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1. INTRODUCCION

1.1 LA PRODUCCION CITRICOLA EN URUGUAY

El rubro citricola tiene un fuerte impacto social y econdmico para el pais. Es
un sector exportador en expansion, siendo ademas el de mayor importancia dentro
del area hortifruticola del pais. En el afio 2000 representaba el 3% del VBP
agropecuario (MGAP. DIEA, 2003).

El sector citricola esta compuesto hoy por unas 21.000 hectareas (15.000
efectivas). Representa el 0,1% de la superficie nacional. En el afio 2000, el total de
plantas era 6,5 millones de las cuales el 90% estaban en produccion (MGAP. DIEA,
2003).

Existen 479 establecimientos de méas de 350 plantas, distribuidos en el pais.
El cultivo estd concentrado en dos zonas. La region Noroeste, es la mas extensa, que
abarca los departamentos de Salto, Paysandu, Rio Negro y parte de Rivera. El 76%
de las explotaciones y el 83% de la produccidon del afio 2000 provienen de esta zona.
La zona sur, abarca los departamentos de Montevideo, San José, Canelones, Colonia
y Maldonado (MGAP. DIEA, 2003).

En la zona norte se producen principalmente naranjas que aportan el 55% de
la produccidn de la regién, seguida por mandarinas a las que corresponde el 33%. El
12% restante se distribuye entre limones, pomelos y otras especies minoritarias
(MGAP. DIEA, 2003).

La zona sur es predominantemente limonera (59% de la produccién), con una
tendencia creciente a diversificar el espectro de variedades cultivadas. La fuerte
presencia de limoneros se explica por su rusticidad y la buena adaptacion a las
condiciones ecoldgicas de la zona (MGAP. DIEA, 2003).



Hasta finales de la década del 90 el sector citricola en el Uruguay habia tenido
un importante desarrollo, con el principal objetivo de producir fruta fresca de
exportaciéon. En los dltimos afios el impulso que habia caracterizado al sector se
detuvo, determinando una caida relativa de la produccion y las exportaciones. De
hecho, los volimenes de fruta producida a partir del afio 1998 tuvieron fluctuaciones
anuales que incluyen caidas muy importantes revirtiendo la tendencia creciente de la
produccion que se habia mantenido hasta ese afio. Las explicaciones de estas
variaciones se fundamentan principalmente en el impacto negativo del clima, no solo
en los resultados productivos directos sino en las condiciones ambientales para la
diseminacion de enfermedades, particularmente del cancro citrico (Xanthomonas
axonopodis pv citri). En este sentido, las condiciones climaticas favorables al
desarrollo de la bacteria, conjuntamente con la llegada del minador de las hojas de
los citricos (Phyllocnistis citrella) condujeron a un notorio aumento del nimero de
plantas afectadas a nivel nacional (MGAP. DIEA, 2003).

1.2 IMPORTANCIA DEL MINADOR DE LOS CITRICOS EN URUGUAY

El minador de los citricos Phyllocnistis citrella (Lepidoptera: Gracillariidae)
se detect6 en Uruguay en enero de 1997 en la zona norte y en febrero del mismo afio
en el sur. Actualmente es considerada una de las principales plagas de los citricos,

causando darios directos e indirectos (Asplanato et al.,2004).

Los dafios directos son provocados por las larvas que realizan galerias en las
hojas tiernas, lo cual ocasiona pérdida de area foliar y consecuentemente una

reduccion de la tasa fotosintética (Garcia Mari et al., 1997).

El dafio indirecto se refiere a la mayor incidencia del cancro citrico,
Xanthomonas axonopodis pv citri. Las galerias son una via de ingreso para la
bacteria, y ademas en ellas se dan condiciones de temperatura y humedad favorables
al desarrollo de la enfermedad (Chagas et al., 2001). A partir de 1997, con la
aparicion del minador de los citricos y las condiciones climaticas particulares para el



desarrollo del cancro citrico, se constatdé un aumento en la incidencia y dispersion de
la enfermedad en la zona norte del pais, que llevo a evaluar una nueva estrategia en el

programa de control (Otero et al., 2005).

El cancro citrico es el problema sanitario mas serio para este cultivo en el pais
siendo una limitante para la exportacion de frutas citricas a algunos mercados
(Scatoni et al., 2000). En el afio 1998 la Unién Europea establece un cambio en sus
requisitos fitosanitarios que definen la necesidad de disefiar un sistema de

certificacion para la fruta de exportacién (Otero et al., 2005).

El control quimico de P. citrella presenta numerosos problemas asociados a
la propia biologia del insecto, como ser sus habitos minadores, el desarrollo sobre
brotes en crecimiento y el nimero elevado de generaciones que presenta. Por otro
lado, se ha detectado resistencia de las poblaciones a determinados productos
quimicos (Smith y Hoy 1995, Knapp et al. 1995).

Un método de control que se considera apropiado para plagas recientemente
introducidas es el de Control Biologico Clésico, el cual se ha aplicado en casi todas
las areas citricolas invadidas por el minador (Argov y Rdssler 1996 y 1998, Hoy y
Nguyen 1997, Pomerinke y Stansley 1998, Willink et al. 1999, Vercher et al. 2000,
Asplanato et al. 2005).

Ante esta problematica, en el pais se llevan adelante desde 1997 hasta el
presente, programas de investigacion que contribuyan al desarrollo del manejo

integrado de P. citrella en el cultivo (Asplanato et al., 2005).

En el afio 2000 se lleva a cabo la primera experiencia de control biologico
aplicado del minador de los citricos con la introduccion del enemigo natural exotico
Ageniaspis citricola (Hymenoptera: Encyrtidae). Este parasitoide mostré problemas
de adaptacion en la zona sur, no logrando sobrevivir a las condiciones de los

inviernos mas rigurosos (Buenahora et al., 2004). En la zona norte, en las temporadas



2004-2005 y 2005-2006 se ha recuperado A. citricola con posterioridad al invierno,
considerando que las condiciones del ultimo invierno no fueron tan rigurosas

(Buenahora, 2006 com. pers.).

Durante la dispersion del minador de los citricos por el mundo, se
encontraron enemigos naturales que se adaptaron al nuevo hospedero. En nuestro
pais se realizaron relevamientos de especies autoctonas y se determind que el
parasitoide predominante es Cirrospilus sp. C (Hymenoptera: Eulophidae)
(Asplanato et al.,2004), actualmente descrito como Cirrospilus neotropicus (Diez y
Fidalgo, 2003).

1.3 OBJETIVOS

Por lo anterior, conocer el ciclo de vida de C. neotropicus a diferentes
temperaturas en condiciones controladas seria un primer aporte para explicar su
comportamiento y mejorar su accion a nivel de campo. Ademas la informacion que
surja de estos estudios puede ser utilizada para programar crias masivas del

parasitoide y su posterior utilizacion en el control bioldgico de P. citrella.

El objetivo de este trabajo es estudiar la biologia de C. neotropicus en
condiciones de laboratorio y el parasitismo a campo. Se pretende estudiar la duracion
del ciclo de vida y algunos pardmetros reproductivos en condiciones de laboratorio, y

determinar el nivel de parasitismo a campo en parcelas de la zona sur del pais.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ORIGEN Y DISTRIBUCION DE Phyllocnistis citrella.

P. citrella es una de las plagas mas importantes del cultivo y de otras especies
de rutaceas (Knapp et al., 1995). Esta especie fue descrita por primera vez en
Calcuta, India, sobre Citrus spp. por Stainton en 1856 (Knapp et al., 1995), aunque
no fue citada como plaga hasta 1960 en Corea. No se conoce con exactitud el origen
del minador de las hojas de los citricos, pero dado que Citrus spp. y otras rutaceas
son sus huéspedes naturales, se podria asumir que su lugar de origen es el de sus

huéspedes, sudeste asiatico (Hoy y Nguyen, 1997).

La expansion del minador desde el continente asiatico fue lenta hasta 1993. A
partir de entonces, y en poco tiempo, la distribucion del minador de los citricos sufrié
importantes cambios. En la actualidad existen muy pocas regiones donde se cultivan
citricos en las que su presencia no haya sido constatada (Knapp et al. 1995, Hoy y
Nguyen 1997).

