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RESUMEN
Diaphorina citri Kuwayama es vector de las bacterias Candidatus Liberibacter spp. responsables
del Huanglongbing, considerada la enfermedad mas devastadora de los citricos. Esta no ha sido
reportada en Uruguay, pero su presencia en paises limitrofes y del vector en la zona norte del
pais coloca a la citricultura en una situacion de alto riesgo. Chrysoperla externa (Hagen) es un
enemigo natural que ha sido encontrado en forma frecuente y abundante en predios citricolas
con presencia de la plaga. Se destaca por su voracidad de larvas, capacidad de busqueda,
resistencia a algunos insecticidas y plasticidad ecoldgica. Con el propésito de valorar su
potencialidad como agente de control biologico de D. citri se plantearon dos objetivos: 1-Evaluar
el consumo y la preferencia de C. externa por distintos tamafios de D. citri y 2- Determinar la
respuesta funcional de C. externa cuando es alimentada con ninfas grandes de D. citri. Los
estudios se realizaron a 25°C y 70 £ 5% HR, en placas de Petri utilizando larvas de tercer estadio
de C. externa y distintos tamafios de D. citri en los ensayos de consumo y preferencia, y ninfas
grandes en respuesta funcional, el tiempo de exposicién fue de 60 minutos. Se realizaron
ensayos “sin eleccién” con cuatro tratamientos de presa: huevos, ninfas chicas (estadios 1 y Il),
ninfas grandes (estadios Ill, IV y V) y adultos. En ensayos “con eleccion” se evaluaron
combinaciones de a pares de todos los tamafios. La disponibilidad de presas fue de 75 individuos
por tamafio. La respuesta funcional se estimé con densidades de presa de 0, 25, 50, 75, 100 y
125. En “sin eleccion” se encontré un efecto del tamafio de presa (P < 0,0001). El mayor consumo
correspondio a huevos, seguido de ninfas chicas y grandes que, a su vez, fueron mayores que
adultos (P < 0,05). En ensayos “con eleccién” se comprobd preferencia por ninfas grandes frente
a huevos (Z =-2,80, p = 0,005) y adultos (Z = -2,71, P = 0,017), ninfas chicas sobre huevos (Z =
-2,81, P=0,005) y de adultos sobre huevos (Z =-2,47, P=0,013). Estos estudios mostraron que
C. externa se aliment6 de todos los tamafios de D. citri, pero el consumo fue mayor con presas
pequefas y, cuando puedo optar, prefirid tamafios intermedios. La respuesta funcional de C.
externa es de tipo Il, el coeficiente de ataque 2,54 + 2,11 y el tiempo de manipulacion 0,0012 £
0,002. Estos resultados indican que es un depredador eficiente a bajas densidades de presa. Se
demostro, entonces, que C. externa tiene buen potencial de depredacion de D. citriy podria ser

util en control biolégico aumentativo o de conservacion.

Palabras claves: control bioldgico, huanglongbing, psilido asiatico de los citricos, depredador
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PREY SIZE PREFERENCE AND FUNCTIONAL RESPONSE OF Chrysoperla externa
(NEUROPTERA: CHRYSOPIDAE) OVER Diaphorina citri (HEMIPTERA: PSYLLIDAE)

SUMMARY
Diaphorina citri Kuwayama is a vector of the bacteria Candidatus Liberibacter spp. responsible
for Huanglongbing, considered the most devastating citrus disease. It has not been reported in
Uruguay, but its presence in neighboring countries and of the vector in the northern part of the
country places citrus in a high risk situation. Chrysoperla externa (Hagen) is a natural enemy
that has been found frequently and abundantly in citrus farms with the presence of the pest. It
stands out for its voracity of larvae, search capacity, resistance to some insecticides and
ecological plasticity. In order to assess its potential as a biological control agent for D. citri, two
objectives were set: 1-Evaluate the consumption and preference of C. externa for different sizes
of D. citri and 2- Determine the functional response of C. externa when fed with large nymphs
of D. citri. The studies were carried out at 25 °C and 70 + 5% RH, in Petri dishes using third
stage larvae of C. externa and different sizes of D. citri in the consumption and preference tests,
and large nymphs in functional response, time exposure was 60 minutes. “No choice” trials were
conducted with 4 treatments for prey: eggs, small nymphs (N-1, and N-Il instars), large nymphs
(N-Ill, N-IV, and N-V instars), and adults. In trials "choice" all combinations of 2 prey-predator
sizes were evaluated. Prey availability was 75 individuals per size. In functional response were
evaluated the following prey densities: 0, 25, 50, 75, 100, 125. In “no choice” an effect of the
prey size factor was found (P <0.0001). The highest consumption corresponded to eggs,
followed by small and large nymphs which, in turn, were older than adults (P <0,05). In "choice"
preference for large nymphs in prey eggs (Z = -2.80, P = 0.005) and adults (Z = -2,71, P =
0,017), nymphs in prey eggs (Z = -2,81, P = 0.005) and adults instead of eggs (Z =-2,47, P =
0,013). Chrysoperia externa fed on all sizes of D. citri, but the highest consumption was on small
prey and, when it can choose, it preferred intermediate sizes. The functional response of C.
externa is type Il the attack coefficient 2.54 + 2.11 and the handling time 0.0012 + 0.002.
Chrysoperla externa would be an efficient predator at low prey densities and with wood potential

to consume D. citri. Useful in augmentative and conservative biological control.

Keywords: biological control, huanglongbing, predator, asian citrus psyllid
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1. INTRODUCCION

Los citricos son el principal rubro exportador horti-fruticola de Uruguay, cuyo principal

producto es fruta para consumo en fresco. En este rubro participan 416 empresas, ocupando
una superficie de 14.587 hectareas, de las cuales 91% se encuentra en la zona litoral norte del
pais, en los departamentos de Salto, Paysandu y Artigas. En la zona sur, los citrus se ubican
en Montevideo, San José, Colonia y Canelones. En 2020 la produccion fue de 218.672
toneladas, de las cuales 40,5% correspondié a naranjas, 35,6% a mandarinas y 23,6% a
limones, como principales especies. La produccién va dirigida alrededor del 44% al mercado
externo, 15% a la industria y 41% al mercado interno y pérdidas (MGAP-DIEA, 2021).
Huanglongbing (HLB), Greening o enfermedad de los brotes amarillos es, en la
actualidad, el problema sanitario méas importante de los citricos a nivel mundial. Los agentes
causales de la misma son (a)-protobacterias gram-negativas (Candidatus Liberibacter spp)
asociadas a los tubos cribosos del floema. Se trasmite por dos vectores: el psilido asiatico de
los citricos Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae) y la psila africana Trioza erytreae
Del Guercio (Hemitera: Triozidae) (Bové, 2006), en los cuales las bacterias se encuentran en
la hemolinfa y glandulas salivales (Jagoueix et al., 1994). Al tiempo que D. citri se localiza en
predios citricolas de la zona litoral-norte de Uruguay (Asplanato et al., 2011), el HLB no ha sido
detectado en el pais (Pérez et al., 2019), pero se encuentra en los paises proximos: Argentina
(Outi et al., 2014), Brasil (Coletta-Filho et al., 2004) y Paraguay (SENAVE, 2017). Esto ubica a
la citricultura nacional en una situacion de alto riesgo frente a la posible introduccién del HLB.
Enlos programas de manejo de plagas en el cultivo de Citrus es fundamental minimizar
el uso de insecticidas de forma de limitar al méximo la presencia de residuos en fruta y en el
medioambiente en general. En este contexto el control bioldgico es una de las tacticas
principales y la generacion de conocimientos sobre la entomofauna benéfica asociada al psilido
en las condiciones locales es basica para el desarrollo de un plan de manejo. Dentro de los
depredadores, los crisdpidos son una familia de importancia reportada asociada al vector en
varias zonas citricolas a nivel mundial (Cortez-Mondaca et al. 2016, Sanchez et al. 2015,
Lozano y Jasso 2012). En nuestro pais los crisopidos han sido los enemigos naturales mas
abundantes, constantes y frecuentes encontrados en predios comerciales donde se encuentra
la plaga. Entre ellos se destaca Chrysoperla externa (Hagen) (Neuroptera: Chrysopidae) el cual

se caracteriza por alimentarse de insectos de cuerpo blando entre ellos D. citri (Pacheco-Rueda



et al., 2015), exhibir plasticidad ecoldgica, répida locomocién, voracidad en el consumo de
larvas (Jandui et al., 2007) y tolerante a algunos insecticidas (Haramboure et al., 2013).

Con el fin de conocer la potencialidad de C. externa como agente de control biologico de
D. citri se estudio la preferencia de larvas de tercer estadio de este depredador por los distintos
tamarfios de D. citri (huevos, ninfas chicas, ninfas grandes y adultos). Ademas, se evalud el tipo
de respuesta funcional que presentan larvas de tercer estadio de C. externa cuando se

alimentan de ninfas grandes de D. citri.

1.1. EL PSILIDO ASIATICO DE LOS CITRICOS DIAPHORINA CITRI (KUWAYAMA)

El psilido asiatico de los citricos (PAC), D. citri, descrito por primera vez en 1907 en
Shinchiku-Taiwan (Kuwayama, 1908), es originario del sudeste asiatico al igual que los citricos
(Halbert y Manjunath, 2004). Se distribuye principalmente en zonas tropicales y subtropicales
de Asia, América y parte de Africa (Shimwela et al. 2016, Halbert y Nufiez, 2004). Sus
hospederos son alrededor de 20 especies de la familia Rutacea, entre ellos los citricos (Aubert,
1987).

1.2. DESCRIPCION Y ASPECTOS BIOECOLOGICOS

Diaphorina citri es un insecto pequefio (3-4 mm de longitud) de habito diurno, en reposo
es comun verlo formando un angulo de 45° en el envés de las hojas. Salta y realiza vuelos
cortos cuando son perturbados, su dispersion a largas distancias se realiza por medio del viento
0 del ser humano. Su cuerpo es marrén moteado y se encuentra cubierto de secreciones
cerosas, o que le da una apariencia pulverulenta. La cabeza es de color castafio, presenta ojos
compuestos rojos 0 marrones y antenas filiformes de 8 segmentos (Onagbola et al., 2008) con
el apice negro (Mead y Fasulo, 2010). Las alas son membranosas, mas anchas en su extremo
apical, el patron de venacion es tipico de los psilidos (Asplanato et al., 2011). El primer par de
alas presentan manchas marrones a lo largo de sus bordes y el segundo es transparente. El
color del abdomen puede ser gris-amarronado, verde-azulado y amarillo-anaranjado
(Wenninger y Hall, 2008). En machos el extremo del abdomen es en forma de punta roma y
mas pequefio, en cambio en hembras termina en punta fina (Garcia et al., 2016).

Son hemimetabolos, es decir presentan metamorfosis incompleta y sus estados

biolégicos son huevo, ninfa y adulto. La oviposicion se produce principalmente en hojas



plegadas, peciolos, yemas axilares y en la base y el envés de hojas de los primeros centimetros
de brotes tiernos (Ammar et al., 2013). Una hembra puede oviponer hasta 800 huevos a lo
largo de su vida. Los huevos recién puestos son amarillo palido y anaranjados, con dos puntos
rojos (ojos de los embriones) proximo a la eclosion. Son de forma ovoide, la parte basal es
amplia y el extremo distal es estrecho y curvo (Tsai y Liu 2000, Garcia et al. 2016).

Las ninfas son amarillas, méviles y pasan por cinco instares hasta que emerge el adulto.
El tamafio, el desarrollo de los botones alares y la segmentacion de las antenas son las
caracteristicas mas relevantes para diferenciar los mismos. Se alimentan del floema de los
peciolos, hojas tiernas, tallos que aun no se han lignificado, y pedinculos de flores y frutos
jovenes (Chen, 1998). El primer estadio ninfal (N-I) es amarillo, no tiene esbozos alares y sus
antenas son muy pequefias. El segundo estadio (N-Il) es amarillo-anaranjado, se empieza a
observar la presencia de esbozos alares en el dorso del térax y las antenas son blanquecinas,
en algunos casos se observa una coloracion negra en el extremo de las mismas. Tanto N-|
como N-II presentan un comportamiento agregado y se encuentran debajo de hojas tiernas. En
el tercer estadio (N-I1) los botones alares se extienden desde abajo del nivel de los ojos hasta
el segundo segmento abdominal. Se empiezan a observar la segmentacion de las antenas y el
apice tiende a ser negro, su movilidad es superior a los estadios anteriores. Se sitlian en el
envés de hojas jovenes en grupos, en la base foliar o en ramas. En ninfas de cuarto estadio
(N-1V) los botones alares se extienden desde los ojos o un tercio de ellos hasta el tercer
segmento abdominal y las antenas son negras hasta la parte media distal. Se encuentran en
grupos en brotes tiernos y en ramas mas desarrolladas, son muy mdviles. Las ninfas del quinto
estadio (N-V) tienden en general a ser sedentarias, los esbozos alares estan desarrollados y
se extienden desde el margen frontal de los ojos hasta el cuarto segmento abdominal. Las
antenas son negras excepto el escapo. Se localizan en grupos en ramas hasta la emergencia
del adulto (Garcia et al. 2016, Tsai y Liu 2000) (Cuadro 1).

1.3. DANOS

Los dafios directos de D. citri son ocasionados por su alimentacion a través de su aparato
bucal pico suctor. Este posee un estilete con dos canales: canal alimenticio por donde succiona
savia y el canal salival a través del cual inyecta toxinas (Garzo et al., 2012). Produce

enrollamiento de hojas y brotes, caida de flores, defoliacion y muerte de la yema apical.



Adquieren mayor relevancia cuando hay altas poblaciones del psilido. Las plantas de vivero o
recién implantadas son las mas susceptibles (Ammar et al., 2013). Sobre la mielecilla se
desarrollan hongos sapréfitos que causan fumagina y con ello pérdidas de areas
fotosintéticamente activa, manchas en hojas y frutos constituyendo uno de los dafios indirectos

asociados a estos insectos (Wang et al., 2001).

Cuadro 1: Tamafios y duracion en dias de los distintos estados y estadios de D. citri en
condiciones controladas (25 °C, 75 - 80%HR y 13:11 luz/oscuridad) (Tomado de Tsai y Liu
2000).

