra isla (Segarra-
Carmona et al., 2010). Durante las décadas del 1970 y 1980, este insecto fue usado
exitosamente como agente de control biol6gico de cactos invasores en Australia y Africa
del Sur, y donde erradicé estos cactos en millares de kilometros cuadrados (McFayden,
1979). Como parte del efecto de la chinche harinosa del cacto, se distorsionan las puntas de
los tallos de los cactos y en muchos casos se detiene la florecida y la produccion de frutas
(Klein, 2002). Ademas, tiene la capacidad de dispersarse por el viento y atacar otras
especies de plantas. Por ejemplo, se ha encontrado atacando especies de Alternanthera

spp., Acalypha spp. y Portulaca spp. en Puerto Rico. También se ha encontrado atacando



especies de Hibiscus sp. en Hawaii. Todas estas plantas ornamentales son muy
comercializadas internacionalmente por lo que la diseminacion de la plaga puede ser mas
facil. Ademas, sugiere que H. pungens tiene una tendencia hacia la polifagia, lo que

complicaria su manejo.

Por las razones antes expuestas, probablemente el manejo de H. pungens en Puerto
Rico serd muy complejo. Lo ambientalmente sensitivo de su actual area de dispersion, que
incluye todos los bosques y reservas naturales del sur de Puerto Rico, y del extraordinario
costo de tratar la plaga con insecticidas sobre cientos de millas cuadradas, confirman esta
aseveracion. Es por esto que la Unica opcion econdmica y ambientalmente viable para

controlar a H. pungens es mediante el uso del control bioldgico.

2.2 Hypogeococcus pungens

2.2.1 Taxonomia

La chinche harinosa del cacto, Hypogeococcus pungens (CHC), fue coleccionada
por primera vez en Argentina en 1972, atacando el cactus columnar Eriocereus martinii
(Labouret), conocido comunmente como el cactus de Harrisia (McFadyen, 1979).
Originalmente la chinche fue descrita incorrectamente como Pedronia festeriana Lizer y
Trelles, y luego fue incluida dentro de Hypogeococcus como la especie festerianus (Lizer y
Trelles) (McFadyen, 1979). En 1981, Granara de Willink la re-describe como una especie
nueva, distinta a festerianus y la llama H. pungens. La chinche harinosa del cacto ha sido
anteriormente confundida con H. festerianus, a pesar de su claras diferencias morfoldgicas

que incluyen la presencia de tres “circulus” en el abdomen de la hembra. Aunque ambas
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especies pueden ser encontradas en la familia cactacea, su gama de hospederos es diferente
para ambas especies (Hodges y Hodges, 2009). Hypogeococcus pungens se diferencia de
H. festerianus por variedad de huéspedes y caracteristicas morfoldgicas. H. festerianus es
especifico para especies de la familia Cactaceae (Pérez Sandi y Cuen et al. 2006). La
chinche harinosa del cacto, que originalmente se pensé de manera incorrecta que era un
herbivoro especialista en cactus columnares fue utilizada en Australia y Africa del Sur
como control bioldgico de varias especies de cactus. (Pérez Sandi y Cuen, et al., 2006). Por

lo que se podria considerar como un rango de hospederos mayor H. festerianus.

2.2.2 Distribucion y hospederos

Este pseudocdccido cactofago se ha informado en paises como Australia, América
del Sur, Europa, América del Norte y en el Caribe (Moran y Zimmerman, 1991). En
Estados Unidos, se ha informado en Hawaii y en Florida (Hodges y Hodges, 2009). En
Puerto Rico, se detecto en la Reserva Forestal de Guanica en la costa sur de Puerto Rico en

el afio 2005 ( Zimmerman et al. 2010).

Los hospederos por excelencia de H. pungens pertenecen a la familia Cactaceae. Fleming y
Valiente-Bounet (2002), mencionan gue esta familia de plantas se considera como uno de
los grupos méas importantes en la ecologia de las zonas aridas, y semiaridas desde el Norte
y Sur América, de igual forma en el Caribe. Hypogeococcus pungens tiene ademas
huéspedes alternos de diversos géneros que no son de la familia Cactaceae. Se ha
informado en dos especies del género Portulaca (P. oleracea (L.) y P. quadrifida (L.),
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ambas presentes en Puerto Rico (Hodges y Hodges, 2009). Portulaca oleracea L., conocida
comunmente como verdolaga, es una planta anual, nativa de la India y del Medio Oriente.
Hypogeococcus pungens también ha sido reportado en dos especies del género
Alternanthera: A. pungens (Kunth) y A. bettzickiana (Regel) (Hodges y Hodges, 2009).
Como parte del efecto de la chinche harinosa del cacto, solamente se menciona que se
puede observar que ocurre una distorsion en las puntas de los tallos. En muchos casos, se

detiene la florecida y la produccion de frutas (Klein, 2002)

2.2.3 Morfologia y Biologia

Morfologia externa- Al igual que otros pseudococcidos, el cuerpo de H. pungens es

suave. Las hembras y los estados inmaduros son de cuerpo ovalado-alargado y con
segmentacion visible.  Estos insectos producen una cubierta cerosa-harinosa que

usualmente cubre todo su cuerpo (Saez, 2000).

Diferente a la mayoria de las cochinillas, que tienen ocho segmentos antenales, las
antenas de H. pungens usualmente tienen s6lo 7 segmentos (Hamon, 1984). Algunos otros
géneros, como Maconellicoccus, por lo general tienen nueve segmentos. La funcién
principal de las antenas es sensorial. Al igual que en otras chinches harinosas, el aparato
bucal de H. pungens tiene estructuras modificadas para perforar tejido vivo y chupar el
alimento en forma liquida. Dicho aparato consta de dos pares de estiletes y una cubierta
protectora, conformada por el labio, y que se encuentra debajo de la cabeza, dirigida hacia

la region posterior del cuerpo (Chandler y Watson, 1999).
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Como en otros pseudococcidos, el toérax se caracteriza por la presencia de
estructuras para la movilidad. Las patas frecuentemente son usadas en la determinacion
taxondmica en la familia. Por ejemplo, H. pungens tiene en sus patas traseras poros
translucientes bastante definidos y localizados en la mitad externa de cada coxa, y dos
grupos de poros pequefios en el borde distal exterior de la tibia (Hamon, 1984). En otros
géneros, la presencia de denticulos en la garra, de por ejemplo Phenacoccus resulta de
valor diagndstico. Algunas especies, como Planococcus citri y Planococcus minor,

presentes en Puerto Rico, se pueden diferencian utilizando el tamafio de las patas.

En el abdomen se puede apreciar poros de discos multiloculares en filas tanto
simples como dobles, en segmentos anteriores y posteriores. [Estos secretan una cera
polvorienta que cubre los huevos jévenes. Aquellas especies con muchos poros de disco
multiloculares cerca de la vulva son con frecuencia oviparas, mientras que aquellas con
pocos 0 ningun poro son generalmente viviparas (Ramos y Serna, 2004). Otra caracteristica
distintiva de H. pungens es que tiene tres “circulus”. Estas estructuras pueden ser
localizadas en el medio del vientre abdominal, situado en la linea inter-segmental, entre los
segmentos abdominales 111 y IVV. ComUnmente las otras chinches harinosas tienen un solo
circulus, pero pueden tener hasta cinco. La forma y tamafio del circulus son a menudo
caracteristicos de la especie. La funcion principal de esta estructura es ayudar al

pseudococcido a sujetarse de la planta.
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El anillo anal de H. pungens es bastante ancho, con tres filas de poros, y sus l6bulos
anales estan pobremente desarrollados (Hamon, 1984). Algunas de las setas abdominales
son conicas, al igual que los cerarios que usualmente tienen tres 0 mas setas conicas. Segun,
Cox y Pearce (1983), las setas conicas producen cera filamentosa que da origen a los
filamentos laterales de estos insectos. Otra caracteristica morfoldgica en H. pungens es que
los adultos carecen de poros triloculares. Estos poros se pueden apreciar en ambas
superficies del cuerpo (i.e., ventral y dorsal) en las especies de pseudocdccidos que los

tienen.

2.2.4. Ciclo de Vida

En H. pungens, al igual que en otras chinches harinosas, el ciclo biolégico consta
de cinco etapas de desarrollo (huevo, 3 etapas de ninfas y adulto). Ademas, exhiben
dimorfismo sexual, por lo que el macho y la hembra adultos son completamente distintos.
Las hembras, por su parte, mantienen basicamente la misma apariencia que en su estado

ninfal, mientras que los machos son alados y sus patas son alargadas (SEL, 2003).

La reproduccién de H. pungens, como en otras chinches harinosas, consta de la
copula y la fecundacion, que ocurren prontamente luego de su Ultima muda. La hembra es
capaz de ovopositar luego de un periodo de varios dias, depositando entre dos a cuatro
huevos al dia por 35 dias. En los pseudocdccidos existen especies oviparas y ovoviviparas.
Las especies oviparas depositan los huevos en una cavidad debajo de su cuerpo o en una
cubierta cerosa, llamada “ovisaco”, que puede estar adherida a su cuerpo (SEL, 2003). En
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contraste, las especies ovoviviparas retienen los huevos en su tracto reproductivo hasta que
los estados jovenes estan listos para eclosionar (Gullan y Martin, 2003; Soria y Vifiuela,
2003). Las hembras pueden vivir por largos periodos de tiempo, que van desde meses a
varios afos, mientras que los machos solo duran unas pocas horas y carecen de aparato

bucal funcional (Gullan y Martin, 2003).