De modo que se podrian identificar dos fases en la expansion del minador:
una primera que se produjo en forma lenta y continua, afectando los continentes de
Africa, Oceania y parte de Asia, y una segunda que comienza a partir de 1993,
caracterizada por la rapida invasion o reinvasion en varios puntos distantes entre si y
de forma casi simultanea, de manera que en un corto periodo de tiempo se expande a
las areas citricolas de Ameérica y la zona mediterranea (Knapp et al. 1995, Hoy y
Nguyen 1997).

En el afio 1991 se detecta en el sureste de Australia y en 1993 en Sudafrica,
Florida (EEUU) y Espafia (Knapp et al. 1995, Garcia Mari et al. 1997b). En 1994, se

lo detecta en Puerto Rico, Republica Dominicana y el resto de América Central; en



Italia, Argelia, Israel, Marruecos, Jordania y Egipto (Knapp et al. 1995, Argov y
Rossler 1996).

En 1996 en su rapido avance hacia el sur de América, se detecta su presencia
en Brasil (Milano, 2002) y Argentina (Garcia Mari et al. 1997b, Willink et al. 1996,
1998 y 1999, Segade 2003). En el mes de enero de 1997 se lo registra en Uruguay, en
los departamentos de Salto y Paysand( y en febrero en la zona sur (Asplanato et al.,
2004).

Las ultimas zonas citricolas invadidas por el minador de las hojas de los
citricos fueron Chile y California (EEUU). En California (EEUU) se lo encuentra en
enero de 2000 en el condado Imperial, adyacente con la frontera de México, en la
actualidad puede ser encontrado desde los condados de Whinterhaven hasta Niland
(Godfrey y Grafton, 2002).

Pocas plagas han tenido una expansién tan grande y han creado tanto
desconcierto en un periodo de tiempo tan corto. La utilizacion de barreras de
cuarentena tuvieron muy poco efecto en la disminucion de la propagacion de esta

plaga a nivel mundial (Hoy y Nguyen,1997).

No se conocen con exactitud las causas de la segunda expansion (Garcia
Mari, et al. 1997b). Algunas de la razones que podrian explicarla serian: posee altas
tasas de reproduccion, es multivoltina, puede haber sido transportada facilmente
tanto en material de vivero como en plantas adultas, gran capacidad de adaptacion a
una amplia diversidad de climas y microclimas, y posiblemente los adultos de
minador tengan una alta facilidad de dispersion (Hoy y Nguyen 1997, Garcia Mari et
al. 1997b, Knapp et al. 1995).

Para Vazquez et al. (1997), la diseminacion del minador de los citricos se
explica por tres vias fundamentales: mediante el traslado de posturas o material

vegetal desde las éreas infestadas, la existencia de plantas hospedantes



ininterrumpidamente en zonas cercanas a los focos y por el movimiento de los

adultos, favorecidos por corrientes de aire superficiales, asi como vehiculos y otros.

2.2 BIOLOGIA Y HABITOS DE Phyllocnistis citrella

Es un microlepiddptero, perteneciente a la familia Gracillariidae. EI huevo
mide 0,3 mm de largo, es translicido y convexo. La duracion del desarrollo
embrionario varia de 2 a 10 dias. La larva presenta cuatro estadios, todos se
desarrollan dentro de la hoja. La larva de primer estadio es de color blanquecino, de 1
a 2 mm de largo y la del Gltimo estadio (L4) de color amarillento, mide 4 mm. La
duracion del desarrollo larvario varia entre 5 y 20 dias. La larva al final de su
desarrollo construye una camara generalmente en el borde de la hoja, donde pupa. La
duracion del estado de pupa varia entre 6 y 22 dias (Knapp et al. 1995, Margaix y
Garrido 2000, Margaix et al. 2000, Sanchez et al. 2002).

El adulto presenta dos pares de alas membranosas, estrechas y plumosas, de
color blanco a plateado, con pelos oscuros distribuidos transversalmente y
longitudinalmente. En la region apical, las alas anteriores presentan un punto oscuro,
caracteristico de la especie. Mide aproximadamente 4 a 5 mm de expansion alary 2 a
2,5 mm de largo. Las hembras son de mayor tamafio que los machos (Heppner 1993,
Garijo y Garcia 1994, Knapp et al. 1995, Sanchez et al. 2002).

Estos microlepidopteros son activos principalmente en el crepusculo. La
cépula se produce 12 a 24 horas después de la emergencia de los adultos, la
oviposicion comienza poco después. La postura es de forma individual en brotes y
hojas en expansion, menores a 50 mm de longitud (Knapp et al. 1995, Sanchez et al.
2002).

Estudios realizados sobre las dinamicas de las poblaciones del minador de los
citricos en Uruguay, permitieron determinar que la brotacion de primavera no es
afectada, las poblaciones del minador son altas en general a partir de diciembre en la

zona norte y enero en la zona sur. La mayor incidencia y severidad en el dafio se



observa en las brotaciones de verano y otofio en al zona norte y en otofio en la zona
sur (Scatoni et al. 1999, Asplanato et al. 2004 y 2005).

En limonero, el 80 % de la poblacion de larvas de primer estadio se encuentra
en hojas menores a 50 mm de longitud, no lignificadas, de color rojizo. Mientras que
mas del 75 % de las pupas se encuentran en hojas mayores a 50 mm de largo. Con
respecto a los estadios larvario estos son mas avanzados en hojas de mayor tamafio
(Scatoni et al., 1999).

2.3 HOSPEDEROS Y DANOS DE Phyllocnistis citrella

P. citrella se cita principalmente en plantas de la familia Rutaceae,
especialmente las del genero Citrus spp. También puede ser encontrada en plantas de

las familias: Oleaceae, Loranthaceae, Leguminosae y Lauraceae (Heppner, 1993).

Los dafios directos causados por el minador de los citricos son,
principalmente la reduccion de la tasa fotosintética, debido a la pérdida de superficie
foliar. Esta se produce por la alimentacion de la larva en la hoja y porque el dafio
producido causa una temprana abscision de las hojas adultas (Garcia Mari et al.
1997b, 2002).

Las larvas son las causantes de estos dafios al realizar galerias en las hojas
sobre brotes tiernos (Figuras 1b), tanto en el envés como el haz, y con frecuencia
afectan los tallos de los mismos. En ocasiones cuando los niveles poblacionales son
muy elevados y las brotaciones son escasas, pueden llegar a dafar frutos. Las larvas,

en éste caso no completan su desarrollo (Heppner, 1995).

Las galerias producidas evolucionan en longitud y grosor con el desarrollo de
las larvas. Se ha encontrado una relacion entre el nimero de galerias, el porcentaje de

superficie foliar dafiada y la longitud de la hoja. Esta relacion se ve afectada por la



temperatura, cuando ésta es alta la larva del minador crece mas rapido que la hoja y

el dafio es mayor (Garcia Mari et al., 1997b).

El dafio inicial en el tejido de la hoja, provocado por la larva, se limita a las
células de la epidermis (Achor et al., 1997). Consiste en la separacion entre la
epidermis y el parénquima que es ocupada por aire y excrementos del insecto. Esas
bolsas de aire dan un brillo caracteristico a las hojas afectadas (Garijo y Garcia,
1994).

Los mayores perjuicios ocurren en citricos sobre todo en plantas de vivero,
cultivos recién implantados y plantas reinjertadas (Garcia Mari et al. 1997b). La
muerte de plantas de vivero ha sido reportada por Ebeling (1959) y Heppner (1993).
Estos dafios directos, causan una disminucion en el vigor de la planta, y en la
consiguiente futura produccion (Garijo y Garcia 1994, Pefia et al. 1996). Segun otros
autores, en plantaciones adultas estos dafios no son importantes y no afectan la
produccién (Gonzalez 1995, Garcia Mari et al. 1997b, 2002).

El dafio producido por la larva en la hoja, puede ser un medio ideal para las
infecciones causadas por organismos patdgenos, si se originan antes de que se forme
una nueva capa protectora sobre la galeria (Achor et al., 1997). Un organismo
patdgeno que se ve favorecido por el dafio del minador es Xanthomonas axonopodis
pv citri. Existe evidencia de que los dafios producidos por el minador contribuyen a
una mayor incidencia del cancro citrico (Cook 1988, Chagas y Parra 2000, Chagas et
al. 2001, Christiano 2003) (Figura 1a).