Estadio Huevo  Ninfal Ninfa Il Ninfalll NinfalV  NinfaV Adulto Adulto

Hembra Macho

Tamafio 031x 0,30x 0,45 x 074x 1,01x  1,60x 3,3x 2,7x
(largoxancho 0,14 0,17 0,25 0,43 0,70 1,02 1,0 0,8
en milimetros)

Duracién en 41- 20- 158-165 1,58- 2,32 - 4,65 - 39,65 -

dias 43 2,25 1,86 2,45 5,21 43,69

1.3.1. Huanglongbing (HLB)

El dafio indirecto mas importante de D. citri es producido por ninfas IV y V y adultos por

ser vectores de las (a)-proteobacterias gram-negativas restringidas al floema: Candidatus
Liberibacter asiaticus, Ca. L. americanus y Ca. L. caribbeanus responsables del Huanglongbing
(da Graga et al. 2016, Keremane et al. 2015, Bové 2006). Huanglongbing, Greening o
enfermedad de los brotes amarillos es considerada actualmente la enfermedad mas
devastadora de los citricos a nivel mundial, por los perjuicios cualitativos y cuantitativos en el
rendimiento y muertes tempranas de arboles que provoca, que se traduce en graves pérdidas
econdmicas (Alvarez et al. 2016, Gottwald et al. 2007, Bové 2006). Los sintomas asociados a
estas bacterias son brotes, ramas amarillas 0 muerte de las mismas en parte del arbol y baja
carga de fruta. En hojas se observa moteado con patrones asimétricos con relacion a la
nervadura principal, acumulacion de almidén y reducido numero de cloroplastos en zonas de
manchas. Estos pueden confundirse con deficiencias de zinc (Batool et al., 2007). Los frutos
son asimétricos, de tamafio reducido, con semillas abortadas y en general mas acidos,

presentan rotura de color invertida (empieza a cambiar de color desde el &rea del tallo del fruto



hacia el extremo, mientras que en una fruta sana ocurre lo opuesto) y color desigual (da Graga
et al., 2016), ademas es frecuente la caida prematura de los mismos (Bové, 2006). A nivel
radicular se observa escaso desarrollo (Batool et al., 2007). En general los sintomas visuales
son variables y suelen demorar meses e incluso afios en manifestarse, lo que dificulta su
deteccion temprana y favorece su rapida diseminacion (Gottwald et al., 2020).

EI HLB no tiene cura y su manejo se basa en la prevencion y reduccion de su dispersion
mediante la implantacion de plantas sanas producidas en invernaderos bajo cubierta,
inspeccion y erradicacion de plantas enfermas y control del insecto que la vectoriza (Kimati et
al., 2005).

En el continente americano el HLB fue detectado por primera vez en el afio 2004 en San
Pablo (Brasil) (Texeira et al., 2005) y se expandié rapidamente a otras zonas citricolas del
continente. En Uruguay no se ha detectado aun (Pérez, et al., 2019) pero, por estar presente
en Brasil, Argentina y Paraguay (SENAVE 2017, Outi et al. 2014, Coletta-Filho et al. 2004), la
citricultura uruguaya se encuentra en una situacion de alto riesgo. Principalmente por las
caracteristicas de la produccidn nacional, que tiene como destino primordial el consumo de
fruta en fresco, con lo cual debe ser minima la presencia de residuos de insecticidas quimicos

que podrian generarse del control de D. citri.

1.4. MANEJO DE D. citri

Caracteristicas propias de la plaga, como ciclos biolégicos cortos, alta prolificidad,
tolerancia a temperaturas extremas y su asociacion a tejidos en crecimiento, la convierten en
un flagelo de dificil control (Grafton-Cardwell et al., 2013). Para reducir sus poblaciones es
importante integrar diferentes tacticas de manejo y minimizar el uso de insecticidas quimicos,
de forma de limitar la presencia de residuos en la fruta y los efectos en el ambiente y en la

salud de los trabajadores.

1.4.1. Control quimico

A pesar de los inconvenientes antes mencionados, a nivel mundial su manejo se basa
casi exclusivamente en aplicaciones periddicas de insecticidas quimicos de amplio espectro,
como piretroides, organofosforados, neonicotinoides, carbamatos y reguladores de crecimiento

(Naeem et al. 2016, Rogers et al. 2014). Aplicaciones foliares de los tres primeros grupos son



las méas eficaces para el control de adultos, mientras que aceites y reguladores de crecimiento
lo son para huevos y estadios inmaduros (Boina y Bloomquist 2015, Tiwari et al. 2012).

La eficacia de este tipo de manejo es limitada debido a la aparicién de resistencia a
ciertos productos comunmente usados en citricos como Imidacloprid (Tian et al., 2018) y
Thiamethoxam (Naeem et al., 2019). Por otra parte, los insecticidas quimicos pueden ejercer
un efecto no deseado sobre enemigos naturales (Rugno et al. 2019, Michaud 2004) e insectos
benéficos no objetivos como es el caso de Apis mellifera (Linnaeus) (Chen et al., 2017). Tales
consecuencias se deben en primer lugar a la toxicidad aguda (efecto letal) y en segundo lugar
a efectos sub-letales, que provocan cambios fisioldgicos y comportamentales sobre la
capacidad de apareamiento, la proporcion de sexos, la fertilidad, la fecundidad, la longevidad
de adultos y la capacidad de alimentacion (He et al. 2012, Desneux et al. 2007). Los enemigos
naturales cumplen un rol fundamental en la regulacién de las poblaciones del vector en el
campo, por lo que la eliminacién de los mismos mediante el uso intensivo de insecticidas
quimicos puede favorecer la diseminacion de la enfermedad por parte de D. citri (Qureshi y
Stansly, 2009) y el resurgimiento de plagas secundarias (Miranda et al., 2018).

Amorés (2017) determiné que para poblaciones del psilido de Uruguay los aceites
minerales y vegetales resultan adecuados sin embargo no son suficientes. Son productos de
bajo impacto para depredadores y parasitoides, de baja residualidad, no dejan residuos en las
frutas y no poseen riesgo de generacion de resistencia, por lo cual constituyen herramientas
apropiadas para un posible manejo integrado de D. citri en nuestras condiciones. Ademas,
abamectina, spirotetramat y aceites de neem mostraron ser efectivos contra el PAC y son

alternativas disponibles para rotaciones de principios activos.

1.4.2. Control biolégico

Los factores bidticos de mortalidad de D. citri como los enemigos naturales juegan un rol
importante en la supresion de este vector (Qureshi y Stansly, 2009) y constituyen una
alternativa viable, ecoldgica y autosustentable al control quimico. Los complejos de especies
de control biologico varian segun la regidn geografica e incluyen parasitoides (Hymenoptera)
(Vankosky y Hoddle, 2016), depredadores generalistas (Michaud, 2004) y hongos

entomopatégenos (Grafton-Cardwell et al., 2013).



Entre los parasitoides, Diaphorencyrtus aligarhensis (Shafee, Alam y Agarwal)
(Hymenoptera: Encyrtidae) y Tamarixia radiata Waterston (Hymenoptera: Eulophidae) son los
mas importantes. Ambas especies son parasitoides sinovigénicas, es decir, emergen con pocos
huevos maduros y a partir de recursos nutricionales acumulados en la fase larval y proteinas y
lipidos obtenidos de su alimentacién de la hemolinfa y tejidos del huésped (host feeding) se
maduran los huevos restantes (Jervis y Kidd, 1986). Diaphorencyrtus aligarhensis es un
endoparasitoide koinobionte, se alimenta en los cuatro primeros estadios ninfales del PAC y
ovipone en ninfas II-VI (Skelley y Hoy, 2004). Por su parte, T. radiata es un ectoparasitoide
koinobionte que se alimenta de ninfas Il y Ill y ovipone en ninfas Ill-V (Chen y Stansly, 2014).
Este Ultimo parasitoide es considerado uno de los enemigos naturales mas eficientes y el mas
utilizado como control biolégico clasico a nivel mundial (van Lenteren et al., 2020).

Como depredadores, los crisdpidos estan asociados al psilido, citdindose Chrysoperia
comanche (Banks), C. rufilabris (Burmeister), C. carnea (Stephens), Ceraeochrysa valida
(Banks), C. claveri (Navas) (Cortez-Mondaca et al., 2016), C. cincta (Schneider), C. cubana
(Hagen), C. everes (Banks) (Lozano y Jasso, 2012), C. dolichosvela (Freitas y Penny), C.
tucumana (Navas), Leucochrysa camposi (Navas), Chrysopodes spinella (Adams y Penny)
(Céceres et al., 2010) y C. externa (Pacheco-Rueda et al., 2015).

También actlan como agentes reguladores varias especies de coccinélidos (Khan et al.
2016, Rodriguez-Palomera et al. 2012, Qureshi y Stansly 2009), sirfidos (Kistner et al. 2016,
Michaud 2002), chinches depredadoras (Michaud, 2002), arafias (Araneae) (Hall, 2008) y
acaros (Lu et al. 2019, Fang et al. 2018, Fang et al. 2013, Juan-Blasco et al. 2012).

De estas especies de depredadores sélo algunas se encuentran disponibles
comercialmente o son criadas masivamente para el control de esta plaga. En Estados Unidos
se comercializa con este fin el crisépido C. rufilabris (Gebiola y Stouthamer, 2019) y los
coccinélidos A. bipunctata (Khan et al., 2016) e Hippodamia convergens (Guérin-Méneville)
(Qureshi y Stansly, 2011). En Cuba se liberan los coccinélidos H. convergens, Chilocorus cacti
(Linnaeus) y Cycloneda sanguinea limbifer (Casey) (Marquez et al., 2020).

En Uruguay se ha observado la presencia de los depredadores crisopidos C. externa, C.
cincta, Ceraeochrysa sp. y Leucochrysa sp. Los dos primeros son los mas frecuentemente
encontrados a lo largo del afio y, en general, de forma abundante (Pechi et al., 2016). También

se han reportado los coccinélidos Harmonia axyridis (Pallas), C. sanguinea, Curinus coeruleus



(Mulsant), Olla v-nigrum (Mulsant), Scymnus loewii (Mulsant), Cryptolaemus montrouzieri
(Mulsant), Chilocorus bipustulatus (Linnaeus), Calloeneis signata (Korschefsky), Coleomegilla

quadrifasciata (Schonherr) y Eriopsis connexa (Germar).

1.4.2.1. Chrysoperla externa

El uso de crisopidos en control biolégico ha sido realizado principalmente mediante
liberaciones inundativas (Pappas et al. 2011, Senior y McEwen 2001) y técnicas de
conservacion (Weihrauch 2008, Hagen et al. 1999). Chrysoperla es considerado uno de los
géneros mas importantes de este grupo (Canard y Principi, 1984), dentro del cual C. externa
presenta un gran potencial de depredacién de insectos plagas de cuerpos blandos en fases
inmaduras y adultas, alta tasa reproductiva (Albuquerque et al., 1994), rapida locomocion en
estado larval (Jandui et al., 2007) y tolerancia a algunos insecticidas (Haramboure et al. 2013,
Rimoldi et al. 2012,). Es una especie neotropical de amplia distribucion, presente desde el sur
de Estados Unidos hasta América del Sur (Adams y Penny, 1985) y se encuentra en diferentes
habitats (Olazo y Reguilon, 2008). Estas caracteristicas la hacen promisoria como agente de
control bioldgico en programas aumentativos (Gamboa et al., 2016). En estado larval es
depredador mientras que el adulto se alimenta de polen, néctar y mielecilla (Salamanca et al.,
2010). El adulto tiene habito crepuscular, por lo que es comun verlo volar sobre cultivos en el
atardecer y la noche (Monje et al., 2012).

Los adultos son de color verde claro, en vista dorsal desde la base de cabeza hasta el
apice del abdomen se observa una franja amarilla longitudinal. Las antenas son amarillas sin
marcas, tienen aproximadamente 81 flagelomeros, los artejos basales se caracterizan por ser
mas anchos que largos y la longitud de las antenas es mas corta que la expansion alar. La
frente es amarilla-crema, el aparato bucal es masticador, con genas y mandibulas con manchas
rojizas. El vértex es de color amarillo con estrias. El térax es verde, en el pronoto con bandas
laterales rojizas, en cambio el meso y metanoto no poseen manchas. Las patas son amarillas.
Presenta dos pares de alas membranosas largas, delgadas y traslicidas. El abdomen es verde-

amarillento y no presenta marcas (Adams y Penny, 1985) (Figura 1).



Figura 1: Adulto de Chrysoperla externa

Presentan un desarrollo de tipo holometabolo. Los huevos son de forma oval, la
superficie es lisa y en el extremo distal presenta una estructura microcapilar (opérculo).
Ademas, se caracterizan por presentar un pedicelo hialino de 4-6 mm. Su color varia desde
verde a crema previo a la eclosién y son colocados individualmente. Las larvas son
campodeiformes, pasan por tres estadios, los cuales no muestran diferencias notorias entre si.
La cabeza es prognata y aplanada, posee un aparato bucal suctor en forma de pinzas,
consecuencia de la fusion de las mandibulas con las maxilas. En el interior de éstas hay un
canal membranoso a través del cual inyecta enzimas digestivas a las presas y luego succiona
el fluido de las mismas. Posee antenas filiformes multisegmentadas y cortas por encima de las
mandibulas, no presentan ocelos al igual que los adultos. En cada segmento del torax y en los
del abdomen a excepcion de los dos Ultimos posee un par de tubérculos laterales con pelos.
Las patas son largas, cursoras y en el extremo tienen un empodio. La pupa es verde, posee
los apéndices libres (exarata) y se encuentra dentro de un cocdn o capullo blanco, esférico de
textura apergaminada, compuesto por finos hilos de una sustancia mucoproteica secretada por
tubos de Malpighi (NUfiez, 1989).

1.4.2.2. Preferencia de los depredadores por las presas
El caracter generalista de muchos depredadores ha generado controversia acerca del
impacto sobre otras especies no blanco por su uso en practicas de control biologico. Sin

embargo, también se pueden encontrar algunas ventajas en dicha caracteristica, como la



habilidad de colonizacion, la persistencia temporal y los habitos alimenticios oportunistas que
los hacen importantes agentes de control bioldgico. Mas alla de estos beneficios, la realizacion
de investigaciones previas se hace indispensable antes de su introduccién en forma masiva
dentro de un ecosistema, ya que existe un riesgo ambiental considerable (Ehler, 1990). La
evaluacion de la preferencia y el rango de hospederos presa contribuyen a evitar tales riesgos
al méximo posible (van Driesche y Bellows, 1996).

La preferencia por las presas se encuentra asociada a distintos factores, como el valor
nutricional de éstas, el cual ejerce un efecto positivo en su performance, produccion de huevos
(Pitwak et al. 2016, Salamanca et al. 2010), longevidad de adultos (Pitwak et al., 2016) y tiempo
de desarrollo y capacidad de completar el ciclo (Giffoni et al., 2007). También influye el tamafio
de la presa (Brose, 2010) y su comportamiento anti-depredador (Magalhaes et al., 2005), y la
facilidad de ataque del depredador (Eubanks y Denno, 2000). El tamafio de presa tiene un
efecto directo en el tiempo de manipulacion y en la tasa de encuentros (Brose, 2010), mientras
que la facilidad de ataque se encuentra asociada a la capacidad del depredador de detectar
presas y alimentarse de ellas, y las defensas exhibidas por las mismas (Chailleux et al. 2013,
Venzon et al. 2002, Guershon y Gerling 1999).

Es por ello que la determinacion de la preferencia alimenticia en un contexto depredador-
presa se enfrenta con dificultades especiales dado que, en general, las presas no se presentan
al depredador como iguales alternativos posibles. Preferencia no puede ser definida
simplemente en términos de la relacion de las proporciones de alimentos consumidos por el
depredador comparado con la proporcion de alimentos en el ambiente (Ivlev 1961).
Claramente, tales medidas estan equivocadas en los casos donde el depredador es capaz de
capturar un gran porcentaje a baja densidad de alimentos y solo un bajo porcentaje a alta
densidad de éstos. En otras palabras, la proporcion de las diferentes presas capturadas refleja
no solo sus densidades relativas, sino también su facilidad de captura, gobernada por factores
como capacidad de ataque del depredador, mecanismo de escape de la presa, cobertura
protectora, existencia de refugios, etc.