Los machos adultos de H. pungens y de otros pseudococcidos, pasan por cuatro
estados inmaduros o preimagos, incluyendo estados similares a una metamorfosis completa
“holometébola”, involucrando uno o dos estados semejantes a “pupas” (Gullan y Martin,
2003). Estos son llamados la prepupa y pupa se desarrollan bajo una cubierta escamosa 0
dentro de un pupario de cera que en algunas especies puede ser producido por el segundo
estado. Los estados de pupa y el macho adulto nunca se alimentan porque carecen de
piezas bucales funcionales (SEL, 2003). Los machos adultos tienen una vida corta, unos
pocos dias, y tienen un tiempo limitado para buscar a las hembras sedentarias para el
apareamiento (Gullan y Martin, 2003; Ramos y Serna, 2004). Los machos adultos
probablemente localizan a sus hembras usando feromonas sexuales especificas, pero la
presencia de estos quimicos ha sido demostrada experimentalmente para muy pocas

especies (Gullan y Martin, 2003).

Las etapas inmaduras de H. pungens son tipicas de los pseudocéccidos. El primer
estado conocido cominmente como gateador, caminante o “crawler” se pasa entre 1 a 3
dias caminando por la planta hospedera buscando areas de mayor crecimiento vegetativo o

primordios que son las preferidas para su alimentacion. Si no encuentran estas areas se
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trasladan a las partes altas de la planta hospedera, y se dispersan por las corrientes de aire
hasta aterrizar en lugares méas propicios para su alimentacion (Ramos y Serna, 2004). Una
vez encuentran estos lugares, se detienen e introducen sus partes bucales en el tejido de la
planta para comenzar a alimentarse. La gran mayoria pasa el resto de su vida en el sitio en
que se “posa”, y secretan su caracteristica cubierta de cera mientras se alimentan (Rebek y
Schnelle, 2009). Al finalizar el segundo instar, el macho ya se diferencia de la hembra, y
se mueve a areas de la planta en donde comienza a prepararse para pupar. La hembra

usualmente se mantiene en el mismo sitio por toda su vida (McFadyen, 1979).

2.3 Ecologia, asociaciones bioldgicas, y manejo poblacional

2.3.1 Ecologia

La ecologia de los pseudococcidos esta complejamente influenciada por sus
preferencias ambientales, su planta hospedera, y las interacciones que tienen con otros
organismos como las hormigas y sus enemigos naturales (Goolsby, 1994). En general, los
inmaduros buscan areas protegidas, (envés de las hojas, axilas y el area del caliz en la
fruta) (McKenzie, 1967). Esto le da mayor proteccion a los estados inmaduros, que se
mantienen agrupados cerca de la madre uno o més dias después de la eclosion y donde
estan bien protegidos de los cambios repentinos en las condiciones climéaticas (Browning,

1959).

14



2.3.2 Habitats

Los pseudocdccidos son una familia de insectos que pueden encontrarse en casi
cualquier tipo de ambiente (Mckenzie, 1967). En Puerto Rico, por ser una zona sub-tropical
puede observarse infestaciones de chinches harinosas en cualquier parte de la isla. Se
pueden encontrar afectando plantas de interés agricola (cultivos y ornamentales), asi como

plantas en areas naturales.

Algunas chinches harinosas prefieren alimentarse de cultivos agricolas tales como
pifia, citricos, platano, guineos, yuca, tomates, pimientos y otros (McKenzie, 1967). Asi
también se encuentran afectando otros cultivos como el café, cacao y cafia de azucar.
Algunas especies se encuentran atacando plantas ornamentales tales como hibiscos, acalifa
(Acalypha wilkesiana), cheflera (Schefflera arboricola) y pascuas (Poinsettia pulcherrima).
En los ambientes naturales podemos observar a los pseudococcidos atacando grupos de

plantas con flores (perennes y anuales), gramineas, coniferas, helechos y muchas otras.

Las chinches harinosas suelen infestar las hojas, los tallos, la corteza de arboles, las
raices y los frutos, dependiendo de la especie de chinche y de la planta hospedera de la cual
se alimenta. Aunque se ha observado que las especies de la familia Pseudococcidae
prefieren alimentarse de plantas suculentas, también se encuentran en varias malezas
herbaceas, y en plantas ornamentales (Hodges y Hodges, 2009). Por ejemplo, H. pungens
prefiere cactaceas que son usualmente plantas suculentas, con un gran contenido de fluidos

en su interior.
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Los primeros estados buscan sitios para su alimentacion en la planta hospedera natal
0 se dispersan con el viento. Algunos primeros estados “caminantes” de las chinches
harinosas exhiben comportamientos que incrementan sus oportunidades de llegar al aire.
Los caminantes de la propia chinche harinosa del cactus se pueden observar en las puntas
del las espinas més altas de la planta donde estan establecidas, lo que pareciera indicar que
estan en espera de ser dispersadas por accion del viento. Ocasionalmente se pueden
encontrar chinches harinosas asociadas a objetos no bioldgicos (debajo de las rocas y en las

galerias de hormigas), esto durante el invierno (Mckenzei, 1967).

2.3.3 Asociacion con las hormigas

Las chinches harinosas suelen caracterizarse por establecer asociaciones
mutualistas con diversas especies de hormigas (Hymenoptera: Formicidae). La mielecilla o
“honeydew” producida por los pseudococcidos a través de glandulas en su abdomen es una
fuente importante de alimentacion para muchas especies de hormigas (Nixon, 1951; Way,
1963; Gullan y Kosztarab, 1997; Delabie, 2001). Se sabe que la mielecilla contiene

aminoéacidos, proteinas, minerales y vitamina-B (Way, 1963).

En esta curiosa asociacion, los pseudocéccidos también se benefician ya que las
hormigas ayudan en la dispersion de las chinches hacia nuevos hospederos proveyéndoles
transporte (Strickland, 1951a-b), y porque muchas especies de hormigas actian en defensa
de las chinches repeliendo y atacando sus enemigos naturales. Ademas, las hormigas
comen y remueven la mielecilla de manera eficiente, eliminando asi las probabilidades de

gue crezcan hongos sobre las cochinillas (DeBach, 1974; Way 1963). Este conocimiento
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ha sido aplicado al manejo de poblaciones de chinches harinosas. Por ejemplo, Jahn y
Beardsley (1994) reportaron que el nimero de Dysmicoccus brevipes (Cockerell) en pifia
disminuye en ausencia de las hormigas de cabeza grande, Pheidole megacephala. Asi,
Beardsley (1993) reporté el éxito del control de Dysmicoccus neobrevipes (Beardsley) por
accion de parasitoides y depredadores en ausencia de las hormigas las cuales impiden la

efectividad de los enemigos naturales.

2.4 Manejo de Pseudocdéccidos

2.4.1 Control Bioldgico de Pseudocéccidos

Debido a su importancia econémica, el manejo y control efectivo de los
pseudocdccidos constituyen éareas basicas de investigacién. En general, los métodos
convencionales de control, como lo es el control quimico, suelen ser poco efectivos debido
a que las chinches harinosas producen una capa cerosa-algodonosa que les sirve de
proteccion y que funciona como escudo o barrera (Stibick, 1997). Ademas, las chinches
harinosas suelen vivir en sitios poco accesibles a las aplicaciones de plaguicidas, con la

posible excepcion de los productos sistémicos.

Histéricamente, el uso de métodos de control bioldgico ha sido la alternativa mas
eficaz de control de chinches harinosas. EIl primer registro sobre el uso del control
biolégico en chinches harinosas se remonta al afio 1891, cuando se utilizd el coccinélido
depredador Crypytolaemus montrouzierei (Mulsant), introducido desde Australia a
California para el control de la chinche harinosa Planococcus citri (Clausen, 1915). La

introduccion de C. montrouzierei se produjo sélo tres afios después de la exitosa
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introduccidn, en 1888, de la mariquita de vedalia, Rodolia cardinalis (Mulsant), y la mosca
parasitaria, Cryptochetum iceryae (Williston) para el control de la cochinilla algodonosa de

las citricas, Icerya purchasi (Maskell) (Quezada y DeBach, 1973).

También el coccinélido conocido como “destructor de cochinillas” (mealybug
destroyer), fue introducida en 1911 en Puerto Rico para el control de la chinche harinosa de
la cafia Saccharococcus sacchari (Wolcott, 1948). La importacion de C. montrouzierei
marca la era del control biologico con gran énfasis en la utilizacion de las “mariquitas”

(Coleoptera: Coccinellidae) contra plagas exdticas o nativas en Puerto Rico.