Las galerias son una via de ingreso para la bacteria, asimismo en su interior se
dan condiciones de temperatura y humedad relativa favorables para el desarrollo de
la enfermedad (Willink et al. 1999, Chagas et al. 2001). La severidad de la
enfermedad esta relacionada con el tamafio de la galeria, que a su vez esta

relacionado con el estadio larvario del minador (Christiano, 2003). Los adultos del



minador de los citricos no son eficientes vectores de la enfermedad (Belasque et
al.,2005).

Figura 1: (a) Sintomas de cancro citrico en las galerias del minador de los citricos. (b) larva de
tercer estadio de P. citrella.

La presencia del minador de los citricos puede provocar un cambio en la importancia
que hasta ahora han tenido otras plagas. En Espafia, una plaga que se ha visto
favorecida por la presencia del minador ha sido,(ba’lanococus citri (Homoptera:
Pseudococcidae), ya que en las hojas enrolladas por el minador, ha encontrado un
lugar ideal para desarrollarse y refugiarse (Garrido, 1996).

2.4 CONTROL DE Phyllocnistis citrella

Algunas caracteristicas del minador como ser su estrecha asociacion a tejidos
vegetales en crecimiento, los habitos minadores de las larvas, el elevado nimero de
generaciones por afo y la superposicion de éstas; le confieren atributos que hacen
dificil el éxito de algunas estrategias de control (Asplanato et al., 2004). Los métodos
de control del minador incluyen: cultural, quimico y bioldgico.

Las medidas culturales deben estar encaminadas a conseguir pocas
brotaciones y muy intensas (Garijo y Garcia, 1994). Comunmente consisten en: la
eliminacion de “chupones”, la regulacion de los riegos y la fertilizacion, entre otros
(Garijo y Garcia 1994, Knapp et. al 1995).



La eficacia en el control quimico del minador, depende directamente de la
homogeneidad en la brotacién de las plantas, del momento de aplicaciéon y del
ingrediente activo empleado (Raga, 2000). La efectividad de las aplicaciones de
algunos insecticidas se ve limitada por la escasa habilidad de penetracion a la
cuticula de la hoja, el corto periodo residual, el nimero de brotaciones, la rapidez de
crecimiento de las mismas y la propia biologia de la plaga (Knapp et. al, 1995). El
control quimico con insecticidas en reiteradas aplicaciones tiene como
consecuencias: problemas de resistencia, contaminacion ambiental, presencia de
residuos en los frutos y disturbios en las poblaciones de organismos benéficos
(Ripollés, 1997).

P. citrella se puede considerar como un excelente candidato para ser
controlado de forma bioldgica. EI hecho de que en las nuevas zonas de expansion
hayan aparecido un numero importante de parasitoides autoctonos atacando a la
nueva plaga aporta evidencias de que la biodiversidad es un elemento importante

como factor de control bioldgico (Schauff et al., 1998).

2.4.1 Control biolégico

El control biologico aparece como la herramienta més apropiada a desarrollar
y un componente imprescindible del manejo integrado del minador de los citricos
(Asplanato et al., 2005).

El control biologico puede dividirse en dos grandes ramas: control bioldgico
natural y control biologico aplicado. EI control bioldgico natural es la accion
reguladora que ejercen los enemigos naturales en el contexto del control natural;
considerando solo el concepto ecoldgico de la regulacion natural. EI control
bioldgico aplicado es la estrategia que utiliza a los enemigos naturales de la plaga con
el propdsito de reducir su abundancia a niveles en los que no cause pérdidas
econdmicas (De Bach 1979, Botto 2002).



Ante la aparicién en una zona de una plaga introducida el método que se ha
mostrado mas eficaz ha sido el de la introduccidn de enemigos naturales procedentes
de la zona originaria de dicha plaga (Garcia Mari et al., 1997b). Es fundamental en el
control biolégico clasico que los parasitoides especificos que seran introducidos en
una region, deben ser colectados en regiones con climas similares a la que seran

introducidos (Hoy y Nguyen, 1997).

2.4.1.1Control biologico natural

El ndmero total de parasitoides ha aumentado desde que se inici6 la
expansion rapida del minador. En 1993 Heppner cita 30 especies distintas de
parasitoides sobre el minador, mientras que Schauff et al. en 1998, citan 90 especies
de chalcidoideos, repartidos en 6 familias, que han sido identificadas como
parasitoides del minador. Estas especies estan por todo el mundo, incluyendo las

nuevas areas colonizadas en los ultimos afos.

Las 6 familias identificadas por Schauff et al. (1998) fueron: Eulophidae,
Elasmidae, Encyrtidae, Eupelmidae, Eurytomidae y Pteromalidae. La familia
Eulophidae es la mas numerosa, con 33 géneros identificados. Entre los géneros de
eul6fidos mas comunes se encuentran: Cirrospilus, Semielacher, Pnigalio, Sympieis,
Quadrastichus, Citrostichus, Galeopsomya y Chrysocaris. De la familia Encyrtidae

el género mas conocido es Ageniaspis.
Parasitoides en su zona de origen: Las especies de parasitoides que se
destacan en su zona de origen por importancia y efectividad son eul6fidos, asi como

el encirtido Ageniaspis citricola (Lovinovskaya) (Hoy y Nguyen, 1997) (Cuadro 1).

Cuadro 1: Parasitoides del minador mas importantes citados en su zona de origen.



India China . . s
- _ Hoy y Huang y T_ziulandla Talwan
Familia Especie Nguyen Tang Ujiyeetal. Ujiyeetal.
(1997) (1996) (1996) (1996)
C.ingenuus * * *
C.phyllocnistoides * * * *
Eulophidae Quadrastichus sp. * *
Teleopterus sp. *
Elarchertus sp. *
Sympiesis sp. *
| Encyrtidae A. citricola * *
| Eurytomidae Eurytoma sp. *

Batra y Sandhu (1981) y Narayan (1996) citados por Hoy y Nguyen (1997)
encontraron que los parasitoides mas abundantes en India son, por orden de
importancia decreciente Citrostichus phyllocnistoides (Narayan) y Cirrospilus

ingenus (Gahan).

En Tailandia se citan 15 especies de parasitoides, de las cuales Ageniaspis
citricola (Lovinovskaya) es el mas importante en tasa de parasitismo, mientras que
Quadrastichus sp. es el mas abundante (40% del total de parasitoides encontrados)
(Ujiye et al.,1996).

En China, al menos diez especies de parasitoides fueron encontradas, siendo
los dominantes: Citrostichus phyllocnistoides y Cirrospilus quadristriatus (Huang y
Tang, 1996). También se mencionan como parasitoides del minador en China a:
Tetrastichus phyllocnistoides, Elachertus sp., Chrysonotomyia spp. y Aleutotropis sp.
(Huang y Tan, 1996).

Parasitoides en la zona de la primera expansion: En Japon se reportan
como parasitoides predominantes a Sympiesis striatipes (Ashmead), Cirrospilus
ingenus y Citrostichus phyllocnistoides (Ujiye et al., 1999). Se mencionan ademas:
Chrysocaris pentheus, Cirrospilus phyllocnistis y Zaommomentedon brevipetiolatus

(Kamijo, 1999). En Australia aparecen como principales especies autoctonas



Semielacher petiolatus y Zaommomentedon brevipetiolatus (Smith y Beattie, 1997).

En Sudafrica se citan Cirrospilus sp. y Tetrastichus sp. (Villiers, 1998).

Parasitoides en la zona de la segunda expansién: En Esparfia se han citado
sobre el minador de los citricos un gran nimero de especies de las cuales las mas
abundantes son: Pnigalio pectinicornis, Cirrospilus préximo a lyncus, Cirrospilus
vittatus, Sympiesis gregori y Chrysocaris pentheus (Verdd 1996, Longo y Siscaro
1997, Garcia Mari et al. 1997a y b, Cabezas et al. 1998, Urbaneja et al. 1998a y
2004). En otras regiones de la cuenca mediterranea las especies identificadas son:
Semielacher petiolatus, Cirrospilus pictus y Pnigalio sp. (Mineo et al. 1998,
Chermiti et al. 1999).

En Florida (EEUU) fueron identificados por Schauff y Evans parasitando al
minador, Pnigalio minio y Cirrospilus floridensis, como los mas abundantes (Pefia et
al. 1996, Evans 1999). En el sur de Texas se cita a una serie de especies indigenas
parasitando larvas y pupas del minador, entre las que destaca por mayor abundancia

el eulofido Zagrammosoma multilineatum (Legaspi et al., 1999).