Un método experimental que toma en cuenta estos factores es definir la preferencia
comparando las capturas en un ambiente de multiples presas con las capturas que se realizan
en varios ambientes de presas simples (Rapport y Turner, 1970). De este modo, la comparacion

del numero de presas consumidas cuando estan ofrecidas separadas con el nimero cuando
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las presas estan expuestas simultdneamente (segun disefio experimental de Underwood y
Clarke, 2005) contribuye a definir si existe preferencia por algun tipo de alimento. Asi, de
acuerdo a estos autores, preferencia seria un comportamiento que acarrea como resultado un
consumo no predicho a partir del comportamiento cuando no hay otra opcion disponible. En
estos experimentos, ofrecer las presas en forma separada es una forma de ‘control’ por la
posibilidad que algunos tipos de presas sean consumidas a tasas diferentes aun si no existe
preferencia por los depredadores (Taplin, 2007).

Por estar incluido en la categoria de depredadores generalistas, C. externa se alimenta
de una amplia diversidad de especies, pero presentan distintos grados de especificidad o
preferencia por algunas (Albuquerque et al., 2012). Ante la posibilidad de recurrir a esta especie
como agente de control bioldgico de D. citri, resulta de interés conocer su preferencia por los

distintos estados y tamafios de la misma.

1.4.2.3. Respuesta funcional

La disponibilidad de alimento, competencia, dispersion, factores fisicos e interacciones
entre el depredador (o parasitoide) y la presa influyen sobre la eficacia del primero. EI nimero
de presas, en un tiempo determinado, que un depredador individual puede consumir, o el
numero de hospederos que puede atacar un parasitoide, esta en funcién de la densidad de
presas 0 hospederos y se conoce como respuesta funcional (Juliano 1993, Holling 1966, Holling
1965). Es de utilidad para describir el parasitismo o depredacién de un determinado enemigo
natural debido a que afecta el desarrollo, reproduccidn y sobrevivencia del mismo (Garcia et
al., 2007). Ademas, es una herramienta importante de evaluacion de la potencialidad de un
agente de control biologico, porque relaciona el consumo per capita de un depredador con la
densidad de alimento disponible (Jumbo et al. 2019, Milonas et al. 2011) y permite estimar la
densidad asintotica de presas, por encima de la cual aumenta la probabilidad de escape de las
presas (Begon et al., 1996). Asimismo, los pardmetros de la respuesta funcional son de utilidad
para comparar enemigos naturales, distintos estadios y condiciones ambientales (Thompson,
1975). En términos evolutivos, la respuesta funcional puede ser util para comparar diferentes
especies o0 poblaciones de presas y encontrar evidencias de coevolucién diferencial entre presa
y depredador (Juliano y Williams 1987, Houck y Strauss 1985, Livdhal 1979).
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Los factores que influyen en el tipo de respuesta funcional son la especie de presa, su
tamario, apariencia y tipo de distribucion, disponibilidad de presas alternativas, preferencia del
depredador, estadio y el nivel de hambre del mismo (Holling, 1965). La variacién de la tasa de
consumo fue clasificada por Holling en 1959 en tres tipos (I, Il y lll) (Figura 2). La respuesta
funcional del tipo | se presenta cuando el nimero de presas consumidas por unidad de tiempo
aumenta en forma lineal con relacién al nimero de presas disponibles hasta un maximo a partir
del cual permanece constante (a’ o coeficiente de ataque es constante). En este tipo de
comportamiento exhibe una tasa de depredacion independiente de la densidad de presa y es
habitual en animales filtradores (Holling, 1959) o en parasitoides generalistas (por ejemplo:
Trichogramma spp) (Cabello y Varga, 1988). Los enemigos naturales con este tipo de
respuesta son idéneos para su uso en lucha bioldgica por aumento mediante sueltas
inundativas o masivas (para conseguir un efecto de choque a corto plazo) (Cabello et al., 2012).

En la respuesta tipo Il, el consumo de presas se incrementa con la densidad de las
presas (a’ es también constante) pero la velocidad de consumo se va ralentizando hasta
alcanzar un valor asintético en la cual se expresa la maxima tasa de ataque. Ello ocurre por
efecto del incremento del tiempo de manipulacion (Th) de la presa por el depredador que se va
incrementado con la densidad. Tk se define como el tiempo dedicado a perseguir, dominar,
consumir y digerir las presas, y a prepararse para la siguiente busqueda. El incremento de Th
reduce el tiempo de busqueda, lo que resulta en una relacion denso-dependiente inversa, lo
que implica que las presas a altas densidades poblacionales tendran una menor probabilidad
de ser atacadas que cuando estan a densidades bajas. Este tipo de relacion es comun en
insectos depredadores y parasitoides especialistas (Fernandez-Arhex y Corley 2004, Mitchell
y Brown 1990, Holling, 1959).
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Figura 2: Tipos de respuesta funcional segun Holling (1959).

Finalmente, la respuesta tipo Ill se presenta cuando existe un coeficiente de ataque (@)
que no es constante; el numero de presas consumidas por unidad de tiempo se acelera con el
aumento de la densidad de presas, hasta que el tiempo de manipulacion comienza a limitar su
consumo; su representacion gréfica tiene una curva sigmoidea o en “S” (Juliano, 1993). Este
tipo de respuesta produce, a bajas densidades de presa, una mortalidad denso-dependiente
directa. Es por esta razén que solo la respuesta de tipo |1l es potencialmente estabilizadora de
la dinamica presa—depredador y es importante destacar que esto sucede a bajas densidades
de la presa (Hassell et al., 1977). Una vez superado el punto de inflexién, la curva se parece a
la descrita para la respuesta de tipo Il.

Segun Holling (1959), el tipo Ill es caracteristico de vertebrados y algunos invertebrados
generalistas que, de acuerdo a la abundancia de presas, se alimentan de diversas especies 0
cambian su eficiencia de captura conforme al costo de busqueda del alimento (Mitchell y Brown,
1990, Holling 1959). La capacidad de detectar presas a bajas densidades es uno de los factores
importantes al momento de seleccionar un agente de control biologico (Van Alebeek et al. 1996,
Van Lenteren, 1986) la cual esta asociada al comportamiento del tipo Ill. Ademas, los enemigos
naturales que presentan el tipo lll de respuesta funcional son los idoneos para su utilizacion en
lucha bioldgica por aumento inoculativo (baja tasa de liberacion y efecto de colonizacion a

mediano plazo) (Téllez et al., 2020).
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1.5. OBJETIVOS
1.5.1. Objetivo general

Evaluar la potencialidad de Chrysoperla externa como agente de control biolégico de

Diaphorina citri.

1.5.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la preferencia de C. externa por presas de distinto estado y estadio de
desarrollo de D. citri.

2. Determinar el tipo y los parametros de la respuesta funcional de larvas de tercer estadio
de C. externa cuando son alimentadas con ninfas grandes (estadios I, IV y V) de D.

citri.
1.6. HIPOTESIS

Chrysoperla externa es potencialmente efectiva como agente de control biolégico sobre

poblaciones locales de D. citri.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1.LUGAR DE REALIZACION Y MATERIAL BIOLOGICO UTILIZADO

Los estudios se llevaron a cabo en los laboratorios de la Unidad de Entomologia de la

Facultad de Agronomia de la Universidad de la Republica (Montevideo, Uruguay) y de la
Estacion Experimental Salto Grande del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA)
(Salto, Uruguay), en el periodo comprendido entre diciembre de 2017 y diciembre 2018.

Los individuos de D. citri utilizados como presas provinieron de una colonia instalada en
INIA Salto Grande (Figuras 3 y 4), al tiempo que los depredadores fueron extraidos de una
colonia multiplicada en la Facultad de Agronomia (Figura 5).

Figura 4: Ninfa de quinto estadio (izquierda) y adulto de D. citri (derecha) (Foto de
adulto de V. Galvéan)
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Figura 5: Larva de tercer estadio de C. externa

Los adultos de C. externa fueron alimentados con una dieta artificial similar a la utilizada
en el Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico (CNRCB) de Tecoman (México)
(Palomares-Pérez et al., 2017) y las larvas consumieron huevos de la polilla mediterranea de
la harina Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) provenientes de una cria en
marcha en la Facultad de Agronomia. Las colonias de presas y depredadores se originaron en
colectas realizadas en montes citricolas de Salto y se mantuvieron en condiciones controladas

de 25 + 2 °C de temperatura y 70 £ 5% de humedad relativa hasta la realizacion de los estudios.

2.2. CONDICIONES GENERALES DE LOS EXPERIMENTOS

Las unidades experimentales, utilizadas como arenas, consistieron en placas de Petri de
5,5 cm de diametro en las cuales se colocaron cuatros discos de papel toalla humedecidos y
un disco de ‘limén cravo’ (Citrus limonia) libre de aplicaciones de insecticidas. Las placas de
Petri fueron cubiertas con film perforado (orificios realizados con aguja histolégica) para evitar
el escape de los insectos y la condensacion de humedad (Figura 6). Los ensayos se realizaron
en una camara climatizada a 25 + 2 °C de temperatura, 70 £ 5% de humedad relativa y 16:8
hs (Luz-Oscuridad) de fotoperiodo. El tiempo de exposicion de las presas al depredador fue de
una hora, siguiendo a Collins et al. (1981) y lo observado en nuestros propios ensayos
preliminares evaluando la voracidad de las larvas y la disponibilidad de presas. Las larvas del
depredador tuvieron un ayuno de 24 horas previo a los ensayos para estandarizar el nivel de
inanicién, siguiendo las experiencias de Costa et al. (2020) y Maselou et al. (2015). Las

observaciones se realizaron bajo microscopio estereoscdpico x 40 (Olympus modelo SZ51).
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Figura 6: Unidad experimental: placa de Petri de 5,5 cm de didmetro con cuatros discos de

papel toalla humedecidos y un disco de ‘limén cravo’ (Citrus limonia)

2.3. ENSAYOS “SIN ELECCION” DE PRESAS

Para conocer si C. externa se alimenta de los distintos tamafios de D. citriy su capacidad
de depredacion sobre los mismos se realizaron ensayos “sin eleccién” (no-choice), técnica que
consiste en exponer al depredador a un solo tipo de presa y contabilizar el nimero de individuos
consumidos durante un periodo de tiempo. Como presas se utilizaron todos los estados de
desarrollo de D. citri, agrupados segun tamafio en el caso de las ninfas, lo que llevo a los
siguientes tipos de presas: huevos, ninfas pequefias (estadios | y II), ninfas grandes (estadios
lIl, IV'y V) y adultos. Se evalué el tercer estadio larval de C. externa por ser el mas voraz
(alrededor del 70-80% del consumo total de presas durante el desarrollo larval) (Albuquerque
etal. 2012, Cardoso y Lazzari 2003). En cada unidad experimental se expusieron 75 individuos
de la presa segun tipo a la accién de una larva del depredador en el estadio ya indicado. Se
realizaron 10 repeticiones por tipo de presa.

Debido a que las diferentes opciones y sus repeticiones no pudieron realizarse en forma
simulténea, lo que las convirtié en pseudo-repeticiones (Wajnberg y Haccou 2008, Hulbert
1984), el andlisis de los resultados se realiz6 mediante Modelos Lineales Generalizados
(MLGZ) (Agrestis 2015, Turlings et al. 2004) que permiten obviar dicho problema. Los modelos
se ajustaron por estimacion de méaxima verosimilitud con el procedimiento de GenLin, con
errores segun distribucion de Poisson y funcién de enlace logaritmico. Los valores medios

fueron comparados mediante pares, usando el test de Wald, a P = 0,05.
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2.4. ENSAYOS “CON ELECCION” DE PRESAS

De modo de determinar la preferencia, segin el indice de Manly’s (Manly, 1972), del
tercer estadio de C. externa por los distintos tipos de presa de D. citri, se realizd un ensayo
‘con eleccion” (choice) de presas. Esta técnica consiste en exponer al depredador a mas de un
tipo de presa en forma simultanea y registrar el nimero de individuos consumidos de cada uno
durante un periodo de tiempo. Se evaluaron las siguientes combinaciones de tipos de presas
tomadas de a dos: huevos y ninfas pequefias, huevos y ninfas grandes, huevos y adultos,
ninfas pequefias y ninfas grandes, ninfas pequefas y adultos, y ninfas grandes y adultos. En
cada unidad experimental se colocaron 75 individuos de cada tipo de presas, segun la
combinacién a evaluar, junto a un individuo del depredador. Al culminar el periodo de
exposicion se contabilizé el numero de individuos depredados de cada tipo y a partir de ello se
calculo el indice de preferencia antes mencionado.

Los valores correspondientes a las presas consumidas en cada ensayo fueron

expresados mediante el indice de preferencia Betaz de Manly’s (Manly, 1972):

Betax=Ln (R/r) / (Ln (B/b) + Ln (R/r))

siendo R el numero ofertado de la presa 1y r el nimero no depredado de la presa 1y B el
numero ofertado de la presa 2 y b el nimero no depredado de la presa 2. A su vez, en cada
grupo de ensayos, los indices calculados fueron comparados mediante el test de Wilcoxon. En
ambos casos se utilizo el software estadistico IBM SPSS, versién 23.0 (IBM, 2014). Al igual
que en el estudio “sin eleccion” de presas, las repeticiones no se realizaron simultaneamente,

siendo en realidad pseudo-repeticiones.

2.5. ENSAYOS PARA EL CALCULO DE LA RESPUESTA FUNCIONAL

El estudio de la respuesta funcional se realiz6 utilizando ninfas grandes (N-IIl, IV y V),
tipo de presa preferida por este crisdpido en los estudios antes mencionados, y sin reposicion
de presas durante el ensayo. El numero de presas utilizadas fueron: 0, 25, 50, 75, 100 y 125.
Los valores maximos y minimos fueron establecidos en base a ensayos preliminares de

consumo de presas por parte de este depredador.
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2.5.1. Célculo de la respuesta funcional

A partir de los datos del nimero de presas consumidas, se efectuaron dos tipos de
analisis estadisticos para el calculo de la respuesta funcional. En primer lugar, con todos los
datos de presas se realizo una regresion logistica entre la proporcidn de presas consumidas y
el nimero de presas ofrecidas (conocido como densidad de presas), segun la funcién
polinémica utilizada por Juliano (1993). Para ello, se aplicé la ecuacion:

N, EXP(Py+ PiNy + P,N§ + P3Ng)
No 1+ EXP(Py+ PNy + P,N2 + P;N@)

donde Ne es el numero de presas consumidas, No es el valor inicial de presas ofrecidas y Po,
P4, P2y Ps son los coeficientes de corte, lineal, cuadratico y cubico, estimados mediante
regresion logistica. Se utilizo para ello el procedimiento de regresion logistica y estimacion de
méxima verosimilitud mediante el software estadistico Statgraphic Centurion XVI version
16.1.18 (Statgraphics, 2010). Cuando el coeficiente P1 fue significativamente igual a cero se
consider6 una respuesta funcional tipo | (se considero valor distinto de cero cuando dicho valor
no estaba incluido en su intervalo de confianza); un valor de Pr significativamente negativo
indicd una respuesta funcional tipo Il y un valor de Ps significativamente positivo indicd una
respuesta funcional tipo III.