Los parasitoides himendpteros constituyen también enemigos naturales importantes
de las chinches harinosas. EI primer registro de su uso en programas de control bioldgico
se remonta al afio 1914, cuando se introdujo el parasitoide Leptomastidea abnormis
(Girault) (Hymenoptera; Encyrtidae) en California, desde Sicilia, para el control de la
chinche harinosa de las citricas: Planococcus citri (Viereck, 1915; Smith, 1917).
Posteriormente se introdujeron otras dos especies para reforzar el control bioldgico de
P.citri; éstas son: Anagyrus pseudococci (Girault) desde Italia y Leptomastix dactylopii
(Howard) desde Brasil (Smith, 1917; Bartleit y Lloyd, 1958; Clausen, 1978). Desde
entonces los encirtidos han demostrado ser excelente agentes bioldgicos controlando

chinches harinosas (Trjapitzin, 2007).
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Un ejemplo reciente en Puerto Rico fue la introduccioén de dos avispas parasitas
encirtidas importadas desde Egipto: Anagyrus kamali (Moursi) y Gyranusoidea indica
(Shafee, Alam y Agarwal), para el control de la chinche harinosa rosada del hibisco
(Maconellicoccus hirsutus) y obteniéndose excelentes resultados (Saez, 2000). Otro
ejemplo exitoso lo es el control de la chinche harinosa de la papaya (Paracoccus
marginatus) por la accion de parasitoides (Muniappan et al., 2006). En nuestra isla
también se utilizaron los parasitoides Anagyrus loecki (Noyes), Pseudleptomastix mexicana
(Noyes y Schaff) y Acerophagus papayae (Noyes y Schaff). A pesar de no existir
corroboracion cientifica de su efecto, algunos especialistas han observado reducciones en
las poblaciones de chinches harinosas en papaya, por lo que se produjo la subsiguiente
introduccién de los parasitoides en Palau, y en Guam. EI éxito de los programas de
control bioldgico resulta en grandes beneficios, sin embargo también ocurren fracasos
frecuentemente. Por ello hace ya varias decadas multiples naciones han unido esfuerzos con
el fin de proteger nuestros ecosistemas. Esto estableciendo regulaciones y estudios previos

a cualquier liberacion de un organismo extranjero a un nuevo ambiente.
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2.5 Aspectos regulatorios

2.5.1 Trasfondo historico sobre el uso e introduccion de agentes para el control
bioldgico de plagas exdticas.

En el pasado, la introduccion de agentes de control bioldgico era un proceso con
poca reglamentacion y donde la evaluacion de impactos ambientales o la cuantificacion de
su eficacia eran aspectos secundarios. Como consecuencia, en afios recientes se han
documentado numerosos ejemplos de introducciones dafiinas de “enemigos naturales” (Van
Lenteren et al., 2006). En efecto, muchos de los fracasos en los programas de control
bioldgico se deben a la falta de suficiente informacion o requisitos reglamentarios eficientes
para exigir estudios previos a la liberacion de un biocontrolador (Lockwood, 1993).
También podria deberse a la falta de recursos (Van Driesche y Bellows Jr., 1996). Por otro
lado, existe la posibilidad en que haya una competencia inter-especifica; esto afecta el
control biolégico porque los parasitoides invierten mucha energia en una relacién de

competencia y poca en el proceso de reproduccion, reduciéndose su eficacia.

2.5.2 Especificidad de los parasitoides, huéspedes alternos (“non-target”) y el

impacto al medio ambiente.

Histéricamente los programas de control biolégico clasico se han visto
favorablemente, tanto por la comunidad cientifica como por la industria agricola. A finales
de la pasada década surge la interrogante en la comunidad cientifica sobre cuéles son los
potenciales impactos negativos al medio ambiente cuando utilizamos el control biolégico.
De hecho, varios estudios revelan que “todas las especies invasoras (introducidas) tienen el
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potencial de crear dafios inesperados al medio ambiente, incluyendo parasitoides y
depredadores”, especialmente cuando estos ultimos organismos atacan a otros organismos
no previstos (“non-target species”) (Thomas y Willis, 1998; Follet y Duan, 2000; Howarth,
2000; Lynch y Thomas, 2000; Henneman y Memmott, 2001; Wajnberg et al., 2001). Por
ello, las autoridades regulatorias de cuarentena requieren mayor estudio sobre estos efectos
antes de permitir introducciones del tipo clasico. Aun asi, hay muchos cientificos que
siguen apoyando el control biol6gico clasico plenamente, como un método de control
efectivo, amigable al ambiente y de altos beneficios econémicos (DeBach, 1974;

Simmonds y Bennett, 1977; Caltagirone y Huffaker, 1980; Ehler, 1990; Bower, 1991).

Segun DeBach (1974) y Ehler (1990), el uso de control bioldgico no tiene mayores
efectos nocivos sobre el ecosistema. Las plagas no desarrollan resistencia a sus enemigos
naturales (Bower, 1991). En investigaciones que realizaron Simmonds y Bennett (1977),
utilizando control biolégico, se encontrd efectos econémicos positivos y sin ningun tipo de
peligro al medio ambiente. Caltagirone y Huffaker (1980), opinan que el uso de
depredadores y parasitoides para el control de plagas no debe representar un riesgo al
ambiente, cuando es el resultado de un programa de control biol6gico bien pensado y

cuidadosamente ejecutado.

Desde el 2008, la North America Plant Protection Organization (NAPPO)
reglamenta las introducciones de enemigos naturales en los EE.UU. y sus territorios.
Desde ese afio, no se puede introducir ningiin enemigo natural exotico sin la preparacion de

esta evaluacion ambiental y, luego, ser aprobada por el comité técnico de NAPPO. Ahora,
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por ejemplo, la introduccion de un enemigo natural exotico a los EE.UU. requiere de una
evaluacion de impacto ambiental que incluye el impacto sobre especies que no son su
blanco (“non-target), datos sobre su ciclo de vida, planes para su monitoreo y muestreo, y
evaluacion de su efectividad una vez liberados al medio ambiente. Estas directrices de
NAPPO estan contenidas en el “Regional Standards for Phytosanitary Measures” (RSPM)

No. 12.

2.6 Parasitoides de H. pungens

2.6.1 Leptomastidea Mercet

Como se menciona anteriormente, Jenkins (2008) descubre a Leptomastidea ca.
antillicola parasitando a Hypogeococcus. pungens en Guanica. Segun Trjapitzin (2009), el
género Leptomastidea Mercet es oriundo del Viejo Mundo donde se encuentran 24 de sus
25 especies y todas son endoparasitoides primarios de chinches harinosas (Trjapitzin, 2009;
Noyes y Hayat, 1994). EI género es bien conocido a través del uso de L. abnormis
(Girault), utilizado mundialmente como control bioldgico de la chinche harinosa de las
citricas, Planococcus citri (Rosso) (Noyes y Hayat, 1994). Aun asi no hay suficiente
informacion especifica sobre la cria masiva del parasitoide. Esto se debe en gran medida a
que en el pasado no existian regulaciones que exigiesen los estudios previos a una

liberacidon como es en la actualidad.
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Segun  Moore (1988), a nivel mundial la introduccion de parasitoides,
especialmente de la familia Encyrtidae a la cual pertenece el género Leptomastidea, ha
sido la estrategia méas exitosa para el control de chinches harinosas. Esto es posiblemente
debido a que en la familia Encyrtidae se puede observar notables adaptaciones co-
evolutivas que conducen a la expectativa de un alto grado de especificidad (Askew y Shaw,
1985). Estas adaptaciones le permiten a los encirtidos desarrollarse dentro del cuerpo de

su huésped, mientras que el propio anfitrion sigue creciendo y muda.

La especie encontrada en Guanica, y con la que se lleva a cabo la presente
investigacion, fue identificada por Noyes (British Museum of Natural History, Londres)
como probablemente antillicola, pero la ausencia de hembras descritas hace la
determinacion final improbable. Por eso, se mantiene el nombre original de Dozier (1937)

con el precaucionario de “cerca” (ca.), en espera de clarificacion futura.

La falta de informacion biologica sobre este parasitoide, y dada su potencial
importancia en el control natural de H. pungens, hizo necesario estudiar la biologia
reproductiva y comportamiento de L. ca. antillicola bajo condiciones de laboratorio con el
propdsito de establecer métodos para su crianza masiva y la determinacion de su impacto a

otras especies de chinches harinosas en cumplimento con la NAPPO (RSPM) No. 12.
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2.6.2 Uso de parasitoides para el control biolégico y su rol en las nuevas reglas de

NAPPO para la introduccion de organismos beneficiosos

El uso de enemigos naturales, como lo es Leptomastidea, tiene aplicaciones en el
control bioldgico clésico y el control biolégico por aumento (ver definiciones abajo).
Ambos procesos comienzan con la crianza masiva de los enemigos naturales. Para ello es
necesario desarrollar investigacion que lleve establecer los métodos Optimos que nos
permitan criar al enemigo natural a gran escala, y mantener generaciones sucesivas a un
bajo costo (Voegelé, 1986; Takada et al., 2001). En la crianza de insectos biocontroladores,
la calidad, cosecha, almacenamiento, distribucion, asi como la liberacién para controlar los
insectos plaga, son los factores mas limitantes para que el control biolégico por aumento se
haga méas extensivo (King, 1998). Segun Greathead y Waage (1983), el control bioldgico
por aumento tipo inundativo se define como la estrategia donde un nimero muy grande de
enemigos naturales son criados y liberados en periodos criticos para la supresion a corto
plazo de poblaciones de plagas. Esta técnica puede reforzar algunas de las deficiencias del
control bioldgico clasico (Sivinski, 1996). Esta estrategia puede ser considerada como una
seria alternativa para la supresion de poblaciones de plagas, ser utilizada en programas de
manejo integrado y programas de erradicacion (Barclay, 1987; Knipling, 1992; Wong et

al., 1992 y Sivinski, 1996).