Cuadro 2: Parasitoides del minador mas importantes citados en América.

Argentina
Brasil Diezy Uruguay

EE.UU.
Centroamérica

Familia Especie ~ Costa et Fidalgo, Asplanato
P gronactal 1988 al, 1999 2003, etal, 2004
' 2003
Sympiesis sp. *
Clostocerus sp. * *
Chrysocharis sp. *
Horisnemus sp. *
Eulophidae Cirrospilus sp. * * * *
Zagrammosoma sp. * *
Pnigalio minio *
Galeopsomya fausta * * *
Cirrospilus - - -

neotropicus
| Elasmidae Elasmus sp. *




En México se citan once especies parasitando al minador, diez de ellas
pertenecen a la familia Eulophidae; Cirrospilus sp. C (segun Diez y Fidalgo, 2003:
Cirrospilus neotropicus) aparece como la especie predominante (Ruiz et al., 2001),

seguida en importancia por Galeopsomya sp. (Bautista et al., 1998).

En Venezuela se identificaron 3 géneros de ectoparasitoides: Elasmus,
Horisnemus y Cirrospilus (Linares et al., 2001). Se reportan para Brasil en orden de
importancia decreciente a Galeopsomya fausta, Horisnemus sp., Cirrospilus sp. C y
Elasmus sp. (Costa et al. 1999, Garcia y Carabagialle 2000, Montes et al. 2001,
Mello et al. 2001). En Argentina se citan como enemigos naturales autdctonos a
Cirrospilus neotropicus, Elasmus sp. y Galeopsomya fausta (Diez et al. 2002, Diez y
Fidalgo 2003). En Uruguay se determind que el parasitoide predominante es
Cirrospilus neotropicus (Asplanato et al., 2004). Con menor relevancia se cita a

Chrysocaris sp.

3.4.1.2 Control bioldgico aplicado

Las técnicas de control bioldgico aplicado incluyen: conservacion y mejora de
la accion de organismos autdctonos, introduccién y aclimatacion de organismos
foraneos (control bioldgico clasico) e incremento y liberaciones inundativas de

organismos criados en cautividad (Ripollés 1997, Pintureau 2002).

La seleccion del enemigo natural se basa en dos criterios fundamentales: el
reduccionista y el holistico. El criterio reduccionista se basa en la evaluacién de
atributos bioldgicos particulares del enemigo natural. En el criterio holistico, la
seleccion del enemigo natural esta basada en las interacciones potenciales que
pueden ocurrir entre éste y los demés factores de mortalidad asociados a la plaga, en
el nuevo ambiente (Botto 2002, Kidd y Jervis 1996).

En la aproximacion reduccionista la seleccion del enemigo natural se hace de

acuerdo a los siguientes aspectos: sincronizacion de los ciclos bioldgicos (plaga-



enemigo natural), tiempo de desarrollo menor al de la plaga, especificidad, elevada
tasa intrinseca de incremento, alta capacidad de busqueda, tipo de reproduccion,
picaduras alimenticias, elevada adaptabilidad climatica, elevada tasa de dispersién y
facilidad de manejo y cria (De Bach 1979, Botto 2002).

Control bioldgico clasico: La primer experiencia de control bioldgico clasico
del minador de los citricos, se realizd en Australia en 1983 con la introduccion de
Ageniaspis citricola, procedente de Tailandia, aunque no llego a establecerse.

Entre 1985 y 1990 se realizaron varios intentos de introducir Cirrospilus
ingenuus y Citrostichus phyllocnistoides que tampoco tuvieron éxito. Se efecto en
1992 una nueva experiencia de introduccion de las tres especies anteriores,
lograndose un réapido establecimiento de A. citricola y C. ingenuus en el estado de
Queensland (Smith y Beattie, 1997).

A partir de la invasion del minador de los citricos en Florida se realizaron
introducciones de varias especies de parasitoides originarios del sudeste asiatico. A.
citricola y C. ingenuus fueron colectados en Queensland (Australia) en 1994, e
introducidos en Florida. Solamente A. citricola fue liberado y se establecid

exitosamente (Hoy y Nguyen 1997, Pomerinke y Stansley 1998).

En la cuenca mediterranea el primer pais que importd parasitoides fue Israel.
En 1994, 6 especies de enemigos naturales fueron introducidos desde Tailandia,
China, Australia y Florida. Las especies de himendpteros introducidos fueron: A.
citricola, C. ingenuus, C. phyllocnistoides, Quadrastichus sp., Semielacher

petiolatus y Zaommomentedon brevipetiolatus (Argov y Rossler 1996 y 1998).

En Espafia también se realizaron importaciones de enemigos naturales entre
1996 y 1999. En total se han introducido en Espafa 9 especies distintas. A. citricola
desde Israel, Florida y Marruecos. Quadrastichus sp. desde lItalia. Galeopsomya

fausta desde Centroamérica. S. petiolatus desde Marruecos. Desde Sudafrica



Cryptastichus sabo, Platocharis coffeae y Cirrospilus cinctiventris. C. ingenuus
desde China y C. phyllocnistoides desde China e Israel (Vercher et al., 2000). En la
zona Valenciana, A. citricola no se adaptd, no logrando pasar el invierno. Se han
establecido Quadrastichus sp. y C. phyllocnistoides, este ultimo parasitoide es el que
mostré una eficiencia notoria en el control de minador y una gran capacidad de
dispersion. No hay evidencias del establecimiento definitivo de S. petiolatus, C.

ingenuus y G. fausta (Vercher et al. 2000, Garcia Mari et al. 2004).

En Venezuela (Yaracuy) se importd A. citricola por primera vez en 1998,
desde Peru. Adaptandose exitosamente a las condiciones de dicha zona, se comprob6

una alta eficiencia y tendencia al aumento del parasitismo (Linares et al., 2001).

En Ecuador se ha logrado un importante nivel de parasitismo de A. citricola,
con una amplia distribucién en las principales zonas citricolas del pais. (Cafiarte et
al., 2004). En Brasil en la zona Jaguaruina, el establecimiento de este parasitoide fue
exitoso, pero se produce competencia con especies nativas, como G. fausta
(Nogueira De Séa et al., 2000). En Tucuman, Argentina se detecta su presencia a fines
de 1997, lograndose resultados positivos a fines de 1998 con materiales provenientes
de Per( (Diez et al., 2000). Su establecimiento en el noroeste argentino ya esta
confirmado (Willink et al., 1999).

En Uruguay se realiz6 la primer importacion de A. citricola en marzo de
1999, desde Tucuman, Argentina. La primer liberacién de dicho parasitoide se llevé
a cabo en marzo de 2000 en quintas citricolas del norte y sur de nuestro pais. Este
parasitoide muestra problemas de adaptacion a nuestras condiciones no logrando
sobrevivir la mayoria de los inviernos. Por otro lado, su efectividad durante la
temporada es irregular (Buenahora et al., 2004). Otra especie introducida fue C.
phyllocnistoides, importada desde Tucuman y Espafia. El parasitoide se liberd
durante la temporada 2004- 2005. Se recuperd en todos los sitios de liberacién pero

en bajas poblaciones (Asplanato et al., 2005).



2.5 CARACTERISTICAS GENERALES DE Cirrospilus neotropicus

El parasitoide Cirrospilus neotropicus pertenece al orden Hymenoptera,
superfamilia Chalcidoidea, familia Eulophidae, subfamilia Eulophinae (Schauff et.
al, 1998).

Los eul6fidos son pequefios, miden de 1 a 3 mm. Frecuentemente de colores
brillantes. Poseen antenas de 7 a 9 segmentos, acodadas con funiculo de 4 segmentos
como maximo. En los machos las antenas generalmente son pectinadas. Las espurias
tibiales del primer par de patas son cortas y robustas, las del segundo y tercer par son

desarrolladas. Los tarsos presentan 4 segmentos (Bentancourt y Scatoni, 2001).

Por lo general parasitan insectos que habitan minas, agallas, galerias y otros
lugares confinados. Usualmente son parasitoides de larvas, aunque también pueden
parasitar pupas, huevos y algunos huevo-larva. Muchos son ectoparasitoides
idiobiontes generalmente con un amplio rango de hospederos. Un importante
nimeros de especies se comporta como hiperparasitoides. Ademas, algunos
miembros del género Cirrospilus pueden desarrollarse como hiperparasitoides

facultativos (Bentancourt y Scatoni, 2001).