En segundo lugar, con los valores medios del numero de presas depredadas a cada
densidad de presas ofertadas (expresados en dias), se ajustaron los datos a los tres tipos de
respuesta funcional, utilizando las ecuaciones dadas por Hassell (1978) y Cabello et al. (2007),

como se detalla a continuacion:

a. Respuesta funcional tipo | (Hassell, 1978):
N, = N[1 — EXP(—a'TP)]

donde Na representa el numero de presas atacadas, N es el numero de presas ofrecidas,
a’es el coeficiente de ataque (dias"), T es el tiempo de exposicion de la presa al depredador
(en dias) y P es el nimero de depredadores presentes. Se considerd P = 1 (depredador) y T =
1 (dia).
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b. Respuesta funcional tipo Il (Hassell, 1978):

N, = N{l — EXP [a’P (T - Thzivaﬂ}

donde Th es el tiempo de manipulacion o tiempo invertido en la captura, manipulacion e
ingesta de la presa (en dias) y el resto igual que en la ecuacién anterior. Igualmente, se

consideré P = 1 (depredador) y T = 1 (dia).

c. Respuesta funcional tipo Ill (Cabello et al., 2007):

aNP

N,=N{1-EXP|- —
(1 + T, (EXP(—=a) — DN) (T - %)

donde a mide el potencial de depredacion (valor comprendido entre 0y 1) y el resto igual que
anteriormente. También se considero P = 1 (depredador) y T =1 (dia).

Los ajustes a las ecuaciones anteriores se realizaron mediante regresion no lineal
usando el software estadistico Tablecurve 2D, version 5.0 (Jandel Scientific, 1994). Para elegir
el mejor tipo de ajuste se utilizé el indice de Akaike corregido (AICc), que es un estadistico mas
preciso para la comparacién entre modelos que el coeficiente de regresion (R?) (Motulsky y
Christopoulus, 2003). Sin embargo, dicho coeficiente también se calculd para establecer la
bondad de los ajustes de regresion no lineal, en cada tipo de respuesta funcional; dichos
valores no son comparables entre tipos de respuesta funcional al presentar diferentes grados
de libertad. Lo que se obvia con la utilizacién del AlCc.

2.5.2. Determinacion del tiempo de busqueda vy el tiempo de manipulacion

Todas las repeticiones del ensayo de respuesta funcional fueron filmadas con una
camara de video (Panasonic HC-V250) (Figura 7). Posteriormente, en una computadora se
observé el video, se registro el tiempo de busqueda (Ts) (tiempo desde que deja una presa y
encuentra la siguiente) y el tiempo de manipulacién (Th) (captura, manipulacién e ingesta de
cada presa) de cada repeticién y se asoci6 al numero acumulado de presas consumidas en

todos los tratamientos y repeticiones.
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Figura 7: Filmacion de los ensayos de respuesta funcional

El disefio experimental utilizado fue univariante factorial, considerando dos factores:
densidad de presas y numero acumulado de presas consumidas, asi como su interaccion. El
numero de repeticiones por factor fue variable porque los depredadores no consumieron el
mismo numero de presas que, como no se realizaron simultaneamente, se consideraron
pseudo-repeticiones. Por ello, los datos observados de los tiempos de busqueda (Ts) y tiempos
de manipulacién (Th) fueron analizados estadisticamente mediante MLGZ. EI procedimiento
operativo y el software estadistico utilizado es el anteriormente indicado, con la salvedad que
su utilizé una distribucién del error normal y la funcién de enlace fue la identidad (esto Ultimo

indica que no se transformaron los datos).
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3. RESULTADOS
3.1.ENSAYO “SIN ELECCION” DE PRESAS

Las larvas de tercer estadio de C. externa se alimentaron de todos los estados y estadios
de D. citri ofrecidos. Sin embargo, existié un efecto del tipo de presa (huevos, ninfas chicas,
ninfas grandes y adultos) sobre el niumero de presas consumidas (Prueba 6mnibus, que
compar6 el modelo ajustado con el modelo de sélo interseccion, origind una Chi-cuadrado de
la razén de verosimilitud = 284,590, g.l. = 3, P < 0,0001). EI mayor numero de presas
consumidas correspondi6 a huevos (52,00 + 2,28), seguido por el consumo de ninfas chicas
(42,00 £ 2,05) y grandes (37,60 £ 1,94) que no se diferenciaron entre si y fueron siempre

mayores al consumo de adultos (12,20 + 1,11) (Figura 8).
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Figura 8: Numero medio de presas, segun estado o estadio (huevos, ninfas pequefias
(estadios | y Il), ninfas grandes (estadios Ill, IV y V) y adultos de Diaphorina citri, depredadas
por larvas de tercer estadio de Chrysoperla externa, en un ensayo “sin eleccion” de presas,
llevado a cabo en condiciones de laboratorio (25+2 °C; 70+10% de HR y 16-8h de luz:
oscuridad). Valores medios expresados en porcentajes (£ES), con la misma letra no presentan
diferencias significativas, mediante comparacion por pares (Chi-cuadrado de Wald=382,614,
g.l. 3, P<0,001).

22



3.2.ENSAYO “CON ELECCION” DE PRESAS

El depredador present6 preferencia por algunos tipos de presa cuando pudo elegir entre
ellos (indice de preferencia Beta. de Manly (Manly, 1972) y comparaciéon mediante test de
Wilcoxon). Se observo una preferencia por ninfas grandes frente a adultos y huevos, ninfas
chicas sobre huevos, y adultos frente a huevos. En las otras combinaciones evaluadas no se

comprobaron diferencias (Cuadro 2).

Cuadro 2: Valores medios del indice de preferencia de Manly para larvas de tercer estadio de

C. externa depredando distintos tipos de presa de D. citri en condiciones controladas de

laboratorio
Presas indice de preferencia  Estadisticos de contraste
evaluadas de Manly z P
Ninfas grandes 0,66 £0,10a
Adultos 0,34 £0,10° 2,71 <0,017
Ninfas grandes 0,73+0,08
Huevos 0,27 £ 0,08 -2,809 0,005
Ninfas chichas 0,57 £ 0,06 2
Huevos 0,27 £ 0,06 ® -2,809 0,005
Adultos 0,78+0,23 a
Huevos 0,22+0,23° 2,47 0,013
Ninfas grandes 0,56+0,10a
Ninfas chicas 0,44 +0,10 1,174 0,24
Adultos 0,54 £0,202
Ninfas chicas 0,46£0,20a 0,767 0,443

Ninfas pequefias: estadios | y Il. Ninfas grandes: estadios Ill, IVy V

3.3.RESPUESTA FUNCIONAL

El consumo de ninfas grandes de D. citri por parte de las larvas de tercer estadio de C.
externa presentd una respuesta funcional de tipo II. Asi lo indicé el valor del parametro P71, que
fue significativamente negativo en todo el intervalo de los limites de confianza (segun el criterio

de Juliano, 1993) (Cuadro 3). Este resultado se confirmd mediante el ajuste de los datos a los

23



tres tipos de respuesta funcional, segun las expresiones de Hassell (1978) y Cabello et al.

(2007), y su posterior comparacion mediante el indice de Akaike corregido (AIC.). La respuesta

funcional tipo Il presentd el menor valor de dicho indice (Figura 9, Cuadro 4).

Cuadro 3: Regresién logistica, segun Juliano (1993), para estimar el tipo de respuesta

funcional de larvas del tercer estadio de C. externa depredando ninfas grandes de D. citri

(estadios llI, IV y V) en condiciones controladas

Ajustes
Parametros Valores Error estandar Limites de confianza  Tipo de funcion
(ES) (95%)
Po (Intercepcion)  2,0202 0,05138 1,91958  2,12101 Il
P1(Linear) -0,0017 0,00006 -0,00184  -0,00162
1250
* Valor — Modelo H Limtes de confianza del modelo
< 1000 J
| 1
% ?5[} T J. |
& 500 /
E
2 250
S
0

500 1000 1500 2000 2500 3000
Densidad de presas ofrecidas

Figura 9: Representacion de los valores medios y valores del modelo segun su ajuste al modelo

de respuesta funcional tipo Il de larvas del tercer estadio de C. externa depredando ninfas

grandes de D. citri (estadios Ill, IV'y V) a diferentes densidades en condiciones de laboratorio,

considerando tiempo = 1 dia. Valores en barras indican los limites de confianza del modelo a

p =0,05.
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Cuadro 4: Parametros y su significacion estadistica cuando los datos se ajustaron al modelo
de respuesta funcional para larvas del tercer estadio de C. externa depredando ninfas grandes
de D. citri (estadios IIl, IV y V) a diferentes densidades en condiciones de laboratorio,

considerando tiempo = 1 dia.

_ Parametros de ajuste ) o
Tipo de respuesta Parametros estadisticos
. (£ Error Estandar)
funcional
a’ Th a a.l. R2 AlCc
0,3647

— — 5 05442 55669
(+0,0616)

2,5356 0,0012
I — 4 09582  44,589*
(£2,1114)  (£0,002)

0,0024 0,0131
Il — 4 09251 45476
(+1484,68) (+176,54)

3.3.1 Tiempo de busqueda (Ts):

El tiempo de busqueda (Ts) de la presa no presenté variacion (Chi-cuadrado de la razon
de verosimilitud = 178,322, g.I. = 198, p = 0,839, prueba dmnibus que compara el modelo
ajustado con el modelo de sélo interseccion). No se encontraron efectos del nimero acumulado
de presas consumidas (Chi-cuadrado de la razén de verosimilitud = 34,907, g.l. = 57, p=0,991),
ni de la interaccion numero acumulado de presas consumidas*densidad (Chi-cuadrado de la
razén de verosimilitud = 121,464, g.l. = 137, p = 0,825). Solo se detectd un efecto del factor
densidad de presas (Chi-cuadrado de la razén de verosimilitud = 25,778, g.l. = 4, p < 0,0001).
El valor del Ts (0,831 + 0,083 min) para la densidad de 25 presas ofertadas fue mayor que el
obtenido cuando se expuso un numero mayor de presas (Cuadro 5).

Si bien el numero acumulado de presas consumidas no influyé en el Ts, cuando se graficd
se comprob6 un comportamiento mas variable de Ts (indicado por la amplitud de los limites de
confianza) a partir de la presa 31 y hasta el final del ensayo. Probablemente, influyé el bajo
numero de depredadores que llegaron a capturar y devorar tan elevado numero de presas.
Cuando se analiza la gréfica desde la presa 1 hasta la 30, se observa que el tiempo de
busqueda fue aumentando ligeramente. Ello probablemente se debié a que a medida que

disminuye el nimero de presas, al ser consumidas y no repuestas, la probabilidad de nuevos
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encuentros fue disminuyendo (Figura 10). Hay que tener en cuenta para explicar valores

similares del tiempo de busqueda (Ts) que en el ensayo se utilizo un unico “patch (la placa de

Petri usada como “arena”) de esta forma, como se indica anteriormente a partir de 31 presas

los valores fueron iguales (ello representa el tiempo de busqueda dentro del parche).

Cuadro 5: Valores medios del tiempo de busqueda (Ts) utilizado por larvas de tercer estadio

de C. externa (estadio lll) segun densidad de ninfas grandes de D. citri (estadios IIl, IV y V)

obtenidos por observacién (en minutos).

Estimaciones (en minutos)

Densidad de Media Error Estandar ~ 95% de intervalo de confianza de
presas Wald
Inferior Superior
25 0,8301a 0,08280 0,6678 0,9924
50 0,5436° 0,08469 0,3776 0,7096
75 0,4979° 0,07763 0,3457 0,6500
100 0,4056° 0,07818 0,2524 0,5588
125 0,3079° 0,09777 0,1162 0,4995

Valores seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas a p = 0,05 (valor

para la comparacion por pares: Chi-cuadrado de Wald = 21,012; g.l. =4, P < 0,001).

3,5
3
2,0 7
2
1,5
1
0,5
0

Tiempo de blsqueda (Ts)

21
NUmero acumulado de presas consumidas

31 41

51

Figura 10: Valores medios del tiempo de busqueda (Ts) (en linea continua) (en minutos) y

limites de confianza a p = 0,05 (en linea punteada), utilizado por larvas de tercer estadio de C.
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externa segun numero acumulado de ninfas de grandes de D. citri consumidas. Valores

obtenidos por observacion.

3.3.2. Tiempo de manipulacion (Th):

El tiempo de manipulacion (Th) de las presas por parte de C. externa presentd variacion
en el ensayo (Prueba 6mnibus, que compara el modelo ajustado con el modelo de sélo
interseccion, origind una Chi-cuadrado de la razén de verosimilitud = 376,503, g.l. = 198, p <
0,0001). Es asi que se comprob6 un efecto significativo sobre Th de la densidad de presas
ofertadas (Chi-cuadrado de la razdn de verosimilitud = 21,496, g.I. = 4, P <0,0001), del numero
acumulado de presas consumidas (Chi-cuadrado de la razén de verosimilitud = 195,962, g.I. =
57, P<0,0001), pero no de su interaccion (Chi-cuadrado de la razon de verosimilitud = 149,716,
g.l. =137, P = 0,216). El valor medio del Tx (1,040+0,081) para la densidad de 100 presas

ofertadas fue mayor que el Ty del resto de las densidades estudiadas (Cuadro 6).

Cuadro 6: Valores medios del Tiempo de manipulacién (Th) empleado por larvas de tercer
estadio de C. externa segun densidad de ninfas grandes de D. citri, obtenidos por

observacion (en minutos).

Estimaciones

Densidad de Media Error 95% de intervalo de confianza
presas Estandar de Wald
Inferior Superior
25 1,59292  0,08524 1,4258 1,7599
50 1,60512  0,08719 1,4342 1,7760
75 1,37842  0,07992 1,2218 1,5350
100 1,0403>  0,08049 0,8826 1,1981
125 1,66392  0,10065 1,4666 1,8612

Valores seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas a p = 0,05 (valor

para la comparacion por pares: Chi-cuadrado de Wald = 36,936; g.I. = 4, p <0,001).

Segun el nimero acumulado de presas consumidas, T disminuye hasta la presa 31. De

la primera a la tercera presa el tiempo de manipulacion (en minutos) fue 2,87 + 0,17, 2,69
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0,17, 2,30 + 0,17 respectivamente. Desde la cuarta hasta la onceava presa el tiempo varié de

2'a 1,5y a partir de ésta hasta el 31 Thpresento valores entre 1y 1,5 (Figura 11).

Tiempo de manipulacion (Tp)

O I | I I
1 1 21 31 41 51
NUmero acumulado de presas consumidas

Figura 11: Valores medios del tiempo de manipulacion (Th) (en linea continua) (en minutos) y
limites de confianza a p = 0,05 (en linea de puntos), utilizados por larvas de tercer estadio de
C. externa segun numero acumulado de presas consumidas (ninfas grandes de D. citri),
obtenidos por observacion.
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4. DISCUSION

El consumo de todos los tamarios de D. citri ofertados en este estudio por parte de larvas
del tercer estadio de C. externa coincide con lo sefialado por Pacheco-Rueda et al. (2015) para
esta especie y Palomares-Pérez et al. (2016) y Goldmann (2017) para otras especies de la
familia Chrysopidae como enemigos naturales de este psilido. Las diferencias en el consumo
de huevos, ninfas y adultos en condiciones de “no eleccidn” estarian relacionadas con el
tamario de las presas, que afecta el tiempo de consumo (Albuquerque et al., 2012) e influyen
en el éxito de la depredacion a través de la relacion entre el tamafio del depredador y la presa
(Dean y Schuster, 1995). La disminucion encontrada en el nimero de presas depredadas con
el aumento del tamafio de las mismas (fruto que se requiere menos individuos para cubrir los
requerimientos del depredador), coincide con lo observado por otros autores para el segundo
estadio larval de C. rufilabris y C. comanche cuando fueron alimentadas con huevos y ninfas
chicas y grandes de D. citri durante una hora (Cortez - Mondaca et al., 2011). Asimismo,
Goldmann (2017), quién evalud todos los estadios del D. citri como presas con los tres estadios
larvales de C. comanche durante el mismo periodo de tiempo, encontré resultados similares a
los observados en este estudio.