En el control biologico, al igual que cuando se utilizan métodos de control
convencionales para la supresion de plagas y enfermedades, se requiere de la aplicacion de
distintas técnicas para evaluar el papel real que tienen los agentes de control biolégico en la

regulacion de las poblaciones de plagas (Badii et al., 2004). Cuando se utiliza el control
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bioldgico clasico en el ambiente natural, asi como en los agro-ecosistemas, es necesaria una
explicacion experimental de coémo una plaga es regulada por la efectividad de los enemigos
naturales. En el control bioldgico clasico, el impacto de un enemigo natural puede ser
demostrado al comparar el cambio en la densidad de una plaga en los sitios de liberacion
inicial con un sitio control sin los enemigos naturales (Huffaker et al. 1962; Legner y
Silveira-Guido, 1983). Por ello, es importante evaluar la actividad de los enemigos

naturales nativos, en caso de ser necesaria la introduccion de especies exaticas.

Sin embargo, la introduccion de enemigos naturales, a diferencia de medidas de
control tal como el control quimico, es generalmente irreversible, permanente e
incontrolable. El ejemplo mas aplicable es el de la propia chinche harinosa de los cacto, H.
pungens, que fue introducida en Sur Africa y Australia para el control de cactos invasivos,
y que hoy amenaza con la merma y extincion de cactos columnares en Norte América y el
Caribe. De hecho, casos como éste son en la actualidad el punto clave de la controversia
entre los que apoyan o no la utilizacion del control biol6gico clasico. Asi, muchos
cientificos prominentes han cuestionado los efectos que tiene la introduccion de agentes de
control bioldgico en el medio ambiente, entre ellos: Howarth (1983 y 1991); Samways

(1994); y Simberloff y Stiling (1996).

En la actualidad, la especificidad de un enemigo natural se considera entre los
criterios mas importantes a la hora de evaluar su potencial introduccién. Hawkins y Marino
(1997) encontraron que el 16% de los agentes de control biolégico introducidos en

América del Norte han sido encontrados atacando especies nativas. Howarth y Ramsay
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(1991) sefialan que la poca evidencia existente de los impactos negativos al ambiente por
parte de la introduccion de controles bioldgicos es el resultado de la falta de estudios en
estos aspectos antes de la liberacion de cualquier organismo extrafio a un nuevo ecosistema.
Segun Lockwood (1993), las dificultades méas importantes que ha enfrentado el control
bioldgico han sido los efectos no deseados, que posiblemente lleve a la extincion de
especies, la alta tasa de fracasos y, sobre todo, la incapacidad para explicar los frecuentes
fracasos. Este autor atribuyd en aquel entonces el que algunas de estas consecuencias se
debian a la falta de suficientes requisitos legales para estudios de “cuarentena” previos a la

liberacion de los agentes de control biologico de plagas insectiles.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Crianzas de laboratorio

3.1.1 Crianza de Hypogeococcus pungens

En la cria de laboratorio de Hypogeococcus pungens se utilizaron cortes de
Alternanthera bettzickiana Regel., de 10-12 cm, que se dejaron enraizar por 5-7 dias en
agua. Luego, se sembraron tres esquejes en cada tiesto de 15cm de didmetro, utilizando
como sustrato PRO-MIX DX® suplementado con abono foliar 20-20-20 en dos ocasiones
(1 x semana). Estos, a su vez, estaban contenidos en una bandeja plastica (30 cm x 40cm
x 3 cm de polipropileno) la cual tenia la suficiente agua para evitar la deshidratacion de las
plantulas, factor muy importante para evitar perder el material vegetativo y, mas importante

aun, las colonias de la chinche del cacto contenidas en ellas.

Las plantulas de dos semanas de trasplantadas fueron infestadas con 5-10 hembras
gravidas de H. pungens, y que fueron colocadas entre los nudos y las ramitas.
Ocasionalmente se suplementd la infestacion de chinches con etapas inmaduras
(“crawlers”), las cuales se obtuvieron de los cactus infestados. Estos “crawlers” se
colectaron dando pequefios golpes al material infestado sobre una tela negra para luego ser
colocados sobre las plantulas. También se colocaron, en el centro de las plantulas, pedazos
de cactos (Pilosocereus royenii (L.) infestados con estados inmaduros de la chinche. Estos
pedazos se removieron a las 48 horas. Durante 30 dias, aproximadamente, las plantas
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permanecieron bajo condiciones de umbraculo (25°-30° C) y aisladas en jaulas plegables de
plastico y tela fina (BugDorm-2 60cm x 60cm x 60cm). (BioQuip Co., Rancho Dominguez,
California), para evitar la contaminacién con otras chinches, con parasitoides y con
depredadores. A los 30 dias, las plantulas estuvieron lo suficientemente infestadas para

permitir la crianza de Leptomastidea.

3.1.2 Crianza de Leptomastidea ca. antillicola

La colonia inicial de Leptomastidea ca. antillicola fue tomada de muestras de cactos
infestados en el campo, mayormente del refugio de Vida Silvestre de Cabo Rojo o del
Bosque de la Biosfera de Guanica. Se colocaron segmentos de agallas de cactos activas
en cajas plasticas con tapa. Estas cajas fueron previamente modificadas, cortando y
colocando posteriormente un pedazo de tela fina en el centro de las mismas, esto para
proveer aireacion y evitar que se perdiera el material en poco tiempo. Cada caja se etiquetd
con la fecha y lugar de coleccion. Para evitar lesiones durante la coleccion de agallas, se

utilizaron guantes de tela gruesa y pinzas grandes para manejar los pedazos de cactos.

Una vez en el laboratorio, se coleccionaron utilizando un aspirador los adultos
emergidos cada 24 horas y se tabulé diariamente los emergentes. Se determino el sexo de
los parasitoides utilizando las diferencias en las antenas entre el macho y la hembra y la
presencia o ausencia del ovipositor (Figura 1). Luego de determinar su sexo los adultos se
colocaron en jaulas colapsables de aluminio, plexiglass®, y tela ultrafina, y éstos se

alimentaron con una solucion 1:1 miel y agua colocada mediante jeringuilla hipodérmica
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en las paredes. La solucion fue colocada en el tope de plexiglass de la jaula dispersando la
miel en forma de zig-zag; esto facilitd la aplicacion de la miel y que la misma quedase
uniforme. De esta manera se evit6 que los parasitoides se quedaran pegados y murieran. El
agua para hidratacion de las avispillas se aplic6 mediante un envase pléstico con agua

(25ml) semi-sellado, con un pedazo de esponja absorbente.

Figura 1. Leptomastidea ca. antillicola (A) Hembra, (B) Macho.

3.2 ESTUDIOS DE COMPORTAMIENTO Y DE CICLO BIOLOGICO

3.2.1 Ciclo biologico

Se colocaron grupos de tres plantas de Alternanthera bettzickiana infestadas con
chinches harinosas (H. pungens) en cada jaula (BugDorm-1 30cm x 30cm. BioQuip Co.
Rancho Dominguez, California) por 72 horas junto a avispas hembra con “experiencia”
(hembras que fueron expuestas previamente a H. pungens por aproximadamente 24 horas.)
para una edad aproximada de 48 horas. Esta edad aseguraba, por lo general, que las

hembras estuvieran en estado de gravidez. Se afiadieron no menos de diez parasitoides
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hembras por cada prueba. Posterior a las 72 horas, todas las plantas fueron movidas a otra
jaula vacia, no sin antes revisar cada planta bajo el estereoscopio (Leica® modelo WILD
MZ 8) para verificar que no quedara ningun parasitoide que pudiera alterar el experimento
en progreso. Las jaulas se mantuvieron dentro de un cuarto de laboratorio, bajo
iluminacién artificial utilizando bombillas (GE® Ecolux 32W Daylight 6500K), un

fotoperiodo 12:12, a una temperatura promedio de 27° C y 60-80% de humedad relativa.

Se revisé diariamente las jaulas que contenian las colonias de chinches. Las plantas
se irrigaron dos veces por semana y se tuvieron en observacion, manteniendo registro del
surgimiento de progenie, anotando el dia de emergencia de las avispillas y el sexo. El sexo
se determind facilmente por medio de las diferencias que existen entre las antenas de los
machos y las hembras y la presencia o ausencia del ovipositor caracteristico de las hembras
(Figura 1). Las plantulas se mantuvieron bajo observacion hasta que no emergieron mas

parasitoides, para un total de 35 dias.

3.2.2 Comportamiento de apareamiento

Se observo el comportamiento de apareamiento de L. ca. antillicola seleccionando
15 parejas de adultos de entre 12-24 horas de edad. Cada pareja se colocé en un frasco de
cristal de 15mm didmetro x 45mm de largo con una tapa de algoddn, y se observaron por
periodos entre 30-60 minutos. En esta etapa se separd el comportamiento en cinco fases: (1)
busqueda, (2) encuentro y aceptacion, (3) montura, (4) copula, y (5) post-copula. El tiempo
de cada fase fue tabulado, ademas se describieron las fases del comportamiento de apareo

en detalle.
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3.2.3 Comportamiento de ovoposicion

Para el estudio de comportamiento de ovoposicion se utilizaron un total de 20
hembras con experiencia (hembras que han establecido contacto con machos y con H.
pungens por mas de 24hrs). Cada hembra se extrajo de la colonia y se coloco en un vial,
de 15mm didmetro x 45mm de largo, con 10 chinches harinosas (H. pungens) de diferentes
tamafios para conocer qué etapa de la plaga prefiere para su desarrollo. Igualmente se
separd el proceso de ovoposicion en fases y se tabuld de acuerdo al tiempo transcurrido

en cada fase.