Costa (2000), cita a C. neotropicus en Colombia, Brasil y Argentina. Segun
Ruiz Cancino et al. (2001), se encuentra desde México hasta Argentina. En Uruguay
fue identificado por el Dr. Kamijo, en el afio 1998, parasitando larvas y pupas del
minador de los citricos (Scatoni et al. 1999, Buenahora et al. 2000).

C. neotropicus es un microhimendptero que presenta dimorfismo sexual, la
hembra es de cuerpo amarillo con algunas areas de marron oscuro, cuerpo de
aproximadamente 1,68 mm de largo. EI macho es similar a la hembra en estructura 'y
coloracion, presenta un tamafio menor al de la hembra (0,7 a 1,25 mm de largo). La
diferenciacion de sexos se observa dorsalmente en la region abdominal, donde la

hembra presenta cuatro lineas transversales de color marron oscuro y la presencia del



ovipositor, el macho presenta en el abdomen una sola linea transversal del mismo
color (Diez y Fidalgo, 2003).

El parasitismo sobre P. citrella en Uruguay es variable durante la temporada,
entre 0 y 15 % con méximos de 24 % de los estados parasitables. En general
comienza a actuar tarde en la temporada, alcanzando los maximos parasitismos

durante las brotaciones de otofio (Asplanato et al., 2004).



3. BIOLOGIA DE C. neotropicus: ESTUDIOS DE LABORATORIO

3.1 MATERIALES Y METODOS
Los estudios de laboratorio se llevaron a cabo desde enero hasta julio de 2004
en el laboratorio de la Catedra de Entomologia de la Facultad de Agronomia, donde

ya existe una metodologia de cria del minador y sus parasitoides.

3.1.1 Mantenimiento de la cria continua de Phyllocnistis citrella.

El mantenimiento de la cria continua de P. citrella se puede dividir en 2
apartados: produccion de plantas hospederas del minador de los citricos y cria de P.

citrella.

3.1.1.1 Produccion de plantas

Para llevar a cabo éste estudio se utilizaron plantas de Citrus limonia (L.)
Osbeck, mantenidas en invernadero de vidrio (Figura 2). Las plantas utilizadas en la
cria eran de aproximadamente 35 cm de altura, con hojas receptivas a la puesta de P.
citrella. Dichas plantas se cultivaron en macetas de plastico (10 cm de didmetro y 10

cm de altura), que contenian un sustrato para plantines.

)
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3.1.1.2 Cria de Phyllocnistis citrella

Los individuos que se utilizaron para iniciar la cria procedian de predios
citricolas ubicados en la zona sur del pais y de la cria continua que se realiza en el

laboratorio de Entomologia.

La cria de minador se realiz6 en una sala climatizada a una temperatura de
25°C +5 y una humedad relativa de 65% +15. Se utilizaron jaulas con estructura de
PVC y fundas de voile (0,75 m de frente, 0,5 m de altura y 0,60 m de profundidad)
(Figura 3).

Figura 3: Cajas de P.V.C cubiertas de voile utilizadas en la cria de P. citrella .

En las cajas, se realizaron liberaciones periddicas de adultos de P. citrella,
provenientes de campo y de laboratorio. Periodicamente se retiraban hojas con pupas
de P. citrella y se introducian nuevas plantas. Las hojas retiradas se colocaban en
bolsas de nylon. Los adultos que emergian se colectaban utilizando un aspirador
entomoldgico. Estos eran utilizados para continuar la cria. Los adultos fueron
alimentados con miel pura, la que se colocé en pequefias gotas sobre placas de petri,
dentro de las cajas de cria. De éstas cajas de cria continua se obtenian las larvas de
segundo y tercer estadio de P. citrella para los ensayos de laboratorio de C.

neotropicus.



3.1.2 Ciclo de vida y supervivencia de los estados inmaduros de C. neotropicus

Se armaron cajas de parasitacion en placas de petri de 12 cm de didmetro con
una capa fina de agar al 2% (Urbaneja et al., 1998c). En cada caja se liberd una
pareja de C. neotropicus recientemente emergida, obtenida de muestras colectadas en

campo 0 como méaximo de un ciclo de vida en laboratorio (Figura 4).

Se les ofrecid larvas de segundo y tercer estadio de minador en hojas de limon
Cravo (Citrus limonia (L.) Osbeck), las hojas previamente fueron lavadas con una

solucion de hipoclorito de sodio al 0,5% Y se enjuagaron con agua destilada.

Los adultos se alimentaron con miel pura en forma de pequefias gotas
colocadas sobre las hojas y la tapa de la placa de petri. Las cajas se sellaron con
parafilm, se colocaron en camara climatizada a 25 °C +1°C y fotoperiodo de 16:8

horas (luz: oscuridad).

Las cajas de parasitacion se controlaron diariamente bajo lupa estereoscdpica.
Las larvas de minador que presentaban huevos del parasitoide, se aislaron en nuevas
placas de petri. Estas se colocaron en camaras climatizadas a temperatura de 20 °C y
25 °C, segun el estudio (Figura 4).

Se realizaron observaciones diarias de los parasitoides bajo lupa
estereoscopica. Se registro el estado de desarrollo en el que se encontraban hasta la

emergencia de los adultos, los cuales se sexaron.

A partir de registros diarios de individuos, se calculd la supervivencia por

estado de desarrollo y la duracion de los mismos a 20 °C y 25 °C.
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Figura 4: Cajas de petri utilizadas para los estudios bioldgicos de C. neotropicus.

De las observaciones realizadas se eliminaron por dificultad en la observacion
del estado de huevo 7 individuos a 25 °C y 11 a 20 °C. A 20 °C se eliminaron 47
individuos por contaminacion bacterial. La bacteria fue identificada como Serratia
marcescens (Doctor en Quimica Silvana Vero, com. pers.). Los individuos
eliminados por alguna de las razones expuestas no fueron considerados en ninguno

de los estudios.

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la duracion del ciclo de vida 'y
de los estadios inmaduros de C. neotropicus, se usaron modelos lineales
generalizados en que se asume que la duracion del ciclo tiene distribucién gamma.
En dichos modelos se tomaron en cuenta los factores sexo, temperatura, y su
interaccion. Se uso el procedimiento GENMOD del paquete estadistico SAS version
8.02. Las medias de los efectos significativos se compararon por contrastes simples.

Para evaluar el efecto de la temperatura en la supervivencia de los estados
inmaduros de C. neotropicus, se usaron modelos lineales generalizados
correspondientes a un disefio completamente al azar, y en el que se asumio que la
supervivencia tiene distribucion binomial. La funcion de enlace utilizada fue logit. Se

uso el procedimiento GENMOD del paquete estadistico SAS versién 8.02.



3.1.3 Pardmetros reproductivos a 25 °C de Cirrospilus neotropicus

Los parametros reproductivos se estimaron a partir de las hembras emergidas
del estudio del ciclo de vida a 25 °C. De esta manera se formaron 19 parejas, las
cuales se colocaron en placas de petri y se mantuvieron a 25 °C. Si el macho moria,
se reponia con otro recién emergido. Los adultos fueron alimentados con miel pura.
Para los analisis se tomaron en cuenta 9 hembras, el resto se descartd por muerte

debido a la manipulacién o la contaminacion con Serratia marcescens.

Diariamente se colocaron 10 larvas de minador de segundo y tercer estadio en
cada placa. Se realizaron observaciones diarias y las larvas parasitadas encontradas se
transfirieron a nuevas placas de petri. Se colocaron en camara climatizada a una
temperatura de 25 °C +1 °C y fotoperiodo de 16:8 horas (luz: oscuridad). Los adultos
fueron sexados al emerger.

Los parametros reproductivos considerados fueron: tasa de oviposicion (n°
huevos/hembra/dia), fecundidad (n° huevos/hembra), duracién de los periodos de
preoviposicion- oviposicion- posoviposicion (dias), longevidad de las hembras (dias)

y proporcion sexual de la descendencia.
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Figura 5: Diagrama del sistema de cria de P. citrella y C. neotropicus.