El mayor consumo de huevos podria estar explicado por su menor tamario e inmovilidad,
lo cual facilita su manipulacion y, con ello, se reduce el tiempo de consumo por presa. Las
ninfas son moviles y ejercen cierta resistencia a ser atacadas por depredadores (efecto anti-
depredador), por lo que el nimero de presas depredadas en determinado tiempo en
comparacién con el nimero de huevos consumidos tiende a ser menor (Khan et al., 2016).

En acuerdo con Pacheco-Rueda et al. (2015), no se encontraron diferencias en el
consumo de distintos tamafios de ninfas de D. citri en condiciones de no eleccion. No se
confirmd un mayor consumo de ninfas chicas (estadios | y Il) (con esbozos alares poco
desarrollados lo que las hace mas féciles de manejar por el depredador) frente a las ninfas
grandes (estadios Ill, IV'y V) que poseen alas mas desarrolladas y el tiempo de manipulacién
aumenta, como lo sefialan Khan et al. (2016).

El menor consumo de adultos posiblemente estuvo influido por la presencia en éstos de
alas completamente desarrolladas y funcionales al vuelo (Tsai y Liu, 2000). Esto les otorga
mayor capacidad de escape del depredador y, en caso de ser capturados, el tiempo de

manipulacion es mayor. Cabe destacar que este es el primer registro de la tasa de consumo
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de C. externa sobre adultos de D. citri. Por otra parte, si bien los adultos fueron menos
consumidos que otros tamafios de presa, es particularmente importante este hallazgo dado
que D. citri pasa el invierno como adulto (Amuedo 2011, Yang et al. 2006) y es frecuente
encontrar este crisopido en citricos en Uruguay en dicho momento del afio (Pechi et al., 2016).

Por su parte, la preferencia por los tamafios intermedios de D. citri por parte de las larvas
de tercer estadio de C. externa determinada en el estudio “con eleccion” de presa podria estar
explicada por la baja eficiencia de alimentarse de presas excesivamente grandes debido a
limitantes fisicas y por los reducidos valores nutricionales de las presas pequefas (Brose 2010,
Pastorok 1981). Cuando las presas son grandes con respecto al depredador, el tiempo de
manipulacion (perseguir y someter, ingerir y digerir el recurso) es mayor (Brose, 2010) y el éxito
de captura es bajo (Brose et al., 2008). La capacidad de defensa, el tamafio proporcional a la
presa y la movilidad afectan directamente el ataque o la preferencia de presas de parte de C.
externa (Jandui et al., 2007).

Si bien los huevos del psilido fueron los mas consumidos en condiciones de “no
eleccién”, cuando C. externa tuvo posibilidad de elegir no los prefiri6. Esto podria estar
explicado por su tamafio e inmovilidad que los hace mas dificil de detectar visualmente
(Sherestha y Enkegaard, 2013), en compensacion con la debilidad que significa su estado
inerme para reaccionar frente a un depredador sefialado precedentemente por otros autores.
Similar situacion se alcanzé con C. carnea, cuando se le ofrecié simultdneamente larvas y
huevos de Pieris brassicae (Linnaeus) (Lepidoptera: Pieridae). Su larva de tercer estadio
prefirié las primeras, probablemente debido a la inmovilidad de los huevos (Huang y Enkegaard,
2010). Por otro lado, alimentarse de presas mas grandes es mas eficiente debido a que se
alcanza el nivel de saciedad con menor numero de individuos atacados que cuando la presa
es pequefia (Albuquerque et al., 2012).

Ninfas chicas fueron preferidas Unicamente cuando fueron ofrecidas conjuntamente con
huevos. Si bien la diferencia de tamafio no es tan marcada, sobre todo con el primer estadio
(Tsai y Liu, 2000), es distinta su movilidad, lo cual puede favorecer la deteccion visual de la
presa. También puede contribuir en la eleccién la produccion de mielecilla por parte de las
ninfas. Hay que tener en cuenta que los mayores componentes de la mielecilla son sacarosa,
D-fructosa, manosa, trehalosa, myo-inositol, galactosa, acido malico y acido quinico (Killiny y

Hijaz, 2012). Ademas de estos azUcares, contiene una capa delgada de cera similar a la de
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abejas y otros ésteres de cera (Ammar et al., 2013). Esta fuente rica en carbohidratos es
utilizada como complemento nutricional en dietas de enemigos naturales como crisopidos,
coccinélidos y parasitoides (Purandare y Tenhumberg, 2012, Lundgren 2009, Hogervorst et al.
2008, Mehrnejad y Copland, 2006), estimula la oviposicion, incrementa la sobrevivencia y
fecundidad (Kishinevsky et al. 2018, Tena et al. 2013). Hogervorst et al., (2008), demostraron
que larvas de otra especie de este mismo género (C. carnea) utilizan mielecilla producida por
afidos como fuente de alimento, incluso cuando posee presas de alta calidad nutricional
disponibles ad-libitum. Sin embargo, si bien los crisépidos son insectos omnivoros, no pueden
completar su desarrollo larval si se alimentan Unicamente de mielecilla, debido a que el tipo de
aminoéacidos y sus concentraciones no son suficientes, por lo que es necesario el consumo de
presas (Limburg y Rosenheim, 2001).

Por otra parte, sefiales quimicas emitidas por presas, como es el caso de volatiles
presentes en la mielecilla, son importantes para asegurar el encuentro depredador-presa
(aumentan su eficiencia de busqueda). Para ello contribuyen receptores sensoriales ubicados
en los extremos de los palpos labiales y en las antenas del depredador que permiten reconocer
quimicamente a la presa cuando la encuentran (Albuquerque et al., 2012). Las larvas de
crisbpidos poseen la habilidad de aprender la asociacidn entre volatiles y la presencia de
alimento (de Oliveira et al., 2019). Particularmente, cuando éstas presentan distribucion
agregada, como es el caso de D. citri (Costa et al., 2010), lo cual favorece la permanencia del
depredador en el habitat (Leroy et al. 2014, Purandare y Tenhumberg, 2012).

La falta de preferencia entre ninfas chicas y grandes es coincidente con el consumo
observado en el ensayo de “no eleccion”, cuando dispusieron por separado de ambos tamafios.
La preferencia por ninfas grandes frente a huevos y adultos podria estar asociada a la
movilidad, la produccién de mielecilla, al grado de desarrollo de las alas y a diferencias de
tamanos.

El comportamiento observado de las larvas de tercer estadio de C. externa, cuando se
alimentaron de ninfas grandes (N-IlI, IV y V) de D. citri, se ajusto a la respuesta funcional del
tipo Il. Este es el tipo de respuesta funcional méas comun en insectos (Holling 1959, Hassell
1978), particularmente en depredadores que se alimentan de presas inestables, e implica una
rapida utilizacion del alimento por parte del depredador (Nordlund y Mirroson, 1990). A medida

que aumenté la densidad del psilido, el consumo de C. externa se incrementd en forma
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decreciente hasta alcanzar un valor asintético equivalente a la densidad de saturacién, a partir
de la cual aumento la probabilidad de escape de las presas. Esto se explica porque al aumentar
la densidad de presas el tiempo dedicado a localizarlas disminuye, pero el tiempo de
manipulacion por parte del depredador se va incrementando (Juliano, 1993).

Resultados similares fueron reportados para esta especie con otras presas, como los
pulgones Schizaphis graminum (Rondani) (Hemiptera: Aphididae) (Fonseca et al., 2000), Aphis
gossypii (Glover) (dos Santos et al., 2005), Melanaphis sacchari (Zehntner) (Palomares-Pérez
et al., 2019) y las moscas blancas Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera:
Aleyrodidae) (Castro et al., 2016). Asimismo, se ha observado este comportamiento en otros
crisépidos, como C. carnea cuando se alimentd de Saissetia oleae (Olivier) (Hemiptera:
Coccidae) (Mahzoum et al., 2020), Hyalopterus pruni (Geoffroy) (Hemiptera: Aphididae)
(Atlihan et al., 2004), Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Triozidae) (Ail-Catzim et al.,
2012), T. vaporariorum (Landeros et al., 2013) y C. caligata cuando depred6 Raoiella indica
(Hirst) (Acari: Tenuipalpidae) (Jumbo et al., 2019). También se ha constatado este tipo de
respuesta funcional en el ectoparasitoide T. radiata (Chen et al. 2016, Bafios-Diaz et al. 2014,
Sule et al. 2014) y el depredador H. axyridis (Huang et al., 2018) cuando la presa fue D. citri.

Este tipo de respuesta funcional tiende a desestabilizar la interaccion depredador-presa
cuando la densidad de presa esta por debajo del punto de saturacion, pudiendo conducir a la
extincion de la misma (Oaten y Murdoch, 1975). En estas condiciones, la proporcion de presas
consumidas es alta, lo cual es promisorio en programas de control bioldgico aumentativo
(inundativo) (Nordlund y Mirroson, 1990). El objetivo de esta técnica es la reduccion directa de
la plaga en determinado momento, a diferencia del control bioldgico clasico en el cual se apunta
a un control permanente (van Lenteren, 2012). Para esta Ultima situacion son preferibles los
depredadores con respuesta funcional tipo Ill, que son tedricamente mas capaces de regular
las poblaciones de sus presas (Huffaker et al. 1971, Holling 1965). Es por ello que, en funcion
de la respuesta funcional determinada en este estudio, C. externa podria ser un eficiente agente
para la utilizacion de control bioldgico de D. citri, incluso cuando ésta se encuentra en bajas
densidades poblacionales.

Las larvas de tercer estadio de C. externa presentaron mayor coeficiente de ataque (a)
(2,5356 £ 2,1114) y menor tiempo de manipulacién (Ts) (0,0012 + 0,002) frente a ninfas de D.

citri, comparado con los valores sefialados por Castro et al. (2016) sobre el consumo de ninfas
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de T. vaporariorum (a'= 0,097 y Th= 0,062) y por Palomares-Pérez et al. (2019) cuando la presa
fue M. sacchari (a’= 0,0065 y Tp= 1,0132). Por otra parte, otros enemigos naturales
comunmente asociados a D. citri, como son H. axyridis (Huang et al., 2018) y T. radiata (Chen
et al., 2016), presentaron menores coeficientes de ataque y tiempos mayores de manipulacion
que los obtenidos en este estudio.

La tasa de ataque o eficiencia de busqueda y el tiempo de manipulacién son indicadores
de la potencialidad de un enemigo natural (Holling, 1959). El coeficiente de ataque depende de
la distancia reactiva entre el depredador y la presa, del éxito de captura y la velocidad de
movimiento de ambos (Brose, 2010). En el tiempo de manipulacion influyen la movilidad de la
presa y del depredador, asi como el tiempo requerido para someter a la presa una vez
capturada (Hassell, 1978). Entomdfagos con alto coeficiente de ataque y bajo tiempo de
manipulacion son considerados agentes promisorios como controladores bioldgicos (Fathipour
y Maleknia, 2016). Por lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio podrian sugerir una
mayor eficacia de C. externa cuando se alimenta de D. citri que de las otras presas antes
mencionadas, y superior que H. axyridis y T. radiata cuando consumen a esa misma presa.

El mayor tiempo de busqueda constatado por observacion a baja densidad de presas,
comparado con densidades mas altas de presas, pudo deberse a que en esta ultima situacion
las probabilidades de encuentros depredador-presa son mayores, fruto de ello, disminuyendo
el tiempo necesario para encontrarlas. Los modelos de respuesta funcional asumen que el
incremento de la tasa de captura es lineal con el aumento de la densidad (Okuyama, 2012). No
obstante, en trabajos en los cuales el tiempo de busqueda es evaluado por observacion se ha
demostrado que este incremento es menor que el aumento de la densidad de presa (Okuyama,
2012). Mols et al. (2004) encontraron resultados similares y atribuyeron este comportamiento
al agotamiento de presas. Esto ultimo podria explicar por qué se observo una tendencia al
aumento del tiempo de busqueda asociado al nimero acumulado de presas consumidas. A
medida que este nimero aumenta, y al no haber reposicion, se agota el recurso presas y por
tanto disminuye la captura de presas.

La comprobacion de la reduccion del tiempo de busqueda de C. externa con el aumento
de la densidad de D. citri evidenciada en este estudio, coincide con lo demostrado por varios
autores (por ejemplo, Okuyama 2010, Collins et al. 1981, Giller 1980, Cook y Cockrell 1978).

En este fendmeno pudo haber influido un proceso de aprendizaje del depredador, teniendo en
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cuenta que la especie de presa de cria era diferente a la especie de presa ofertada en el
ensayo, tal como lo sefialaron Landeros et al. (2013). La mayor variabilidad de los valores de
Th con el consumo de un mayor numero de presas (evidenciada a partir de la presa 31),
probablemente se debié a que un menor nimero de depredadores superaron ese umbral, lo
cual se reflejo en la amplitud de los limites de confianza. Se confirma asi, el efecto de un
mecanismo adaptativo asociado a Th para maximizar la tasa de ingesta energética dentro de
la estrategia de forrajeo dptimo (Cook y Cockrell, 1978).

Por su parte, a bajas densidades el mayor tiempo de manipulacion puede deberse a la
necesidad de extraer todos los nutrientes disponibles en cada presa, asi como la falta de
aprendizaje. Los depredadores pueden maximizar su capacidad de busqueda y manipulacion
de presas al aprender cdmo aumentar el grado de rapifia (Landero et al., 2013). Si bien esta
respuesta adaptativa puede estar relacionada a limitaciones intestinales y nivel de hambre de
los depredadores (Okuyama, 2010), es probable que el tiempo de manipulacion no esté
gobernado solo por un factor dominante (van Rijn et al. 2005). Por lo tanto, deben tenerse en
cuenta comportamientos caracteristicos de las especies al examinar la respuesta funcional,
sobre la base que el tiempo de manipulacién adaptable puede ser un factor importante que
contribuya a la estabilidad de las comunidades ecologicas (Okuyama, 2010).