3.3 Pruebas de seleccion de hospederos alternos

3.3.1 Crianza de otras especies de chinches harinosas

La crianza de otras especies de chinches harinosas taxonémicamente cercanas fue
necesaria para conocer la gama de hospederos alternos que L. ca. antillicola pudiera
parasitar y asi conocer su especificidad. EIl propdsito de estas crianzas fue obtener etapas
apropiadas de cada especie de chinche para exponerla a hembras gravidas de Leptomastidea
y observar su parasitismo (ver abajo). Los pseudocdccidos usados para las pruebas de
hospederos alternos de Leptomastidea fueron Maconellicoccus hirsutus (Green),
Paracoccus marginatus (Williams and Granara de Willink), Planococcus citri (Risso),
Dysmicoccus brevipes (Beardsley), Ferrisia virgata (Cockerell), Nipaecoccus nipae
(Maskell), Palmicultor sp. Y Puto barbieri (Cockerell). Estas chinches harinosas se

obtuvieron casi en su totalidad de material colectado en el campo, y solo P. marginatus fue
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provista por el Departamento de Agricultura de Puerto Rico. Se utilizaron varias técnicas y
varias plantas hospederas para la cria de las diferentes especies de pseudocdccidos y se

usaron tubérculos de papas, plantulas de palma de coco y plantas de Acalypha sp.

Las especies M. hirsutus, P. marginatus, P. citri, D. brevipes y F. virgata, fueron
criadas en tubérculos de papa y con técnicas utilizadas exitosamente por Sagarra et al.
(2001). Las papas se lavaron con una solucion de hipoclorito de sodio 1% (Clorox®) por
15 min. y se dejaron secar por al menos dos horas. Las papas se cubrieron con tela negra y
se colocaron en un lugar oscuro para estimular su germinacién. Una vez tuvieron brotes se
procedid a infestar las papas con no menos de 10 hembras gravidas de chinches harinosas.
Las papas se colocaron sobre porta vasos de cartdn para evitar que se dafaran; dicha
técnica le proveyd una buena aeracion a las papas. Luego se colocaron en jaulas plegables
de aluminio, plexiglass® y tela ultrafina. Las papas se mantuvieron cubiertas con una tela
negra para retrasar el crecimiento vegetativo de los brotes en las papas y de esta manera

prolongar su vida util.

Para la crianza de N. nipae y Palmicultor sp. se usaron plantas de palma de coco
que se infestaron con al menos 10 hembras gravidas. Las plantas de Acalypha sp. se
infestaron con igual nimero de hembras de P. barberi. Estas hembras permanecieron bajo
condiciones de umbraculo vy aisladas en jaulas plegables de plastico y tela fina (BugDorm-

2), para evitar la contaminacion con parasitoides.
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3.3.2 Pruebas de hospedadores alternos (“two-choice test™)

En esta prueba se expuso al parasitoide a dos especies de chinches harinosas, de las
cuales una de ellas siempre fue H. pungens. Durante 30 minutos se observé bajo el
estereoscopio el comportamiento de Leptomastidea en presencia de dos especies de
pseudocdccidos. Se utilizaron un total de 10 hembras Leptomastidea con experiencia. Cada
hembra se extrajo de la colonia y se coloc6 en un frasco de vidrio de 15mm didmetro x
45mm de largo con dos especies de chinches harinosas y de diferentes estados (10

especimenes por especie) para un total de 20 chinches harinosas por ensayo.

3.3.3 Prueba en la planta huésped (“in-situ”)

Con esta prueba se le proveyé a las avispillas las condiciones més parecidas a las
medio ambientales. Esto se logré criando las diferentes especies de chiches harinosas en
diferentes plantas hospederas y posteriormente exponiendo estas colonias al posible ataque
de parasitoides. En esta prueba se utilizaron las colonias de pseudococcidos en su huésped
(papa, palma de coco y acalypha sp.). Estas colonias fueron expuestas a no menos de 10
hembras de L. ca. antillicola, por 72 horas y se realizaron tres réplicas con cada especie

pseudococcidos.

Para las colonias en papa con M. hirsutus, P. marginatus, P. citri, D. brevipes y F.
virgata se colocaron 4 papas infestadas por réplica que contenian aproximadamente 100
especimenes. En el caso de las plantas de Acalypha sp., éstas se utilizaron para criar a P.
barberi y P. longispinus. Se utilizaron dos plantas infestadas por réplica. Las plantulas de
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palma de coco se utilizaron para criar a N. nipae y Palmicultor sp., y se utiliz6 una planta
por réplica. Todas se mantuvieron aisladas en jaulas plegables de plastico y tela fina para

evitar la contaminacion con parasitoides.

3.4 Evaluacién de trampas pegajosas

3.4.1 Uso de trampas pegajosas para el muestreo de L. ca. antillicola y los machos de

H. pungens

Para este ensayo se selecciond el uso de trampas pegajosas por considerarlo un
método que ha probado ser eficiente en el monitoreo de enemigos naturales, y que ademas
es facil de implantar y tiene bajo costo. Se utilizaron dos trampas, de diferente color,
“Sticky Aphid White Fly Trap” 10cm x 17.5cm y la “Sticky Leafminer Trap” 10cm x
17.5cm (Lab-Seabright) (Figura 3). Este muestreo requeria la habilidad de distinguir a
Leptomastidea dentro de la trampa pegajosa, lo cual no era dificil a pesar de su pequefio
tamafio ya que sus alas tienen un distintivo patron de marcas que es Unico e inconfundible

(Figura 2).

Se escogieron dos areas de Pilosocereus royenii infectados de aproximadamente 50
plantas cada uno, en las Reserva de Pesca y Vida Silvestre de Boquerdn (Fish and Wildlife
Service Refuge) en Cabo Rojo. En cada area se establecieron cuatro réplicas, cada una
conteniendo los dos tipos de trampas. Estas fueron colocadas en el tallo de un cacto, donde
la trampa superior estaba aproximadamente a 2.0 m del suelo y para un total de ocho

réplicas. El arreglo de las trampas dentro del area fue; plantas 1 y 3 trampa amarrilla arriba
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y plantas 2 y 4 trampa azul arriba. Los tallos experimentales estaban a no menos de 3
metros de distancia uno de otros, y las trampas se colocaban a la misma altura y
orientacion respecto al sol. Durante cuatro semanas se cont6 el nimero de Leptomastidea,
asi como los machos de H. pungens, para en todos los cuadrantes de las trampas pegajosas
(101.6 cm?) (Figura 3). Solamente se tomaron en cuenta los cuadrantes centrales de la
trampa pegajosa para efectos de muestreo para un area total muestreada de 40.34 cm?’

(Figura 4).

Figura 2. Bandas en las alas de Leptomastidea.
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Figura 3. Trampas pegajosas evaluadas

3.3.2 Muestreo por 52 semanas (1 afio)

Determinada la trampa mas eficiente, se procedi6 a seleccionar 6 tallos localizados
en dos areas del bosque seco de Guanica y Cabo Rojo (3 tallos/area). Las trampas pegajosas
fueron reemplazadas semanalmente durante un afio. Se registro el nimero de
Leptomastidea, asi como el namero de machos de H.pungens. Utilizando lupas de mano
(Coddington-Magnifier-10X y 20 X). En las trampas, se utilizaron las dos lineas de cuadros
centrales (40.34 cm?) para el conteo de Leptomastidea y los machos de H. pungens de

(Figura 4).
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Figura 4. Area considerada (40.34 cm?) para el conteo de Leptomastidea y los machos
de H. pungens.
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4. Resultados

4.1 Pruebas de laboratorio

4.1.1 Crianza hasta adulto de L. ca. antillicola

Durante los ensayos realizados para determinar el periodo de desarrollo del
parasitoide L. ca. antillicola, desde oviposicidn hasta adulto, se encontrd que el desarrollo
duré entre 19 y 30 dias con un promedio de 23.8 + 5.59 dias (figura 5). EIl 90% de los
adultos, de ambos sexos, emergieron a los 25 dias luego de la Gltima ovoposicion. El
surgimiento de los machos fue mas rapido que el de las hembras, con el 50% (mediana) de
los machos emergiendo a los 21 dias y el 50% de las hembras emergiendo a los 23 dias. La
proporcion sexual estuvo ligeramente inclinada hacia la produccién de hembras, con una
proporcion entre hembras a machos de 6:5 en individuos producidos. Una comparacion
con las muestras traidas del campo indicaron una proporcion sexual de 7:5. No hubo
diferencias significativas entre estas dos proporciones en la prueba de chi-cuadrado (X*=

0.029 p>0.05 p=0.865; Figura 6).
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39



4.1.2 Comportamiento de Apareo

Usando el mismo modelo descrito por Juang-Horng y Oetting (2006), se separ6 el
proceso de apareo en 5 fases principales: (1) busqueda, (2) encuentro y aceptacion, (3)
montura, (4) cépula, y (5) post-copula. Se encontrd que el proceso de apareamiento y
cépula duran poco més de minuto y medio, con un tiempo total promedio de 1.61 + 0.25

minutos.