3.2 RESULTADOS Y DISCUSION

3.2.1 Descripcion de los estados de desarrollo de C. neotropicus

El huevo es cilindrico de color blanco y aspecto liso. Su medida varia entre
0,3 mmy 0,5 mm de largo, se deposita externamente sobre el huésped 0 muy cercano

a él (Figura 6).

Figura 6: Huevo de C. neotropicus.
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La larva recién emergida es apoda, dificil de diferenciar del huevo. A medida
que transcurre su desarrollo aumenta de tamafio y va cambiando su lugar de anclaje,
ya que es movil. Es casi transparente y puede observarse el canal alimentario, mas
oscuro, que ocupa la mayor parte del cuerpo, y se contrae ritmicamente cuando la
larva se alimenta. El largo de la larva recién eclosionada varia entre 0,4 mm y 0,8

mm. Cuando alcanza su maximo desarrollo mide entre 0,8 mmy 2,3 mm (Figura 7).

Figura 7: Larvas de C. neotropicus.

Cuando la larva alcanza el maximo desarrollo, comienza a expulsar el
meconio y pasa al dltimo estado larvario (prepupa). La prepupa es de coloracion
blanca opaca y mide entre 0,8 y 2,0 mm (Figura 8b).

La pupa es de tipo libre, inicialmente de coloracion blanca y posteriormente
se torna negra. Alcanza una longitud que varia entre 1,5 mmy 2,1 mm (Figura 8a).




El adulto es de coloracién marron anaranjada. Existe un claro dimorfismo
sexual. La hembra presenta en el dorso del abdomen cuatro bandas transversales
negras, el macho en la misma region tiene una banda negra. Por lo general el macho
es de menor tamafio (1,0 mm a 1,9mm) que la hembra (1,2 mm a 2,3mm) (Figura 9).

Figura 9: Adulto hembra de C. neotropicus.




3.2.2 Ciclo de vida y supervivencia de los estados inmaduros de C. neotropicus

La duracién del periodo embrionario para machos fue de 1,5 dias a 20 °C y
1,8 dias a 25 °C. Para las hembras la duracion de éste periodo fue de 1,7 dias a 20 °C
y 1,8 dias a 25 °C. Para la duracion del estado de huevo, no se observaron diferencias

significativas entre sexos ni entre temperaturas (Cuadro 3).

El periodo larvario para machos fue de 5,2 dias a 20 °C y 3,2 dias 25 °C. Para
hembras fue de 5,3 dias a 20 °C y 3,0 dias a 25 °C. Se observaron diferencias
significativas en la duracion del estado larvario, entre temperaturas, para ambos

sexos. No se encontraron diferencias significativas entre sexos.

La duracion del estado de pupa para machos fue de 9,1 dias a 20 °C y de 5,7
dias a 25 °C. Para hembras fue de 9,9 dias a 20 °C y 6,5 dias a 25 °C. En este caso se
observaron diferencias significativas entre temperaturas para ambos sexos y entre

sexos a la misma temperatura.

Cuadro 3: Tiempo medio de desarrollo (dias) en machos y hembras de Cirrospilus neotropicus a dos
temperaturas constantes.

TEMPERATURA, °C
20 25

| Macho Huevo 1,5aA 1,8 aA
L Larva total 5,2 aA 3,2aB
L Pupa 9,1aA 5,7aB

L Total 15,7 aA 10,6 aB
L n=33 n=27

| Hembra Huevo 1,7aA 1,8aA
L Larva total 5,3 aA 3,0aB
|| Pupa 9,9 bA 6,5 bB
L Total 16,9 bA 11,2 bB
L n=23 n=21

Mismas letras mintsculas indican que no hay diferencias significativas entre sexos (LRT-Chi P<0.05).
Mismas letras mayusculas indican que no hay diferencias significativas entre temperaturas (LRT-Chi
P<0.05). NUmero inicial de individuos: 107 a 25°C y 172 a 20°C.



La duracion total promedio del ciclo de vida fue de 15,7 dias para machos y
16,9 dias para hembras a la temperatura de 20 °C. A la temperatura de 25 °C la
duracion total del ciclo de vida fue de 10,6 dias para machos y 11,2 dias para

hembras. Se observaron diferencias significativas entre temperaturas y entre sexos.

La diferencia en la duracion del ciclo de vida entre las temperaturas
estudiadas (5 dias para machos y 6 dias para hembras), estan explicadas por el estado
larvario y fundamentalmente por el estado de pupa. Las hembras tienen un periodo

medio de desarrollo mayor que los machos, debido a la mayor duracion del estado

pupal.

Estos resultados no se diferencian sustancialmente de los obtenidos en otras
especies de euléfidos parasitoides de minador, como Cirrospilus sp proximo a lyncus
y Quadrastichus sp. (Llacer et al. 1998, Urbaneja et al. 1999).

Los datos del presente trabajo difieren con los reportados para Cirrospilus
vittatus (Urbaneja et al., 2002) y Citrostichus phyllocnistoides (Urbaneja et al. 2003,
Urbaneja y Jacas 2003). La duracion del ciclo de vida de estas especies fue mayor a

lo observado en este estudio para C. neotropicus.

Chagas y Parra (2000) encontraron que el ciclo de vida de P. citrella tiene una
duracion de 26 dias a 20 °C y 16,5 dias a 25 °C. En promedio C. neotropicus
completa 1,5 generaciones por generacion del minador de los citricos, para las 2
temperaturas evaluadas. Esta caracteristica de C. neotropicus es ventajosa, cada

generacion de minador debe soportar mas de una generacion del parasitoide.

La supervivencia del ciclo de vida total del parasitoide (Cuadro 4) fue
aproximadamente del 50%, no existiendo diferencias significativas entre las
temperaturas. El estado larvario mostr6 una menor supervivencia alcanzando
aproximadamente el 70%. Solamente se encontraron diferencias significativas entre

temperaturas, para el estado de huevo siendo mayor a 20 °C.



Cuadro 4: Porcentaje de supervivencia de Cirrospilus neotropicus a 20 °C y 25 °C, criados sobre
larvas de Phyllocnistis citrella en hojas de Citrus limonia (L. Osbeck) en laboratorio.

| PORCENTAJE DE SUPERVIVENCIA

| n T°C huevo - larva larva - pupa pupa -adulto Total
| 114 20 89,5a 70,6a 77,8a 49a
‘l 100 25 78b 71,8a 85,7a 48a

Mismas letras en la columna indican que no hay diferencias significativas entre temperaturas (LRT-
Chi P<0.05).

Para C. vittatus (Urbaneja et al.,2002), y Quadrastichus sp. (LIl&cer et al.,
1998), se reportaron porcentajes de supervivencia relativamente mayores (60%) a los
obtenidos para C. neotropicus en este trabajo. Sin embargo, se encuentran diferencias
sustanciales con los datos obtenidos para Cirrospilus sp. proximo a lyncus (mayores
a 90%) (Urbaneja et al.,1999) y C. phyllocnistoides (80%) (Urbaneja et al., 2003).

Chagas y Parra (2000) indican para P. citrella una supervivencia promedio de
97% para el ciclo total a temperaturas de 20 °C y 25 °C. La supervivencia del
minador de los citricos es aproximadamente el doble de la supervivencia de C.
neotropicus. Los resultados obtenidos de supervivencia de C. neotropicus indicarian

que no es uno de sus mejores atributos biolégicos.

3.2.3 Pardmetros reproductivos de C. neotropicus

La fecundidad de C. neotropicus fue de 27,8 huevos, depositados a una tasa
media de 1 huevo / dia. Los periodos de preoviposicion y posoviposicion fueron de
aproximadamente dos dias, mientras que el de oviposicién fue de 25 dias Algunas
hembras comenzaron la postura el mismo dia de emergidas. La relacién sexual

observada en la descendencia fue aproximadamente 1:1. (Cuadro 5).

Cuadro 5: Parametros reproductivos de Cirrospilus neotropicus a 25° C.

I Media + EE

Fecundidad (huevos) 27,8+ 8,45



Tasa oviposicion (huevos/dia) 1,0+ 0,19
Preoviposicion(dias) 1,9+ 1,61
Oviposicion(dias) 24,7+ 2,77
Posoviposicion(dias) 1,9+ 0,92
Longevidad hembras 27,8+ 2,85

Error estandar (EE). N=9.