El éxito o fracaso de un programa de control biol6gico no puede atribuirse Unicamente a
la respuesta funcional del controlador utilizado. Otros factores pueden contribuir a los
resultados, como el momento y la forma de liberacién, calidad y dosis del enemigo natural, asi
como las condiciones climaticas. Ademas, al momento de seleccionar un agente de control
biolégico deben considerarse aspectos como interacciones entre individuos y entre especies
en condiciones naturales (Fernandez-Arhex y Corley, 2004; 2003). No obstante, la respuesta
funcional es un conocimiento cominmente utilizado para estimar la potencialidad de uso de un

enemigo natural en el control de una plaga (Jumbo et al., 2019).
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5. CONCLUSIONES

Chrysoperla externa es un depredador voraz, que se alimenta de todos los tamafios de

D. citri. El consumo es mayor con presas pequefas y, cuando puede optar, prefiere tamafios
intermedios. Cuando se alimenta del psilido asiatico de los citricos su comportamiento se ajusta
a una respuesta funcional del tipo Il, es decir, es un depredador eficiente a bajas densidades
de presa. Asimismo, posee alta eficiencia de busqueda y bajo tiempo de manipulacion con
respecto a otros enemigos naturales de esta plaga, lo que lo posiciona como un agente de

control bioldgico promisorio en métodos aumentativos o de conservacion.
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Abstract

Diaphorina citri is found in the northern part of Uruguay and is a vector of the bacteria
responsible for Huanglongbing, a disease reported in neighboring countries. The consumption
and preference for different sizes of D. citri and the functional response of Chrysoperia externa,
a predator commonly associated with this prey, were evaluated. The studies were carried out in
Petri dishes at 25 °C and 70 £ 5% RH, using third stage larvae, with an exposure time of 60'.
'No choice' test were conducted with four treatments: eggs, small nymphs (stages | and Il), large
nymphs (stages Ill, IV and V), and adults. And test ‘choice', where combinations of pairs of all
sizes were evaluated (N=75). The functional response was estimated on large nymphs of D.
citri with prey densities of 0, 25, 50, 75, 100 and 125. The highest consumption corresponded
to eggs, followed by small and large nymphs, and was lower in adults (p<0.05). When it could
choose, it preferred large nymphs over eggs and adults, female nymphs over eggs, and adults
over eggs. Chrysoperla externa fed on all sizes of D. citri, but the highest consumption was on
small prey and, when | can choose, it preferred intermediate sizes. The functional response of
C. externa was type I, with an attack coefficient of 2.54 + 2.11 and handling time of 0.0012 +
0.002. Chrysoperla externa would be an efficient predator at low prey densities and with good
potential to consume D. citri. Useful in augmentative and conservative biological control.

Keywords: biological control, huanglongbing, predator, asian citrus psyllid

Resumen

Diaphorina citri se encuentra en la zona norte de Uruguay y es vector de las bacterias
responsables del Huanglongbing, enfermedad reportada en paises limitrofes. Se evalto el
consumo Yy la preferencia por distintos tamafios de D. citri y la respuesta funcional del
depredador Chrysoperla externa. Los estudios se realizaron en placas de Petria 25°Cy 70 £
5% HR, utilizando larvas de tercer estadio, con un tiempo de exposicion de 60’. Se realizaron
ensayos “sin eleccién” con cuatro tratamientos: huevos, ninfas chicas (estadios | y Il), ninfas
grandes (estadios Ill, IV y V) y adultos. Y ensayos “con eleccion’, donde se evaluaron
combinaciones de a pares de todos los tamafios (N=75). La respuesta funcional se estimo
sobre ninfas grandes de D. citri con densidades de presa de 0, 25, 50, 75, 100 y 125. El mayor
consumo correspondi6 a huevos, seguido de ninfas chicas y grandes, y fue menor en adultos
(p<0,05). Cuando pudo optar prefirié ninfas grandes frente a huevos y adultos, ninfas chicas
sobre huevos y de adultos frente a huevos. Chrysoperla externa se aliment6é de todos los
tamanios de D. citri, pero el mayor consumo se produjo sobre presas pequefias y, cuando puedo
optar, prefirio tamafios intermedios. La respuesta funcional de C. externa fue de tipo Il, con un
coeficiente de ataque de 2,54 £ 2,11 y tiempo de manipulacion de 0,0012 + 0,002. Chrysoperla
externa seria un depredador eficiente a bajas densidades de presa y con buen potencial de
consumo de D. citri. Util en control biolégico aumentativo y conservativo.

Palabras clave: control biolégico, huanglongbing, depredador, psilido asiatico de los citricos
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Resumo

Diaphorina citri € encontrada no norte do Uruguai e é vetor da bactéria responsavel pelo
Huanglongbing doenca relatada em paises vizinhos. Foram avaliados o consumo e a
preferéncia por diferentes tamanhos de D. citri e a resposta funcional do predador Chrysoperla
externa. Foram realizados estudos em placas de Petria 25°C e 70 + 5 % UR, utilizando larvas
de terceiro instar, com tempo de exposi¢ao de 60'. Ensaios sem chance de escolha foram
conduzidos com quatro tratamentos: ovos, ninfas pequenas (I e Il instares), ninfas grandes (Il
IV e V instares) e adultos. E ensaios com chance de escolha, onde combinagdes de pares de
todos os tamanhos foram avaliadas (N=75). A resposta funcional foi estimada em ninfas
grandes de D. citri com densidades de presas de 0, 25, 50, 75, 100 e 125. O maior consumo
correspondeu a ovos, seguido por ninfas pequenas e grandes, e foi menor em adultos (p<0,05).
Quando teve chance de escolha, preferiu ninfas grandes a ovos e adultos, ninfas pequenas a
ovos e adultos a ovos. Chrysoperla externa se alimentou de todos os tamanhos de D. citri, mas
0 maior consumo foi em presas pequenas e, quando teve chance de escolha, preferiu
tamanhos intermediérios. A resposta funcional de C. externa foi do tipo Il, o coeficiente de
ataque foi de 2,54 + 2,11 e o tempo de manipulagao foi de 0,0012 + 0,002. Chrysoperia externa
seria um predador eficiente em baixas densidades de presas e com bom potencial para
consumir D. citri. Util no controle biolégico aumentativo e conservativo.

Palavras-chave: controle bioldgico, huanglongbing, psilideo asiatico dos citros. predador

1. Introduccion Diaphorina citri se encuentra en predios

citricolas de la zona litoral norte de Uruguay
(), mientras que HLB no se ha detectado(®),
pero se encuentra en paises de la region:
Argentina(), Brasil® y Paraguay®. Esta
situacion es de alto riesgo para la
produccion citricola nacional ante la
perspectiva del ingreso de HLB.
Caracteristicas de la plaga, como ciclos
biolégicos  cortos, alta  prolificidad,
tolerancia a temperaturas extremas y su

Huanglongbing (HLB) es la enfermedad
mas destructiva en citricos a nivel mundial,
debido a los dafios cualitativos vy
cuantitativos en el rendimiento y a la
muerte temprana de arboles que ocasiona,
lo que se traduce en graves pérdidas
economicas(M@@), Sus agentes causales
son proteobacterias (a) gram negativas
Candidatus Liberibacter spp. asociadas al
floema. La propagacién natural es a través

de dos insectos: el psilido asiatico de los
citricos, Diaphorina  citri  Kuwayama
(Hemiptera: Psyllidae) es vector de Ca. L.
asiaticus y Ca. L. americanus, al tiempo
que Ca. L. africanus es transmitida por la
psila africana, Trioza erytreae Del Guercio
(Hemiptera: Triozidae) ®). HLB no tiene
cura y su manejo se basa en la prevencion
y reduccion de su dispersion mediante la
implantacion de plantas sanas, inspeccion
y erradicacion de plantas enfermas y
control de sus vectores ().

asociacion con tejidos en crecimiento,
dificultan su control(9. Para reducir sus
poblaciones es conveniente integrar
diferentes tacticas de manejo y minimizar el
uso de insecticidas quimicos, con el fin de
limitar la presencia de residuos en la fruta y
efectos sobre el ambiente y la salud de los
trabajadores de campo. En este contexto,
el control biolégico es una de las
principales  tacticas  de manejo
recomendadas(!). Tiene que basarse en el
conocimiento de la entomofauna benéfica
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asociada a este psilido en condiciones
locales.

En Uruguay, las crisopas son los enemigos
naturales méas abundantes, constantes y
frecuentemente encontrados en cultivos
comerciales de citricos donde se encuentra
la plaga. Entre ellos, se destaca
Chrysoperla externa Hagen (Neuroptera:
Chrysopidae), que se caracteriza por
alimentarse de insectos de cuerpo blando
como D. citri", exhibir plasticidad
ecoldgica, rapida locomocién, voracidad de

larvas('3) y tolerancia a algunos insecticidas
(14),

La eficacia de un depredador esta
asociada, entre otras razones, a su
preferencia por las presas. Esta inclinacion
se encuentra asociada a distintos factores,
como el valor nutricional de las presas, que
afecta positivamente su performance,
produccién de huevos(5)(16), longevidad de
adultos(™), tiempo de desarrollo y
capacidad de completar el ciclo('). La
facilidad de ataque de las presas se
encuentra asociada a la capacidad del
depredador de detectar a las presas y de
alimentarse de ellas y las defensas
exhibidas por las mismas(18)(1920)(21), En
esta asociacion influye significativamente
el tamario de la presa, con un efecto directo
en el tiempo de manipulacion y en la tasa
de encuentros depredador-presal22).

El numero de presas, en un tiempo
determinado, que un depredador individual
puede consumir, o el numero de
hospederos que puede atacar un
parasitoide, esta en funcion de la densidad
de presas 0 hospederos y se conoce como
respuesta funcional(2@45, La misma es
de utilidad para describir el parasitismo o
depredacion de un determinado enemigo
natural debido a que afecta el desarrollo,
reproduccion y sobrevivencia del mismo
(26),  Ademds, es wuna herramienta
importante  de  evaluacion de la

N
>

potencialidad de un agente de control
bioldgico, porque relaciona el consumo per
capita de un depredador con la densidad de
alimento disponible (27.28) y permite estimar
la densidad asintética de presas, por
encima de la cual aumenta la probabilidad
de escape de las presas(?9),

El objetivo de este estudio fue evaluar la
potencialidad de C. externa como agente
de control bioldgico de D. citri. Para ello, se
determind la preferencia de este
depredador por individuos de diferente
tamario de D. citri y la respuesta funcional
de larvas de tercer estadio de C. externa
cuando se alimentaron con ninfas grandes
de esa presa.

2. Materiales y Métodos

2.1 Condicion general de los
experimentos

Los ensayos fueron realizados en la Unidad
de Entomologia de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de |la
Republica (Montevideo, Uruguay)
(34°50'13"S /56°13'16"W) y en la Estacion
Experimental Salto Grande del Instituto
Nacional de Investigacién Agropecuaria
(INIA)  (Salto, Uruguay) (31°42S /
55°49'W), entre diciembre de 2017 vy
diciembre de 2018.

Los depredadores utilizados en los
experimentos fueron extraidos de una
colonia localizada en la primera institucion
antes mencionada (Figura 1), al tiempo que
los individuos de D. citri provinieron de una
colonia instalada en la segunda institucion
(Figura 2). Ambas colonias se originaron de
colectas realizadas en montes de citricos
de los alrededores de la ciudad de Salto y
se mantuvieron en condiciones controladas
en los laboratorios respectivos (25 + 2 °C,
70 + 5% HR). Los adultos de C. externa
fueron alimentados con una dieta artificial
similar a la utilizada en el Centro Nacional
de Referencia de Control Bioldgico
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(México)0), Por su parte, las larvas de esta
especie consumieron huevos de Ephestia
kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)
suministrados por la  Unidad de
Entomologia de la Facultad de Agronomia.

Las unidades experimentales consistieron
en placas de Petri de 5,5 cm de diametro
en las que se colocaron cuatro discos de
papel toalla humedecido y un disco de
limén Cravo' (Citrus limonia) libre de
aplicaciones de insecticida. Las placas de
Petri se cubrieron con film perforado
(agujeros hechos con aguja histolégica)
para evitar el escape de insectos y la
condensaciéon de humedad. Las pruebas
se realizaron en camaras climatizadas a 25
2 °C, 70 £ 5% HR, 16: 8 h de Luz:
Oscuridad.

Figura 1. Chrysoperla externa. A. Adulto. B.
Tercer estadio larval.

Figura 2. Diaphorina citri. A. Huevos. B.
Primer estadio ninfal. C. Quinto estadio
ninfal. D. Adulto (foto: V. Galvan).

S

En todos los ensayos el tiempo de
exposicion de la presa al depredador fue de
una hora, siguiendo a Collins et al.®" y lo
observado en  nuestras  pruebas
preliminares evaluando la voracidad de las
larvas y la disponibilidad de presa. Por su
parte, las larvas de depredadores tuvieron
un ayuno previo de 24 horas para
estandarizar el nivel de saciedad,
siguiendo las experiencias de Costa et al.
(32 y Maselou et al.®3. Las observaciones
se realizaron bajo un microscopio
estereoscopico 40x (Olympus modelo
SZ51).

2.2 Ensayos “sin eleccion” de presas

Se llevaron a cabo pruebas "sin eleccion”
de presas para evaluar si C. externa se
alimenta de los diferentes tamafios de D.
citri y su capacidad de depredacion sobre
ellos. Esta técnica consiste en exponer al
depredador a un solo tipo de presa y contar
el numero de individuos consumidos
durante un periodo de tiempo. Los tipos de
presa fueron: huevos, ninfas pequefias
(primer y segundo estadio), ninfas grandes
(tercer, cuarto y quinto estadio) y adultos.
Se evallo el tercer estadio larvario de C.
externa por ser el mas voraz (alrededor del
70-80% del consumo total de presas
durante el desarrollo larvario)®4(), En
cada unidad experimental se expusieron 75
presas y realizaron diez repeticiones por
tipo de presa.

Las diferentes opciones y sus repeticiones
se consideraron  pseudo-repeticiones
porque no pudieron ser realizadas
simultaneamente®9)37). Para el analisis
estadistico de los resultados se utilizé
Modelos Lineales Generalizados
(GLM)@8)39), Los modelos se ajustaron
mediante  estimaciébn de  méaxima
verosimilitud con el procedimiento GenLin,
con errores segun distribucion de Poisson
y funcion de enlace logaritmico. Los valores
medios Se compararon por pares con p =
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0,05.
2.3 Ensayos “con eleccion” de presas

Para determinar la preferencia de las larvas
del tercer estadio de C. externa por
diferentes tipos de presas de D. citri se
realizé un ensayo "con eleccion” de presas.
Para ello se expuso al depredador a mas
de un tipo de presa simultineamente
durante un periodo de tiempo y se registro
el nimero de individuos consumidos de
cada uno. Se evaluaron las siguientes
combinaciones de tipos de presas tomadas
en parejas: huevos y ninfas pequefias,
huevos y ninfas grandes, huevos y adultos,
ninfas pequefas y ninfas grandes, ninfas
pequefas y adultos, y ninfas grandes y
adultos. En cada unidad experimental se
colocaron 75 individuos de cada tipo segun
la combinacion a evaluar, junto con una
larva depredadora. Al final del periodo de
exposicion (1 hora), se cont6 el numero de
individuos depredados de cada tipo y se
calculd el indice de preferencia antes
mencionado.

Los valores correspondientes a la presa
consumida en cada ensayo fueron
expresados mediante el indice de
preferencia Betaz de Manly (“40):
Beta2:Ln(§) /[Ln(§)+Ln (é)]
donde R es el numero ofrecido de la presa
1'y rel numero no depredado de la presa 1
y B el nimero ofrecido de la presa 2 y b el
numero no depredado de la presa 2. En
cada grupo de pruebas, los indices se
compararon utilizando el Wilcoxon test
(software estadistico IBM SPSS, version
23.0)41. Al igual que en el estudio “sin
eleccion de presas”, las repeticiones no se
realizaron simultaneamente, por lo cual se
consideraron pseudo-repeticiones.