Una vez en el frasco de cristal, el macho comienza a caminar velozmente, con
movimientos rapidos de las antenas que al parecer usa para orientarse hacia la hembra. El
periodo de la fase busqueda resultd relativamente corto y duré en promedio solo 0.37 +
0.16 minutos. Luego de ésta corta fase de bisqueda, se inicia la fase de encuentro, que
comienza cuando el macho parece hallar a la hembra con su proximidad fisica, el macho se
acerca lentamente por la parte trasera y comienza a palpar, con las antenas y con las patas
pro-toracicas, el abdomen de la hembra. Durante esta fase, la hembra permanece
generalmente inmovil. Este periodo es todavia mas corto que en la fase de busqueda y dura
en promedio 0.29 + 0.11 minutos, y termina con la montura del macho o el rechazo por

parte de la hembra.

En la siguiente fase, comenzo el proceso de montura del macho, el cual es uno
rapido, pero bastante complejo por la diversidad de movimientos que realizan ambos
sexos. La fase inicia cuando el macho, que en la fase anterior ya estaba posicionado en la
parte trasera de la hembra, se sube sobre la hembra por la parte posterior, y rapidamente se

comienza un proceso de antenacion entre la pareja. Al mismo tiempo, la hembra
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generalmente comienza a caminar con el macho, de menor tamario, sobre ella y sin aparente
problema. El proceso de la fase montura dura en promedio 0.10 + 0.02 minutos. En esta
fase se puede dar un proceso de rechazo que suele proceder cuando la hembra comienza a
caminar rapidamente, con el macho sobre ella, lo que dificulta al macho seguir con su faena
reproductiva. Por su parte, el macho rechazado, desiste de sus avances de cortejos,
bajandose de la hembra y, en ocasiones, dando un salto, de sobre la hembra. Si la hembra

acepta la montura comienza la fase de copula.

La fase de copula comienza con un cese del comportamiento de antenacion. Esta
fase es la de mayor duracion en el proceso de apareamiento. Al comienzo, el macho
flexiona su abdomen, hace contacto con la hembra por la parte abdominal e introduce su
aedeago. Durante este periodo, la hembra permanece inmdévil hasta que el macho se
despega dando por concluido el proceso. El periodo de la fase de copula dura en promedio

0.87 + 0.19 minutos.

Una vez terminado el proceso de copula las hembras parecen frotarse o limpiarse
con las patas metatoréxicas el area abdominal trasera y las alas, mientras se frota la cabeza
y antenas con las patas protéracicas. En el macho no se observo ninglin comportamiento de

limpieza una vez terminada la copula.
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Figura 7. Tiempo promedio por cada fase de comportamiento de apareo de

Leptomastidea ca. antillicola.

4.1.3 Comportamiento de ovoposicion

Los ensayos realizados demuestran que las hembras de L. ca. antillicola siempre
prefirieron terceros estados (35%), asi como adultos pre-reproductivos de H. pungens
(49%) para ovipositar, seguido por segundos estados (16%). No se observd parasitismo en

primeros estadios.

Se describi6 el comportamiento de busqueda y de ataque de Leptomastidea en H.
pungens, el cual se asimila a su comportamiento de apareo. EI mismo fue separado en 5
fases principales: (1) busqueda, (2) sondeo del hospedador, (3) oviposicion, (4) post-
oviposicion, y (5) el reposo entre ataques. Una vez en el frasco de cristal y en presencia de
los potenciales hospedadores, las hembras encirtidas comienzan a caminar rdpidamente por

todo el frasco y comienzan a realizar un movimiento de subir y bajar las alas. En ocasiones
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permanecen inmoviles, mientras flexionan su abdomen hacia arriba y hacia abajo, quizas
soltando y flexionando los musculos que operan su ovipositor. Esta fase de busqueda por
el marco que presenta el frasco de cristal puede durar varios minutos y durante ese periodo
la hembra continda su rapida locomocion por el frasco, moviendo sus antenas hacia arriba y
hacia abajo hasta encontrar su hospedador. EI proceso de busqueda del hospedador fue

variable en duracion y durd en promedio 1.21 £ 0.88 minutos.

Luego de localizar a su potencial hospedador comienza el proceso de la fase de
sondeo. Durante esta fase la hembra palpa a su hospedador con las antenas y con las patas
protéracicas. En ocasiones la hembra se coloca sobre el hospedador para llevar acabo
dicho proceso. EI proceso de sondeo fue bastante corto y duré en promedio 0.26 + 0.25

minutos, Yy termina en el rechazo del hospedador o con el comienzo de la ovoposicion.

Una vez la hembra aparentemente determina que su presa es aceptable, comienza la
fase de ovoposicion. La fase inicia cuando la hembra se sube rdpidamente sobre la chinche
y pinchandola entre sus patas metatordcicas. Una vez la chinche esta inmovil, la hembra
desenvaina y expone su ovipositor, y comienza el proceso de penetrar la cuticula de su
hospedador. Una vez penetrada la chinche, el parasitoide hembra permanece relativamente
inmovil, aunque en ocasiones se les observé probando con su aparato bucal la cubierta
algodonosa que cubre su huésped y la mielecilla que excretan. En 5 ocasiones se observo
que el parasitoide luego de perforar a la chinche harinosa del cacto con su ovopositor
Leptomastidea parecia alimentarse de los fluidos corporales de H. pungens . EIl proceso de

ovoposicion fue bastante variable y dur6 en promedio 0.56 £ 0.45 minutos.
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Luego de finalizar la ovoposicion, comienza un periodo de limpieza que se conoce
como la fase de post-oviposicion. Durante este periodo de tiempo la hembra limpia su
cuerpo, de manera estereotipada, comenzando con el ovipositor y antes de guardarlo dentro
de su abdomen. La limpieza la hace con sus patas metatoraxicas. Esta limpieza esta
seguida por un aseo de su abdomen y las alas usando las mismas patas metatoréxicas.
Luego, comienza la limpieza de las antenas y la cabeza con sus patas protoraxicas. El

proceso de post-ovoposicién dur6 en promedio 0.96 + 1.21 minutos.

Finalmente, la fase de reposo comienza cuando la hembra termina su limpieza.
Durante esta fase la hembra permanece inmovil por varios minutos, antes de continuar con
su comportamiento normal de busqueda. El proceso de reposo duro en promedio 2.68 +

3.06 minutos. Luego de este periodo comienza nuevamente el proceso de busqueda.

Comportamiento de Ovoposicion

0.26%0.25
Sondeo del
hospedador

0.56+0.45
Ovoposicion

0.96+1.21
Post-
Ovoposicidn

Figura 8. Tiempo promedio por cada fase del comportamiento de oviposicion de
Leptomastidea ca. antillicola.
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4.2 Pruebas de especificidad

4.2.1 Prueba de hospederos alternos (“No Seleccion )

Se encontré que ninguna de las nueve especies ensayadas para determinar su
susceptibilidad como hospederos alternativos de Leptomastidea ca. antillicola  fue
ovopositada por el parasitoide. En la mayoria de las especies, L. ca. antillicola solo llegé a
la fase de sondeo. Ese fue el caso en los ensayos con Dysmicoccus brevipes,
Maconellicoccus hirsutus, Nipaecoccus nipae, Palmicultor sp., Paracoccus marginatus,
Planococcus citri, y Puto barberi. El parasitoide L. ca. antillicola se limit6 a la basqueda y
sondeo, resultando en un 100% de rechazo en los 10 ensayos realizados por cada especie.
En algunas ocasiones las hembras de Leptomatidea parecieron probar la cubierta
algodonosa de algunas especies como lo fueron la de: Nipaecoccus nipae, Planococcus citri
y Puto barberi. También, se observé que las avispillas parecian probar la mielecilla

producida por Nipaecocus nipae, Paracoccus marginatus y Dysmicoccus brevipes.

La especie donde los parasitoides llegaron mas lejos en su comportamiento de
parasitacion lo fue sobre la chinche harinosa de rabo largo, Pseudococcus longispinus. En
esta chinche las hembras completaron las fases de busqueda y de sondeo, pero fracasaron
en sus intentos de ovopositar. La notas de observacion indican que, ante el ataque, P.
longispinus caminaba rapidamente por el frasco de observacion mientras flexionaba y
contorsionaba su abdomen, evitando asi que la hembra de L. antillicola pudiese montarle e
inmovilizarle. Este tipo de comportamiento se observé en 2 de los 10 ensayos realizados

con esta especie.
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En el caso de Ferrisia virgata, que fue el hospedero reportado por Dozier (1937) en
su descripcién original de L. ca. antillicola en Puerto Rico, se esperaba que el parasitoide
usara facilmente a este posible hospedador. Sin embargo, en los ensayos se encontrd que
en multiples ocasiones durante la fase de sondeo, el parasitoide se alejaba de la chinche

dando un pequefio salto, o que subitamente encogian sus antenas al tocar la chinche.

Maés impresionante ain fue el hecho que en 20% de los ensayos se observé que una
vez la avispilla Leptomastidea se posaba sobre el pseudocdccido F. virgata no podia
zafarse. En otras 4 ocasiones, a las avispillas al parecer se le fracturaron las antenas ya que
no podian moverlas ni mantenerlas alejadas del frasco de cristal. La repeticién de la
metodologia experimental en una segunda ocasion corroboré estos resultados mediante el

uso de otra colonia de F. virgata.