Se observaron varios picos de oviposicion a lo largo de la vida de las
hembras, no existiendo un periodo de edad definido en el que se observe un maximo

de postura (Figura 11).
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Figura 11: Tasa de oviposicion de Cirrospilus neotropicus a 25 °C.
Durante los primeros 23 dias del estudio, sobrevivieron las nueve hembras, a
partir del dia 32 solamente se mantuvo un individuo vivo. El mayor pico de postura

que se observa al final del periodo estd dado por esa unica hembra (4 huevos).

Los datos obtenidos para C. neotropicus difieren con los de otros eul6fidos
parasitoides del minador. Para C. vittatus, Urbaneja et al. (2002) sefialan una
fecundidad media de 39 huevos/hembra con una tasa de oviposicion de 5 huevos/dia,
a 25 °C. A la misma temperatura, Urbaneja et al. (2001) reportan para Cirrospilus
proximo a lyncus valores de fecundidad y tasa de oviposicion mayores a los
obtenidos en el presente trabajo (100 huevos/hembra, 5 huevos/dia). C.
phyllocnistoides puede llegar a poner mas de 10 huevos/dia durante
aproximadamente 15 dias (Urbaneja y Jacas, 2003). Para Quadrastichus sp. a 20 °C

la fecundidad media fue de 341 huevos/hembra y la tasa de oviposicion fue de 6,6




huevos/dia (Llacer et al., 1998). Segun lo anteriormente expuesto, se puede afirmar

que C. neotropicus presenta una baja fecundidad con respecto a otros euléfidos.

P. citrella presenta a 25 °C una fecundidad media de 31 huevos/hembra, con
una tasa de oviposicién de 2,6 huevos/dia (Margaix et al., 1998). La fecundidad de
C. neotropicus es parecida a la de P. citrella, pero, la tasa de oviposicion del
hospedero es el doble de la del parasitoide. Esta caracteristica lo pone en desventaja
como agente controlador de la poblacion del minador de los citricos, en las

condiciones de temperatura evaluadas.

Para C. vittatus, los periodos de preoviposicion, oviposicion, Yy
posoviposicion fueron de 3; 8 y 1 dias respectivamente (Urbaneja et al, 2002). Son

diferentes a los resultados obtenidos para C. neotropicus.

Durante las observaciones realizadas en el estudio de fertilidad a 25 °C, se
constatdé que se realizaba picaduras alimenticias y solo una de las nueve hembras

testeadas ovipuso el primer dia.

De forma general las especies sinovigénicas tienen periodos prolongados de
preoviposicion y realizan picaduras alimenticias (Quicke, 1997). Las picaduras
alimenticias estan asociadas a una baja proporcion de oocitos maduros al momento
de la emergencia, la razén de esto es que puede requerir nutrientes extra (proteinas)
para continuar con la maduracion de los huevos. La estrategia de maduracion de los
huevos puede estar asociada con el modo de parasitismo. Los habitos idiobiontes se
relacionan con estrategias de sinovigenia (Quicke 1997, Jervis et al. 2001). Por lo
anterior se podria suponer que C. neotropicus presenta cierto grado de sinovigenia.
Aunque, para confirmar esto se deberian realizar nuevos estudios bioldgicos, en los
que se evaluara otros parametros de comportamiento como la realizacion de
picaduras alimenticias, la relacion de estas con la fecundidad y longevidad de la
hembra. También deberian realizarse estudios anatomicos del sistema reproductor de

la hembra.



Las especies sinovigénicas pueden dividirse en dos grupos. Las que presentan
ovulacion bajo control interno y las de ovulacion bajo control externo. En las Gltimas
la reabsorcion de huevos maduros es obligatoria debido a la continua maduracién de
huevos, independientemente de la disponibilidad de hospederos (Quicke, 1997). La
influencia de la reabsorcién de huevos sobre el costo de oviposicion varia con la

disponibilidad de hospederos (Rosenheim et al., 2000).

Para C. vittatus la oviposicion es dependiente de la edad de la hembra
(Urbaneja et al., 2002). En este estudio a 25 °C no es posible afirmar que la
oviposicion de las hembras de C. neotropicus sea dependiente de la edad de las
mismas. Segun los resultados obtenidos no existiria un periodo de méaxima
oviposicién durante la vida de la hembra. En otros estudios realizados en la misma
especie a una temperatura de 20 °C (Asplanato et al., 2005, datos no publicados), se
puede observar cierta dependencia entre la oviposiciéon y la edad de la hembra. A
medida que aumenta la edad de la hembra aumenta la oviposicion y luego de un

maximo comienza a disminuir.

C. neotropicus comparado con otros parasitoides del minador, como ser C.
vittatus y C. préximo a lyncus, presenta una mayor longevidad. La alta longevidad es
una caracteristica en enemigos naturales con alta capacidad de buasqueda, muy
importante en situaciones con baja disponibilidad de hospederos (Yamamoto y
Foerster, 2003). De cualquier manera no es posible asegurar con este estudio que C.
neotropicus tenga alta capacidad de busqueda al tener mayor longevidad que otros

parasitoides del minador.

Las diferencias observadas en longevidad, con otras especies de Cirrospilus,
puede deberse a la menor fecundidad. La maduracién de los huevos a lo largo de su
vida es un proceso que demanda energia, por lo que especies con alta fecundidad

tienden a tener menor longevidad.



4. PARASITISMO DE C. neotropicus : ESTUDIOS DE CAMPO

4.1 MATERIALES Y METODOS

Este estudio se realizé durante la temporada de diciembre 2004- mayo 2005,

incluyd actividades de laboratorio y de campo.

4.1.1 Parcelas

Las evaluaciones fueron realizadas en tres cuadros de limoneros en plena
produccidn, pertenecientes a predios comerciales ubicados en la zona sur de Uruguay
(Cuadro 6).



Cuadro 6: Ubicacion y caracteristicas generales de las parcelas.

| Zona (departamento)  Parcela  Variedad  Portainjerto  Edad (aios)  Densidad
| Kiyd (San. José) 1 '&'Irgﬁg fr?f';‘f:;t‘; 28 7%35
| Kiyd (San. José) 2 I&Iurgﬁg fr?f';‘f:;t‘; 24-25 7%35
| o U e

Las parcelas 1 y 2 ubicadas en Kiyu recibieron el manejo habitual para la
empresa en cuanto a fertilizaciéon y riego. Durante la temporada de estudio, en la
parcela 1 se realizaron solamente dos aplicaciones con aceite mineral, tomando este
manejo quimico como estandar. En la parcela 2 se realizé el manejo sanitario
convencional del predio para el control de cochinillas y minador. La parcela 3 (Pajas
Blancas) no tiene riego, en ésta no se realizaron aplicaciones de insecticidas durante
el estudio (Cuadro 7).

Cuadro 7: Tratamientos plaguicidas efectuados durante el estudio, en las parcelas evaluadas.

Tratamientos
Parcela Fecha Principio Activo Nombre Comercial Concentracion
(cc 6gr/1001)
1 07/12/04 aceite mineral Sunspray Ultrafine 1500cc
(Kiya) 28/01/05 aceite mineral Argenfrut R-V 1500cc
18/11/04 clofentezina Acaristop 50 SC 3,5¢cc
03/12/04 aceite mineral Sunspray Ultrafine 1500cc
2 13/01/05 abamectin Vertilan 1.8 CE 15cc
(Kiya) 21/01/05 aceite mineral Argenfrut R-V 1500cc
05/02/05 novaluron Rimon 10 CE 50cc
28/02/05 imidacloprid Winner 70 WD6 15gr
(Pajas Zlancas) Parcela no tratada




Se registraron las temperaturas maximas y minimas, la humedad relativa y las
precipitaciones de las estaciones meteorologicas mas cercanas a las parcelas
evaluadas. Para las parcelas de Kiyd se usdé la informacion de la estacion
meteoroldgica instalada en el predio. Para la parcela 3 (Pajas Blancas), los registros

utilizados fueron los de la estacidn de Sayago (Montevideo).

4.1.2 Muestreo y Analisis

La frecuencia de muestreos fue quincenal durante toda la temporada de
estudio. En cada fecha se tomaron 50 hojas con presencia de larvas de segundo y
tercer estadio de desarrollo del minador y 50 hojas con presencia de prepupas y

pupas, de arboles seleccionados al azar.