2.4 Respuesta Funcional

En los ensayos se utilizaron ninfas grandes
(tercer, cuarto y quinto estadio) que fue el

tipo de presa preferida en los estudios
antes mencionados y sin reposicion de las
mismas durante el ensayo. El nimero de
presas utilizadas fueron: 0, 25, 50, 75, 100
y 125. Los valores maximos y minimos
fueron establecidos en base a ensayos
preliminares (no publicados).

2.4.1. Calculo de la respuesta functional

A partir de los datos del numero de presas
consumidas, se efectuaron dos tipos de
andlisis estadisticos para el calculo de la
respuesta funcional. En primer lugar, con
todos los datos se realiz6 una regresion
logistica entre la proporciéon de presas
consumidas y el numero de presas
ofrecidas (densidad de presas), segun la
funcién polindmica utilizada por Juliano(23),
Para ello, se aplico la ecuacion:

N, EXP(Py+ PN, + P,N¢ + P;N§)
Ny 1+EXP(Py+ PNy + P,NZ + P;N3)

donde Ne es el numero de presas
consumidas, No es el valor inicial de presas
ofrecidas y Po, P1, P2 y Ps son los
coeficientes de corte, lineal, cuadratico y
cubico, estimados mediante regresion
logistica. Se utilizd para ello el
procedimiento de regresion logistica y
estimacién de maxima  verosimilitud
mediante el  software  estadistico
Statgraphic ~ Centurion ~ XVI  versidn
16.1.1842). Cuando el coeficiente Ps fue
significativamente igual a cero se considero
una respuesta funcional tipo | (se considero
valor distinto de cero cuando dicho valor no
estaba incluido en su intervalo de
confianza); P1 significativamente negativo
indicd una respuesta funcional tipo Il y P+
significativamente  positivo indic6 una
respuesta funcional tipo Ill.

En segundo lugar, con los valores medios
del numero de presas depredadas a cada
densidad de presas ofertadas (expresados
en dias), se ajustaron los datos a los tres
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tipos de respuesta funcional, utilizando las
ecuaciones dadas por Hassell*3) y Cabello
et al.*4, como se detalla a continuacion:

a. Respuesta funcional tipo | 43

N, = N[1 — EXP(—a'TP)]

donde N, representa el nimero de presas
atacadas, N es el numero de presas
ofrecidas, a’ es el coeficiente de ataque
(dias), T es el tiempo de exposicion de la
presa al depredador (en dias) y P es el
numero de depredadores presentes. Se
consideré P = 1 (depredador) y T = 1 (dia).

b. Respuesta funcional tipo Il “3);

Ny=N {1 - EXP [a’P (T - %)]}

donde Th es el tiempo de manipulacién o
tiempo invertido en la  captura,
manipulacion e ingesta de la presa (en
dias) y el resto igual que en la ecuacion
anterior. Igualmente, se consideré P = 1
(depredador)y T =1 (dia).

c. Respuesta funcional tipo 1144);

aNP
(1+ Ty (EXP(=a) - DN) (T - %)

Na=N{1—EXP

|

donde a mide el potencial de depredacion
(valor comprendido entre 0 y 1) y el resto
igual que anteriormente. También se
consideré P = 1 (depredador) y T = 1 (dia).

Los ajustes a las ecuaciones anteriores se
realizaron mediante regresion no lineal
usando el software estadistico Tablecurve
2D, version 5.0145), Para elegir el mejor tipo
de ajuste se utilizd el indice de Akaike
corregido (AICc), que es un estadistico mas
preciso para la comparacion entre modelos
que el coeficiente de regresion (R2)#6). Sin
embargo, dicho coeficiente también se
calculd para establecer la bondad de los

N
>

ajustes de regresion no lineal, en cada tipo
de respuesta funcional; dichos valores no
son comparables entre tipos de respuesta
funcional al presentar diferentes grados de
libertad. Lo que se obvia con la utilizacion
del AlC..

2.4.2. Determinacion  del  tiempo de
busqueda 'y el tiempo de
manipulacion

Todas las repeticiones del ensayo de
respuesta funcional fueron filmadas con
una camara de video (Panasonic HC-
V250).  Posteriormente, en  una
computadora se observd el video, se
registro el tiempo de busqueda (Ts) (tiempo
desde que deja una presa y encuentra la
siguiente) y el tiempo de manipulacion (Th)
(captura, manipulacion e ingesta de cada
presa) de cada repeticion y se asocié al
numero acumulado de presas consumidas
en todos los tratamientos y repeticiones.

El andlisis estadistico utilizado fue
univariante factorial, considerando dos
factores: densidad de presas y nimero
acumulado de presas consumidas, asi
como su interaccion. EI numero de
repeticiones por factor fue variable porque
los depredadores no consumieron el mismo
numero de presas, como no se realizaron
simultdneamente, se consideraron pseudo-
repeticiones. Por ello, los datos observados
de los tiempos de busqueda (Ts) y tiempos
de manipulaciéon (Tn) fueron analizados
estadisticamente mediante un MLGZ. El
procedimiento operativo y el software
estadistico utilizado es el anteriormente
indicado, con la salvedad que se utilizé una
distribucion del error normal y la funcién de
enlace fue la identidad (esto ultimo indica
que no se transformaron los datos).
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3. Resultados
3.1 Ensayos “sin eleccion” de presas

Las larvas de tercer estadio de C. externa
se alimentaron de todos los tipos de presas
de D. citri. Sin embargo, existidé un efecto
del tipo de presa (huevos, ninfas chicas,
ninfas grandes y adultos) sobre el numero
de presas consumidas (Prueba émnibus,
que compard el modelo ajustado con el
modelo de sélo interseccion, Chi-cuadrado
de la razén de verosimilitud = 284,590, g.I.
= 3, p < 0,0001). EI mayor numero de
presas consumidas correspondio a huevos
(52,00 £ 2,28), seguido por el consumo de
ninfas chicas (42,00 + 2,05) y grandes
(37,60 £ 1,94) que no se diferenciaron
entre si; todos ellos mayores que el
consumo de adultos (12,20 + 1,11) (Figura
3).

Figura 3. Numero medio de presas, segun
tipo (huevos, ninfas pequefias (estadios |y
1), ninfas grandes (estadios I, IVy V) y
adultos de D. citri), depredadas por larvas
de tercer estadio de C. externa, en un
ensayo “sin eleccion” de presas, llevado a
cabo en condiciones de laboratorio (25 £ 2
°C; 70 £ 10% de HR y 16:8 h de Luz:
Oscuridad). Valores medios expresados en
porcentajes (£ES), con la misma letra no
presentan  diferencias  significativas,
mediante comparacion por pares (Chi-
cuadrado de Wald=382,614, g.l. 3, p <
0,001).
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3.2 Ensayo “con eleccion” de presas

El depredador presenté preferencia por
algunos tipos de presa cuando pudo elegir
entre ellos (indice de preferencia Betaz de
Manly“0) y comparacion mediante test de
Wilcoxon). Se observé una preferencia por
ninfas grandes frente adultos y huevos,
ninfas chicas sobre huevos, y

adultos frente a huevos. En las ofras
combinaciones  evaluadas no  se
comprobaron diferencias (Cuadro 1).

Tabla 1. Valores medios del indice de
preferencia de Manly para larvas de tercer
estadio de C. externa depredando distintos
tipos de presa de D. citri en condiciones
controladas de laboratorio (25 + 2 °C; 70 +
10% de HR y 16:8 h de Luz: Oscuridad).

Presas indice de preferencia  Estadisticos de contraste
evaluadas de Manly V4 P
Ninfas grandes 066+0102

Adultos 0,34+0,10° 2,71 <0,017
Ninfas grandes 0,73+0,082

Huevos 0,27 +0,08° -2,809 0,005
Ninfas chichas 057+0,062

Huevos 0,27 £0,06 & -2,809 0,005
Adultos 0,78+0232

Huevos 0,22+0,23° 247 0,013
Ninfas grandes 056+0102

Ninfas chicas 044+0102 1174 0,24
Adultos 054+0202

Ninfas chicas 046+0202 -0,767 0,443

Ninfas pequefias: estadios | y II. Ninfas grandes: estadios I, IVy V

3.3 Respuesta funcional

El consumo de ninfas grandes de D. citri
por parte de las larvas de tercer estadio de
C. externa presentd una respuesta
funcional de tipo II. Asi lo indico el valor del
parametro P1, que fue significativamente
negativo en todo el intervalo de los limites
de confianza (segun el criterio de Juliano
(23)) (Tabla 2). Esto se confirmd mediante el
ajuste de los datos a los tres tipos de
respuesta funcional, segun las expresiones
de Hassell®d) y Cabello et al.44, y su
posterior comparacion mediante el indice
de Akaike corregido (AIC.). La respuesta
funcional tipo Il present6 el menor valor de
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dicho indice (Tabla 3).

Tabla 2. Regresion logistica, segun
Juliano@), para estimar el tipo de
respuesta funcional de larvas del tercer
estadio de C. externa depredando ninfas
grandes de D. citri en condiciones de
laboratorio (25 + 2 °C; 70£10% de HR y 16-
8 h de Luz: Oscuridad).

Ajustes

Parametros Valores Error estandar Limites de confianza  Tipo de funcion
(ES) (95%)
Ps(Intercepcion)  2,0202 0,05138 191958 212101 I
P (Linear) -0,0017 0,00008 -0,00184 -0,00162

3.3.1 Tiempo de busqueda

El tiempo de busqueda (Ts) utilizado por el
depredador no presentd variacion (Chi-
cuadrado de la razén de verosimilitud =
178,322, g.l. = 198, p = 0,839, prueba de
dmnibus que compara el modelo ajustado
con el modelo de sélo interseccion). No se
encontraron efectos del nUmero acumulado
de presas consumidas (Chi-cuadrado de la
razon de verosimilitud = 34,907, g.l. =57, p
= 0,991), ni de la interacciébn numero
acumulado de presas
consumidas*densidad (Chi-cuadrado de la
razon de verosimilitud = 121,464, g.I. = 137,
p = 0,825). Solo se detectd un efecto del
factor densidad de presas (Chi-cuadrado
de la razon de verosimilitud = 25,778, g.I. =
4, p < 0,0001). El valor del Ts (0,831
0,083 min) para la densidad de 25 presas
ofertadas fue mayor que el obtenido
cuando se expuso un numero mayor de
presas (Tabla 4).

Tabla 3. Parametros y su significacion
estadistica cuando los datos se ajustaron al
modelo de respuesta funcional para larvas
del tercer estadio de C. externa
depredando ninfas grandes de D. citri a
diferentes densidades en condiciones de
laboratorio (252 °C; 70£10% de HR y 16-
8 h de Luz/Oscuridad), considerando

tiempo = 1 dia.

Parametros de ajuste X e
Tipo de respuesta : Parametros estadisticos
( Error Estandar)

a Tr a gl R AlCc
0,3647
(+0,0616)
2,5356 0,0012
I — 4 09582 44589
(£2,1114)  (£0,002)
0,0024 0,0131

il = 4 09251 45476
(+148468)  (+176,54)

funcional

- 5 05442 55669

Si bien el numero acumulado de presas
consumidas no influy6 en el Ts, cuando se
graficd se comprobd un comportamiento
mas variable de Ts (indicado por la amplitud
de los limites de confianza) a partir de la
presa 31 y hasta el final del ensayo.
Probablemente, influyé el bajo nimero de
depredadores que llegaron a capturar y
devorar tan elevado numero de presas.
Cuando se analiza la grafica desde la presa
1 hasta la 30, se observa que el tiempo de
busqueda fue aumentando ligeramente.
Ello probablemente se debi6 a que a
medida que disminuye el nUmero de
presas, al ser consumidas y no repuestas,
la probabilidad de nuevos encuentros fue
disminuyendo (Figura 4).

Tabla 4. Valores medios del tiempo de
busqueda (Ts) utilizado por larvas de tercer
estadio de C. externa segun densidad de
ninfas grandes de D. citri (estadios IIl, IV 'y
V) obtenidos por observacion (en minutos).

Estimaciones (en minutos)
Densidad de Media Error Estandar ~ 95% de intervalo de confianza de

presas Wald

Inferior Superior
25 0,83012 0,08280 0,6678 09924
50 0,54360 0,08469 03776 0,7096
75 04979 0,07763 0,3457 0,6500
100 04056 007818 0.2524 0,5588
125 0,3079 0,09777 0,162 0,4995
Valores seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas a p = 0,05 (valor
para la comp én por pares: Chi-cuadrado de Wald = 21,012; g|. =4, P < 0,001).

Figura 4. Valores medios del tiempo de
busqueda (Ts) (en linea continua) (en
minutos) y limites de confianza a p = 0,05
(en linea de puntos), utilizado por larvas de
tercer estadio de C. externa segun numero
acumulado de ninfas de grandes de D. citri
consumidas. Valores obtenidos por
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observacion.

Tiempo de busqueda (Ts)

1 1 21 A H 51
Nimero acumulado de presas consumidas

3.3.2 Tiempo de manipulacion (Tx):

El tiempo de manipulacion (Th) de las
presas por parte de C. externa presentd
variacién durante el ensayo (Prueba
dmnibus, que compara el modelo ajustado
con el modelo de sélo interseccion, origind
una Chi-cuadrado de la razon de
verosimilitud = 376,503, g.l. = 198, p <
0,0001). Es asi que se comprobd un efecto
sobre Th de la densidad de presas
ofertadas (Chi-cuadrado de la razén de
verosimilitud = 21,496, g.l. = 4, p < 0,0001),
del numero acumulado de presas
consumidas (Chi-cuadrado de la razén de
verosimilitud = 195,962, gl. = 57, p <
0,0001), pero no de su interaccion (Chi-
cuadrado de la razén de verosimilitud =
149,716, g.l. = 137, p = 0,216). El valor
medio del Tn (1,040 + 0,081) para la
densidad de 100 presas ofertadas fue
mayor que el Th del resto de las densidades
estudiadas (Tabla 5).

Segun el numero acumulado de presas
consumidas, Th disminuye hasta la presa
31. De la primera a la tercera presa el
tiempo de manipulacién (en minutos) fue
2,87 + 0,17, 2,69 + 0,17, 2,30 £ 0,17
respectivamente. Desde la cuarta hasta la
onceava presa el tiempo vario de 2'a 1,5’y
a partir de ésta hasta el 31 Tx present6
valores entre 1y 1,5". Con el consumo de
un mayor nimero de presas, los valores de
Th se hacen mas variables debido,
probablemente, al menor numero de
depredadores que capturaron mas de 31
presas (indicado por la amplitud de los

limites de confianza) (Figura 5).

Tabla 5: Valores medios del Tiempo de
manipulacién (Th) empleado por larvas de
tercer estadio de C. externa segun
densidad de ninfas grandes de D. citri,
obtenidos por observacion (en minutos).

Estimaciones
Densidad de Media Error

95% de intervalo de confianza de
presas Estandar Wald
Inferior Superior
25 15929 0,08524 1,4258 1,7599
50 160512 0,08719 14342 1,7760
75 1,37842 0,07992 1,2218 1,5350
100 1,04030 0,08049 0,8826 1,1981
125 1,6639 0,10065 1,4666 1,8612
Valores seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas a p = 0,05 (valor

para la comparacion por pares: Chi-cuadrado de Wald = 36,936; g.|. =4, p < 0,001).