4.2.2 Prueba de hospederos alternos (“Two-choice test”)

En ensayos de comparaciones de cada una de la nueve especies de chinches
harinosas con H. pungens, L. ca. antillicola fue siempre capaz de discriminar prefiriendo
esta ultima sobre las demas. Solo en H. pungens el parasitoide completé todas las fases de
comportamiento reproductivo, en cuanto a bdsqueda, sondeo y ovoposicion. Se observo
que H. pungens fue la Unica especie que L. ca. antillicola parasitd y en la Unica que esta

avispilla completo su desarrollo.

En contraste, M. hirsutus, Palmicultor sp., P. citri y P. marginatus no indujeron al

parasitoide ni a la busqueda y sondeo en presencia de H. pungens. Por otro lado las
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especies D. brevipes, F. virgata, N. nipae, P. longispinus y Puto barberi si indujeron al
parasitoide a la busqueda y sondeo; sin embargo, luego de la antenacidn siempre ocurrio el

rechazo hacia estas especies de pseudococcidos.

4.2.3 Prueba en la planta hospedera (“in-situ™)

Los resultados de las pruebas en la planta hospedera fueron cruciales, ya que esta
prueba fue la que mas se asimilé a las condiciones en la que los parasitoides encuentran a
sus potenciales hospedadores en los ambientes naturales. Aun cuando los pseudocéccidos
alternativos estuvieron anclados a su planta hospedera, no se obtuvo progenie alguna del
parasitoide L. ca. antillicola de las nueve especies provistas al encirtido. Las observaciones

se realizaron diariamente durante 30 dias.
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4.3 Evaluacidn de trampas pegajosas

4.3.1 Evaluacion de trampas pegajosas y muestreo de L. ca. antillicola y los machos
de H. pungens

Se evaluaron dos tipos de trampas pegajosas de diferente color (amarilla y azul)
con el proposito de conocer cual es mas efectiva para el muestreo de L. ca. antillicola, asi

como de los machos de H. pungens.

Se encontré que hubo diferencias significativas entre los colores de trampas
evaluadas. La trampa amarilla fue la mas eficaz, tanto para el muestreo del parasitoide L.
ca. antillicolla, como de los machos de H. pungens. En promedio, se coleccionaron 3.97
+ 4.83 parasitoides y 2.65 + 3.12 machos de H. pungens (Figura 9). El nimero de
individuos coleccionados en la trampa pegajosa de color azul fue significativamente menor
y en promedio se obtuvieron 0.34 + 0.83 parasitoides y 0.84 + 1.63 de machos de H.

pungens.

Numero Promedio de Leptomastidea X Tratamiento Namero de Machos de H. pungens X Tratamiento

10 8

[ Trampa Amarilla: 3.9677
I Trampa Azul: 0.3438

[ Trampa Amarilla: 2.6452
I Tampa Azul: 0.8438

Numero de Individuos
Numero de Individuos
~

0 . +— o

T
1 2 1 2

Tratamiento Tratamiento

(A) (B)
Figura 9. Numero de individuos colectados en las diferentes trampas pegajosas: (A)

namero promedio de Leptomastidea (B) nimero promedio de machos de H. pungens.
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4.3.2 Numeros promedio de parasitoides (L. ca. antillicola) y machos de H. pungens

durante 52 semanas

Este estudio de campo, que se llevo a cabo desde el 6 de noviembre de 2009 hasta el
29 de octubre de 2010, revela que entre las dos localidades evaluadas (Cabo Rojo y

Guaénica) los resultados fueron muy diferentes.

Durante las 52 semanas de muestreo en Cabo Rojo se obtuvo un promedio total
acumulado de parasitoides de 92.44 mientras que en Guanica se obtuvo un promedio total
acumulado de 2.77. Se observo (Figura 10-13) que el nimero de parasitoides y machos de
H. Pungens en Cabo Rojo fue mucho mayor que en Guéanica. Se encontraron (Figuras 10-
13) mas avispillas en lugares donde hay mayor numero de machos de la plaga

hospedadora.

Leptomastidea (FWS)
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Figura 10. Fluctuaciones poblacionales de Leptomastidea ca. antillicola en Cabo Rojo.
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Figura 11. Fluctuaciones poblacionales de Leptomastidea ca. antillicola en Guanica.
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Figura 12. Fluctuaciones poblacionales de H. pungens en Cabo Rojo.
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Machos de H. pungens (GUA)
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Figura 13. Fluctuaciones poblacionales de H. pungens en Guanica.

Se observo que las infestaciones activas del pseudocdccido son mayores en Cabo
Rojo, aunque el dafio mas severo se puede apreciar en Guanica. Luego de inspeccionar
varias agallas por cada localidad, se encontr6 que muchas de las agallas en Guénica estan
muertas, sin ningdn tipo de actividad tanto de la chinche harinosa como el parasitoide. Esto
puede deberse a que en Guanica las infestaciones de este chinche harinoso son mas viejas
en comparacion con Cabo Rojo. Esto explicaria ademas, el por qué el dafio que apreciamos

hoy es mayor y que las poblaciones de la plaga se han reducido significativamente.
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4.3.3 Relacion Parasitoide-Hospedador
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Figura 15. Relacion inter-especifica parasitoide-hospedador en Cabo Rojo-FWS.

El estudio de la relacion inter-especifica parasitoide-hospedador que existe ayudé a
conocer y entender mejor si hay o no una sincronia entre los ciclos de vida de ambas
especies. Se observo que en Guanica la relacion parasitoide-hospedador no puede definirse

claramente ya que el nimero de parasitoides se mantuvo casi constante. Se observo (Figura
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14) algunas fechas picos de vuelos de machos, lo que sugiere que el numero de
parasitoides presentes en Guanica es limitado. En Cabo Rojo, se observd que hay una
posible sincronia entre ambos ciclos bioldgicos. Podemos ver (figura 15) que a medida que
aumentaba el nimero de machos hubo un incremento en la cantidad de parasitoides en el
campo. Sin embargo, en la curva hubo una reduccion significativa en la cantidad de
parasitoides en Cabo Rojo y Guénica desde principios del mes de febrero de 2010 hasta

finales de marzo de 2010.
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5. Discusién

5.1 Estudio de desarrollo de Leptomastidea ca. antillicola

El estudio del desarrollo de L. ca. antillicola se llevo a cabo exitosamente. Esto se
logro mediante la utilizacion de las colonias de H. pungens criadas en la planta hospedera
del género Alternanthera spp. Este método de cria en la planta alternativa se disefio y

perfecciond durante esta investigacion.

Se obtuvo progenie de los cuatro ensayos realizados en condiciones de laboratorio.
El tiempo de desarrollo del parasitoide L. ca. antillicola fue muy similar al de otros
encirtidos, tipicamente poco menos de un mes. Por ejemplo, Sagarra et al. (2001)
obtuvieron resultados muy similares cuando criaron al encirtido Anagyrus kamali Moursi
bajo condiciones medioambientales similares. En este caso la progenie fue de 20-25 dias

después de haber expuesto las chinches harinosas a estos parasitoides.

La eclosion de parasitoides machos fue méas rapido en términos de dias en
comparacion con las hembras. Aungue es dificil determinar las causas de esta diferencia, el
fendmeno parece ser comun en encirtidos. Segun Guleg et al. (2007) y Godfray (1994)
puede explicarse por el tamafio de los machos, y por la ovoposicion diferencial de parte de
la madre que favorezca la postura de machos durante las primeras horas o dias de postura
de huevos. El hecho de que los machos eclosionen primero proveen una mayor posibilidad
de mantener su especie. Una vez los parasitoides hembras emergen ya hay machos listos

para el apareamiento lo que podria redundar en un mayor éxito reproductivo.
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5.2 Estudio de Comportamiento de Apareo

El estudio del comportamiento de apareo proveyé el entendimiento de los
procesos envueltos en la reproduccion de este parasitoide. Este estudio fue clave para
determinar cudl era el tiempo necesario para que las hembras pudieran estar gravidas y de

ese modo llevar a cabo su faena de ovoposicion.

5.3 Comportamiento de Ovoposicion

Los resultados obtenidos en los estudios de ovoposicion corresponden en gran
medida al patron de los himendpteros parasiticos. Los parasitoides himendpteros tienen
que buscar y aceptar un huésped para completar su ciclo reproductivo. Una vez que el
parasitoide tiene contacto fisico con un potencial hospedador, éste lo evalla para
determinar si es la especie y la etapa que a de utilizar para el desarrollo de su descendencia

(Van Baaren y Nenon, 1996).

Los diferentes estimulos que la hembra percibe de su hospedador suelen ser
necesarios para obtener exitosamente esta cadena de comportamiento. Asi, los parasitoides
parecen haber evolucionado su forma de comportamiento, asi como sus adaptaciones
fisiolOgicas para discriminar entre que especies y tamafios de hospedador utilizar para dejar
su descendencia y por ende poder completar su ciclo bioldgico (Nechols y Kikuchi, 1985).
Algunos aspectos del comportamiento de ovoposicion pueden estar asociados con un nivel
extremo de “instinto” y tienden a ser expresados incluso en la ausencia de experiencia

(Mowry et al., 1989; Papaj, 1993).
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El comportamiento reproductivo del parasitoide L. ca. antillicola fue detalladamente
descrito y separado en cinco fases: (1) busqueda, (2) sondeo del hospedador, (3)
oviposicion, (4) post-oviposicion, y (5) el reposo entre ataques. Hay que sefialar que, segln
Schmdith (1974), el proceso de limpieza, post-oviposicion y reposo pueden ser
considerados solo fases auxiliares, ya que no tienen que ver directamente con el proceso de
acogida y aceptacion. En este estudio se tomo en cuenta como algo importante, ya que de
esto depende el éxito reproductivo por parte de los parasitoides hembras y la produccion de

una mayor descendencia en menor tiempo.