Figura 5. Valores medios del tiempo de
manipulacion (Th) (en linea continua) (en
minutos) y limites de confianza a p = 0,05
(en linea de puntos), utilizados por larvas
de tercer estadio de C. externa segun
numero acumulado de presas consumidas
(ninfas grandes de D. citri), obtenidos por
observacion.

35
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15
1
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1 1" 21 3 4 51
Namero acumulado de presas consumidas

4. Discusion

El consumo de todos los tamafios de D. citri
ofertados en este estudio por parte de
larvas del tercer estadio de C. externa fue
coincidente con lo sefialado por Pacheco-
Rueda et al.(? para esta especie y
Palomares-Pérez et al.4)) y Goldmann(“8)
para ofras especies de la familia
Chrysopidae como enemigos naturales de
este psilido. Las diferencias en el consumo
de huevos, ninfas y adultos en condiciones
de “‘no eleccidn” de presas estarian
relacionadas con el tamafio de las mismas,
que afecta el tiempo de consumo®4 e
influyen en el éxito de la depredacion a
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través de la relacién entre el tamafio del
depredador y la presad). La disminucion
encontrada en el numero de presas
depredadas con el aumento del tamafio de
las mismas (fruto que se requiere menos
individuos para cubrir los requerimientos
del depredador), coincide con lo observado
por otros autores para el segundo estadio
larval de C. rufilabris y C. comanche
cuando fueron alimentadas con huevos y
ninfas chicas y grandes de D. citri durante
una hora®9, Asimismo, Goldmann(“s)
encontré resultados similares a este
estudio, cuando evalué todos los estadios
del D. citi como presas con los tres
estadios larvales de C. comanche durante
el mismo periodo de tiempo que este
estudio.

El mayor consumo de huevos podria estar
explicado por su menor tamafio e
inmovilidad, lo cual facilita su manipulacion
y, con ello, se reduce el tiempo de consumo
por presa. Por su parte las ninfas, al ser
moviles y ejercer cierta resistencia a ser
atacadas por depredadores, resultan
menos consumidas que los huevos(®?),

En acuerdo con Pacheco-Rueda et al. (12,
no se encontraron diferencias en el
consumo de distintos tamafios de ninfas de
D. citri en condiciones de no eleccién. No
se confirmd un mayor consumo de ninfas
chicas (estadios | y Il) (con esbozos alares
poco desarrollados lo que las hace mas
faciles de manejar por el depredador) frente
a las ninfas grandes (estadios Ill, IV y V)
que poseen alas mas desarrolladas y el
tiempo de manipulacion aumenta, como lo
sefialan Khan et al.(5).

El  menor consumo de adultos
posiblemente estuvo influido por la
presencia en éstos de alas completamente
desarrolladas y funcionales al vuelo(®2),
Esto les otorga mayor capacidad de escape
de un depredador y, en caso de ser
capturados, el tiempo de manipulacién es

mayor. Hay que destacar que este estudio
es el primer registro de la tasa de consumo
de C. externa sobre adultos de D. citri. Si
bien los adultos fueron menos consumidos
que otros tamafios de presa, es
particularmente importante este hallazgo
dado que D. citri pasa el invierno como
adulto®3(%4) y es frecuente encontrar este
crisopido en citricos en Uruguay en dicho
momento del afio(55).

La preferencia por los tamafios intermedios
de D. citri comprobada en el estudio “con
eleccion” de presa, podria estar explicada
por la baja eficiencia que se produce al
alimentarse de presas excesivamente
grandes, debido a limitantes fisicas, y por
los reducidos valores nutricionales de las
presas pequefas (22%6), Cuando las presas
son grandes con respecto al depredador, el
tiempo de manipulacién  (perseguir,
someter, ingerir y digerir el recurso) es
mayor que en el caso inverso@? y el éxito
de captura es bajo®”). En resumen, la
capacidad de defensa, el tamafio
proporcional a la presa y la movilidad
afectan directamente el ataque o la
preferencia por las presas de parte de C.
externa (1),

Si bien los huevos del psilido fueron los
mas consumidos en condiciones de “no
eleccion”, cuando C. externa tuvo
posibilidad de elegir no los prefirid. Esto
podria estar explicado por su reducido
tamafio e inmovilidad que los hace mas
dificil de detectar visualmente®8), en
compensacion con la vulnerabilidad por su
situacion inerme para reaccionar frente a
un depredador, sefialado precedentemente
por otros autores. Similar situacion se
alcanzo con C. carnea, cuando se le ofrecid
simultaneamente larvas y huevos de Pieris
brassicae  (Linnaeus)  (Lepidoptera:
Pieridae). Su larva de tercer estadio prefirié
las primeras, probablemente debido a la
inmovilidad de los huevos®9). Por otro lado,
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alimentarse de presas mas grandes es mas
eficiente debido a que se alcanza el nivel
de saciedad con menor numero de

individuos que cuando la presa es pequefia
(34)

Ninfas chicas fueron preferidas Unicamente
cuando fueron ofrecidas conjuntamente
con huevos. Si bien la diferencia de tamafio
no es tan marcada, sobre todo con el
primer estadio®2), es distinta su movilidad,
lo cual puede favorecer la deteccion visual
de la presa. También puede contribuir en la
eleccion la produccion de mielecilla por
parte de las ninfas. Hay que tener en
cuenta que los mayores componentes de la
mielecilla son sacarosa, D-fructosa,
manosa, trehalosa, myo-inositol, galactosa,
acido malico y acido quinico(®), Ademas de
los azucares, contiene una capa delgada
de cera similar a la de abejas y otros
ésteres de cera!). Esta fuente rica en
carbohidratos  es  utilizada  como
complemento nutricional en dietas de
enemigos naturales como crisopidos,
coccinélidos y  parasitoides(62)(63)(64)(65),
estimula la oviposicion, incrementa la
sobrevivencia y fecundidad(66)(7),
Hogervorst et al.,®), demostraron que
larvas de otra especie de este mismo
género (C. carmea) utilizan mielecilla
producida por é&fidos como fuente de
alimento, incluso cuando posee presas de
alta calidad nutricional disponibles ad-
libitum. Sin embargo, si bien los crisopidos
son insectos omnivoros, no pueden
completar su desarrollo larval si se
alimentan unicamente de mielecilla, debido
a que el tipo de aminoacidos y sus
concentraciones no son suficientes, por lo

que es necesario el consumo de presas
(68).

Por otra parte, sefiales quimicas emitidas
por presas, como es el caso de volatiles
presentes en la mielecilla, son importantes
para asegurar el encuentro depredador-

presa (aumentan su eficiencia de
busqueda). Para ello  contribuyen
receptores sensoriales ubicados en los
extremos de los palpos labiales y en las
antenas del depredador que permiten
reconocer quimicamente a la presa cuando
la encuentra 4. Las larvas de crisopidos
poseen la habilidad de aprender la
asociacion entre volatiles y la presencia de
alimento(®®). Particularmente, cuando éstas
presentan distribucién agregada®d, como
es el caso de D. citri , lo cual favorece la

permanencia del depredador en el habitat
(70)(62),

La falta de preferencia entre ninfas chicas
y grandes es coincidente con el consumo
observado en el ensayo “sin eleccion”,
cuando dispusieron por separado de
ambos tamaros. La preferencia por ninfas
grandes frente a huevos y adultos podria
estar asociado a la movilidad, la produccion
de mielecilla, al grado de desarrollo de las
alas y a diferencias de tamafios.

El comportamiento observado por las
larvas de tercer estadio de C. extemna,
cuando se alimentaron de ninfas grandes
(I, IV y V) de D. citri, se ajustd a la
respuesta funcional del tipo Il. Este es el
tipo de respuesta funcional mas comun en
insectos(7243), particularmente en
depredadores que se alimentan de presas
inestables, e implica una répida utilizacion
del alimento por parte del depredador(73). A
medida que aumenté la densidad del
psilido, el consumo de C. externa se
incrementd en forma decreciente hasta
alcanzar un valor asintotico equivalente ala
densidad de saturacion, a partir de la cual
aumento la probabilidad de escape de las
presas. Esto se explica porque al aumentar
la densidad de presas el tiempo dedicado a
localizarlas disminuye, pero el tiempo de
manipulacion por parte del depredador se
va incrementando(23),
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Resultados similares fueron reportados
para este depredador con otras presas,
como los pulgones Schizaphis graminum
(Rondani) (Hemiptera: Aphididae)("), Aphis
gossypii (Glover)(), Melanaphis sacchari
(Zehntner)™ y las moscas blancas
Trialeurodes vaporariorum  (Westwood)
(Hemiptera: Aleyrodidae)(. Asimismo, se
ha observado este comportamiento en
otros crispidos, como C. carnea cuando
se alimenté de Saissetia oleae (Olivier)
(Hemiptera:  Coccidae)™),  Hyalopterus
pruni (Geoffroy) (Hemiptera: Aphididae)(9),
Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera:
Triozidae)®), T. vaporariorum®) y C.
caligata cuando depredd Raoiella indica
(Hirst) (Acari: Tenuipalpidae)@’). También
se ha constatado este tipo de respuesta
funcional en el ectoparasitoide T.
radiata®2@)84) y el depredador H.
axyridis® cuando la presa fue D. citri.

Este tipo de respuesta funcional tiende a
desestabilizar la interaccion depredador-
presa cuando la densidad de esta Ultima se
encuentra por debajo del punto de
saturacion, es decir, puede conducir a la
extincion de la presa®). En estas
condiciones, la proporcidn de presas
consumidas es alta, lo cual es promisorio
en programas de control bioldgico
aumentativo (inundativo)(3. El objetivo de
esta técnica es la reduccion directa de la
plaga en determinado momento, a
diferencia del control biolégico completo en
el cual se apunta a un control
permanente®). Para esta Ultima situacion
son preferibles los depredadores con
respuesta funcional tipo Ill, que son
tedricamente méas capaces de regular las
poblaciones de sus presas(®®2), Es por
ello que, en funcion de la respuesta
funcional determinada en este estudio, C.
externa podria ser un eficaz agente de
control biolégico de D. citri, incluso cuando
ésta se encuentra a bajas densidades
poblacionales.

N
>

Las larvas de tercer estadio de C. externa
presentaron mayor coeficiente de ataque
(@) (2,5356 £ 2,1114) y menor tiempo de
manipulacion (Tp) (0,0012 £ 0,002) cuando
se alimentaron con ninfas de D. citri,
comparado con los valores sefialados por
Castro et al.(’') referidos al consumo de
ninfas de T. vaporariorum (a’= 0,097 y Th=
0,062) y por Palomares-Pérez et al.(7®)
cuando la presa fue M. sacchari (a'=
0,0065y Th=1,0132). Por otra parte, otros
enemigos naturales comunmente
asociados a D. citri, como son H. axyridis(®)
y T. radiata®), presentaron menores
coeficientes de ataque y tiempos mayores
de manipulacion que los obtenidos en este
estudio.

La tasa de ataque o eficiencia de busqueda
y el tiempo de manipulacion son
indicadores de la potencialidad de un
enemigo natural (2. El coeficiente de
ataque depende de la distancia reactiva
entre el depredador y la presa, del éxito de
captura y la velocidad de movimiento de
ambos@). En el tiempo de manipulacion
influyen la movilidad de la presa y del
depredador, asi como el tiempo requerido
para someter a la presa una vez
capturada®). Entoméfagos con alto
coeficiente de ataque y bajo tiempo de
manipulacion son considerados agentes
promisorios como controladores
biolégicos®). Por lo tanto, los resultados
obtenidos en este estudio podrian sugerir
una mayor eficacia de C. externa cuando
se alimenta de D. citri que de las otras
presas antes mencionadas, y superior que
H. axyridis y T. radiata cuando consumen a
esa misma presa.

El mayor tiempo de busqueda constatado
por observacion a baja densidad de presas,
comparado con lo que sucedid a
densidades mas altas de presas, pudo
deberse a que en esta ultima situacion las
probabilidades de encuentros depredador-
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presa son mayores y, fruto de ello,
disminuyé el tiempo necesario para
encontrarlas. Los modelos de respuesta
funcional asumen que el incremento de la
tasa de captura es lineal con el aumento de
la densidad(©0). No obstante, en trabajos en
los cuales el tiempo de busqueda es
evaluado por observacién, se ha
demostrado que este incremento es menor
que el aumento de la densidad de presa(©0).
Mols et al.®" encontraron resultados
similares y atribuyeron este
comportamiento al agotamiento de presas.
Esto dltimo podria explicar por qué se
observd una tendencia al aumento del
tiempo de busqueda asociado al nimero
acumulado de presas consumidas. A
medida que este nimero aumenta, y al no
haber reposicion, se da un agotamiento de
presas y por tanto disminuye la captura de
presas.

La comprobacion de la reduccion del
tiempo de busqueda de C. externa con el
aumento de la densidad de D. citri
evidenciada en este estudio, coincide con
lo demostrado por varios autores (por
ejemplo, Okuyama(®2, Collins et al.(3),
Giller®3), Cook y Cockrell®4). Se confirma
asi, el efecto de este mecanismo
adaptativo para maximizar la tasa de
ingesta energética dentro de la estrategia
de forrajeo Optimo(®4),

Por su parte, a bajas densidades el mayor
tiempo de manipulacion puede deberse ala
necesidad de extraer todos los nutrientes
disponibles en cada presa, asi como la falta
de aprendizaje. Los depredadores pueden
maximizar su capacidad de busqueda y
manipulacion de presas al aprender como
aumentar el grado de rapifia®?). Si bien esta
respuesta  adaptativa puede estar
relacionada a limitaciones intestinales y
nivel de hambre de los depredadores(©?), es
probable que el tiempo de manipulacion no
esté gobernado solo por un factor

N
>

dominante®). Por lo tanto, deben tenerse
en cuenta comportamientos caracteristicos
de las especies al examinar la respuesta
funcional, sobre la base que el tiempo de
manipulacion adaptable puede ser un
factor importante que contribuya a la
estabilidad de las  comunidades
ecolégicas(©2),

El éxito o fracaso de un programa de
control  bioldgico no puede atribuirse
unicamente a la respuesta funcional del
controlador  utilizado.  Otros  factores
pueden contribuir a los resultados, como el
momento y la forma de liberacion, calidad y
dosis del enemigo natural, asi como las
condiciones  climaticas. Ademas, al
momento de seleccionar un agente de
control  biolégico deben considerarse
aspectos como interacciones entre
individuos y entre especies en condiciones
naturales®0®7), No obstante, la respuesta
funcional es un conocimiento comunmente
utilizado para estimar la potencialidad de
uso de un enemigo natural en el control de
una plaga®@”.

5. Conclusiones

Chrysoperla externa es un depredador
voraz, que se alimenta de todos los
tamafios de D. citri. El consumo es mayor
con presas pequefias y, cuando puede
optar, prefiere tamafios intermedios.
Cuando se alimenta del psilido asiatico de
los citricos su comportamiento se ajusta a
una respuesta funcional del tipo Il, es decir,
es un depredador eficiente a bajas
densidades de presa. Asimismo, posee alta
eficiencia de busqueda y bajo tiempo de
manipulacion con respecto a otros
enemigos naturales de esta plaga, lo que lo
posiciona como un agente de control
biologico  promisorio en  métodos
aumentativos o de conservacion.
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