Se utilizé como referencia el estudio realizado por Hcidari y Jahan (2000), quienes
separaron el comportamiento reproductivo del encirtido Anagyrus pseudococci (Girault), en
fases muy similares a las que se describieron en esta investigacion. El estudio de
ovoposicién reflejé una preferencia por parte del parasitoide a los estados méas grandes de la
plaga. Segun Chong y Oetting (2006), el parasitoide Anagyrus spec. nov ca. sinope,
parasitoide del chinche harinoso de Madereira, Phenacoccus medeirensis (Hemiptera:
Pseudococcidae), exhibe un comportamiento de preferencia similar, prefiriendo terceros

estadios y adultos pre-reproductivos para su desarrollo.

56



5.4 Estudio de hospederos alternativos

El parasitoide L. ca antillicola mostr6 un alto grado de preferencia para H. pungens.
Ese grado de especificidad por parte del parasitoide podria garantizar que en la utilizacion
y liberacion masiva en el campo el parasitoide ira dirigido hacia nuestra plaga objetivo H.
pungens. A su vez, no deberia representar un riesgo potencial al medio ambiente en

especial sobre las especies de chinches harinosas no objetivo (“non-target”).

De las nueve especies de pseudocdccidos ensayadas solo una mostré un
comportamiento defensivo ante el posible ataque del parasitoide. Ese fue el caso P.
longispinus. Se encontr poca literatura acerca del comportamiento defensivo en chinches
harinosas en respuesta al ataque de parasitoides. Es curioso que, dada la importancia del
control bioldgico en el combate de las chinches harinosas, se haya escrito muy poco sobre
las defensas de los pseudocdccidos frente a sus enemigos naturales. La gran mayoria de los
trabajos se limitan a describir la encapsulacién de los huevos o etapas larvales del

parasitoide por parte de la chinche harinosa (Blumberg, 1997).

Pocos trabajos informan observaciones de defensas fisicas o quimicas de los
pseudocdccidos. Uno de los pocos ejemplos es el del pseudococcido Pseudococcus affinis
(Mask.) que se defiende del encirtido Anagyrus pseudococci (Girault) mediante
movimientos violentos de su cuerpo (Hcidari y Jahan, 2000). Otro ejemplo es el de
Planococcus citri en su interaccion con el parasitoide A. pseudococci, en la que su

capacidad de defensa aumenta en instares mas maduros (Islam y Copland, 1997).
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Algunas interrogantes asoman de los resultados de las observaciones realizadas a
Ferrisia virgata durante esta investigacion. Los largos filamentos caracteristicos de F.
virgata, al parecer, sirvieron de escudo protector ante el posible ataque por parte del
parasitoide. Otro aspecto relevante es sobre la identidad taxondmica de F. virgata.
Recientemente, Gullan et al. (2010) determinaron que Ferrisia es un género muy complejo
y que especificamente en Puerto Rico pueden existir varias especies, incluyendo especies

sin describir.

Asumiendo que Dozier estaba correcto en su identificacion, es imposible al dia de
hoy saber cuél especie estudié ese autor entonces. Igualmente, dada la complejidad del
género tampoco es posible saber cual especie usamos en nuestras pruebas. Es probable
entonces que en efecto hay un miembro de Ferrisia susceptible a L. ca. antillicola pero
nuestros ensayos no asi lo reflejan. Otra posible explicacion valida es que H. pungens,
nuestra plaga invasora de interés, se haya introducido a nuestra isla junto con otra especie
muy parecida a la descrita por Dozier, y que en realidad no estemos trabajando con L. ca

antillicola sino con una especie similar.

En los estudios de preferencia proveyéndole al parasitoide dos especies de chinches
harinosas, siendo siempre una de ellas H. pungens, no se observo que el parasitoide fuera
mas alla de la fase de sondeo sobre las nueve especies de chinches harinosas alternativas.

Esto prueba el alto grado de especificidad por parte del encirtido L. ca. antillicola.

En los ensayos de comparaciones con cada una de la nueve especies de chinches

harinosas junto a H. pungens, L. ca. antillicola fue siempre capaz de discriminar
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prefiriendo esta Gltima de las demas. Solo en H. pungens, el parasitoide complet6 todas las
fases de comportamiento reproductivo, en cuanto a busqueda, sondeo y ovoposicion. Es
decir que L. ca. antillicola fue capaz de escoger los estados preferidos de H. pungens para
su desarrollo, en presencia absoluta a otras especies de chinches harinosas. Se observé que
H. pungens fue la Unica especie que L. ca. antillicola parasitd y en la Unica que esta

avispilla completo su desarrollo.

5.5 Evaluacién de trampas pegajosas

La trampas de color amarillo fueron mas efectivas para el monitoreo tanto de la
plaga como de los enemigos naturales. Estos resultados confirman los obtenidos por
Charles et al. (2010), quienes encontraron que las trampas pegajosas de color amarillo son
efectivas para el muestreo tanto de parasitoides como de machos de pseudocdccidos. Las
trampas de color amarillo son un método efectivo y econémico de muestreo, tanto para el
parasitoide L ca. antillicola como de los machos de H. pungens. Mediante su uso se
pudiera predecir cuando realizar la liberacion inicial de parasitoides en lugares donde éste

no esté presente.

En adiccion, una vez liberados los parasitoides en el nuevo ambiente, se puede
monitorear el establecimiento de las poblaciones y determinar si hay que reforzar el control
biolégico liberando mas individuos en periodos especificos para mantener las poblaciones
en niveles donde puedan mantener la plaga bajo el umbral de dafio. De este modo se puede

reducir significativamente la dispersion de la plaga en lugares de reciente introduccion.
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5.6 Relacion parasitoide/hospedador

Concluidos los muestreos realizados por 52 semanas para conocer las fluctuaciones
poblacionales del pseudocdccido H. pungens y el parasitoide L. ca. antillicola. Se pudo
apreciar una relacion directamente proporcional entre la densidad parasitoide-hospedador.
Segln Begon et al. (1986), existe una respuesta de agregacion de parte de los parasitoides
hacia sus presas en donde los parasitoides pasan mayor tiempo en lugares donde hay més
hospedadores, lo que a su vez aumenta sus probabilidades de completar su ciclo bioldgico.
Estos pueden ser considerados factores intrinsecos de la especie, ya que son factores

determinantes para la supervivencia.

En el caso de parasitoides, hay una relacion directamente proporcional presas/parasitoide
en donde, segin aumente o disminuya el nimero de hospedadores, va a aumentar o
disminuir las probabilidades de supervivencia. Sin embargo, en la curva hubo una baja
significativa en la cantidad de parasitoides en Cabo Rojo y Guanica, desde principios del
mes de febrero de 2010 hasta finales de marzo de 2010. Esto puede atribuirse a factores
externos. En una investigacion realizada por Tingle (1985), concluye que L. dactylopii es
mas eficiente que L. abnormis a temperaturas mas altas, mientras que L. abnormis es un
agente de control biologico efectivo a temperaturas mas bajas. Estas diferencias pueden
explicar la observacion realizadas por Hennekam et al. (1987) en un Stephanotis
invernadero, que L. abnormis desplazado L. dactylopii en otofio, después del control

bioldgico exitoso por esta Ultima especie durante el verano.
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El muestreo de plagas es parte integral de cualquier programa de manejo integrado.
Un programa de muestreo efectivo determina cuél es la abundancia de la plaga y de sus
enemigos naturales. Ademas, el uso de meétodos efectivos de muestreo nos ayuda a
predecir dafios y tomar decisiones correctas sobre el manejo de plagas y sobre la
efectividad de sus enemigos naturales (Geiger y Daane, 2001). En esta investigacion, la
trampa de color amarillo mostr6é ser méas efectiva para el monitoreo tanto de la plaga (H.
pungens) como los parasitoides. Recientemente, Charles et al. (2010) utilizaron trampas
pegajosas amarillas para el monitoreo de parasitoides de pseudococcidos en campos de

vifiedo obteniendo datos representativos y fidedignos por un periodo de 17 afios.
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6. Conclusiones

Se establecieron métodos y observaciones de comportamiento necesarias para la
cria de laboratorio de Hypogeococcus pungens y Leptomastidea ca. antillicola por
primera vez.

El parasitoide Leptomastidea ca. antillicola se pudo reproducir bajo condiciones de
laboratorio obteniendo una progenie fértil.

Lesptomastidea ca. antillicola mostr6 un comportamiento reproductivo de alta
especificidad para Hypogeococcus pungens, por lo que no deberia representar un
riesgo potencial el utilizarlos en programas de control bioldgico clasico.

Las trampas de color amarillo mostraron ser un método de muestreo eficaz para H.
pungens y L. ca. antillicola.

Todas las observaciones de los ensayos de especificidad demuestran que ésta
especie de Leptomastidea tiene un comportamiento de alta especificidad sobre H.

pungens.
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