El procesamiento del material se realiz6 en laboratorio, bajo microscopio
estereoscopico. Se registraron todos los estados de desarrollo del minador y sus
parasitoides. Las larvas y pupas de parasitoides que se encontraron en las muestras se
colocaron en cadmara de cria a 25°C hasta la emergencia de los adultos para su
posterior identificacion. En base a observaciones previas se tomaron como estados
susceptibles del parasitoide: segundo y tercer estadio larvario, prepupa y pupa. El

porcentaje de parasitismo se calcul6 en base a estos estados de desarrollo.

La incidencia de parasitismo de C. neotropicus se estudié usando modelos
lineales generalizados donde se asumid que el nimero de individuos parasitados en
relacion al nimero de individuos observados, tuvo distribucion binomial. En los
mismos, se usé un efecto a la vez (predio, estacién o tipo de hoja). Se uso el
procedimiento GENMOD del paquete estadistico SAS version 8.02.

Para estudiar la preferencia de parasitacion por estado de desarrollo, se usé un
modelo lineal similar al anterior, pero donde el factor involucrado fue el estado de

preferencia.



4.2 RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.1 Parasitismo global durante la temporada 2004 — 2005

El parasitismo global de C. neotropicus durante la temporada diciembre 2004
- mayo 2005 mostré diferencias significativas entre las parcelas ubicadas en Kiyu y la
de Pajas Blancas (Cuadro 8).

En la zona de Kiyu a pesar de que en la parcela 2 se realizé una aplicacion
especifica para el control de minador con abamectin (Cuadro 7), los niveles de
parasitismo no mostraron diferencias estadisticas con la parcela 1, donde solamente
se realizaron tratamientos con aceite mineral para el control de cochinillas. Las
diferencias en los valores observados en Kiyl y Pajas Blancas son independientes a
las aplicaciones de plaguicidas realizadas. A pesar que la parcela 3 ubicada en Pajas
Blancas, no recibié ningin tratamiento insecticida, fue la presentdé un parasitismo

casi nulo durante todo el periodo de estudio.

Cuadro 8: Porcentaje de parasitismo promedio por parcela.

| Parcela Media (Li; Ls)
| 1 (Kiyu) 12,7 (7,8; 18,6) a
| 2 (Kiyd) 9,7 (5,5; 14,9) a
| 3 (Pajas Blancas) 0,5(0;5,1) b

Mismas letras en la columna indican que no hay diferencias significativas entre parcelas (LRT-Chi
P<0,10).

Las diferencias encontradas entre zonas concuerdan con lo sefialado por
Asplanato et al. (2004) para Uruguay. Vercher (2000) sefiala lo mismo para otros

euldfidos en Espafia.

Los niveles de parasitismo medio encontrados en las parcelas evaluadas son

bajos, el méaximo observado fue de 13% (Cuadro 8). En México se reportan



parasitismos de especies autoctonas mayores al 70% (Bautista et al., 1998), mientras
que en Brasil para la region de Jaguariuna se observan valores medios del 40%
(Costa et al., 1999). Para Espafia se mencionan porcentajes variables entre 5 y 60
(Urbaneja et al., 1998).

4.2.2 Evolucion anual del parasitismo por parcela durante la temporada 2004 — 2005

La presencia de C. neotropicus fue detectada en las parcelas de Kiyu (1y 2) a
partir de fines de diciembre (Figura 12), un mes después de haberse iniciado el
ataque de minador (datos no publicados). Al comienzo, las poblaciones de minador
fueron muy bajas (0,005 insectos/hoja), al detectarse el parasitoide la densidad

poblacional del minador fue alta alcanzando 2 insectos/hoja.

A pesar de que la tendencia en la densidad poblacional del minador fue
similar a la observada en Kiyu, en Pajas Blancas (parcela 3), solo se detectd la
presencia del parasitoide en una fecha de muestreo (Figura 12).

La evolucién estacional de C. neotropicus en la zonas evaluadas mostré un
aumento del parasitismo hacia el otofio, alcanzando en este estudio los valores
méaximos a fines de abril (alrededor del 20%), cuando la densidad de poblaciones de
minador también se hace maxima. La tendencia observada del parasitismo coincide
con lo sefialado para otras especies de euldfidos autoctonos en: Espafia (Costa
Comelles et al. 1995, Urbaneja et al. 2000, Vercher 2000), Tanez (Chermiti et al.,
1999) y Argentina (Céceres, 1999). Estos datos concuerdan con lo reportado para C.
neotropicus por Asplanato et al. (2004) en estudios realizados en otros afios en

predios de la zona sur y norte del Uruguay.



Parcela 1

3

NnwiNoy owsiisered
o
S 9 o
— 0 ©

140

S0-S-8T

_— 1120
e

G0-G-9

S0--0¢

S0-v-9

S0-€-€¢

S0-€-6

S0-¢-€¢

G0-¢-6

£
=1
]
<
£
7]
@
i
@
Q

6 parasit.

S0-T-9¢
‘mo.._” -cl
‘wo.N._“ -0€
‘wo.N._“ -LT

v0-¢1-¢

[Te} o [T} o n
N N - -

1sniseted ap alejuadiod

o

Fecha

Parcela 2

penwnNoy owsnisered

o o
< N O o O
— = = 00 © o
TR L
Tt +

o o
< N
—+

S0-S-8T

G0-5-9

[ S0-v7-0¢

\ S0-v-9

S0-€-€¢

\ G0-€-6

/ 1 S0-¢-€¢

S0-¢-6

S0-T-9¢

O so-t-zt

¥0-¢T-0¢€

Parasit. Acum

% parasit.

¥0-¢T-LT

¥0-¢1-¢

F

0

n o
N =

n n o
N

wsiered ap aleyuasiod

Fecha

Parcela 3

- 404

25 -

£




f
C
C

N
5}
Parasitismo Acul

[y

o
N
o

=
Q

Porcentaje de par

o [6)]
‘él
o

30-3-05 |

10-12-04
17-12-04 |
22-12-04 |
30-12-04 |
12-1-05 |
19-1-05 |
26-1-05 |
9-2.05 |
9-3-05 |
16-3-05
23-3-05
6-4-05 |
20-4-05 |
6-5-05 |
18-5-05 |

Se observé una importante variabilidad en los porcentajes de parasitismo
entre las fechas evaluadas que variaron entre 0% y 24% a lo largo de la temporada.
Esto también fue mencionado para otras especies de euléfidos por Vercher (2000).
Esta variacion en los niveles de parasitismo durante la temporada podria estar
explicada por la disponibilidad de estados parasitables del minador y la coincidencia
en el tiempo con los adultos del parasitoide. La presencia de estados susceptibles esta
en funcion de las brotaciones de la planta, éstas se dan en forma discontinua durante
la temporada. Otros factores que influyen en la abundancia del minador son la
temperatura, precipitaciones y humedad relativa, entre otros (Garrido y Gascon 1995,
Garcia Mari et al. 1997b) (Figuras 13y 14).

Kiyl
40
35 | —mgx
w0l P ! [ —mn |
gzs va Y ¥ v VA ﬁ AN
,%20 V V V‘f A | A
A,V ‘“‘v’\”\
Al A A
5 URGFAlw
0
° 3
ﬁ : @
Mes
Kiyua
140 120
I -ﬂgcipitaciones w
120 H L 1 100
T% 100 | WAYAWITAIND 4*,,,7 777777777 | 80 §
£ ol =R
o
£ 40 40 E
20 [ | + 20
NEIETNEFE AN l||| L 1,
ki i ° = =
o w b
5 " (b)




Sayago

40

35 —— Max

olt I | il
2 AN mﬂ! AT
EPN A NLLATRAIN R KAVAN VT A
%157 L V W wv
F 10 V A f\ A A

) 1 Vv \!“\N

g . N (@)

.
D
o

I Precipitaciones(mm)

120
Humedad relativa(%) | ‘

[N
N
o

i
IN)
(=}

r 80

N
o
o
|

60

D
o

b 40

] I 20
L ._-‘ 0

Precipitaciones(mr
o)
o
[
[
|
Humedad Relativa(%

N
(=}

N
o

05 1
5 o 2 2 = S
) o = o )
5 & -] g < =
2 w
8 (b)
Mes

Figura 14: (a) Temperaturas maximas y minimas en la temporada 2004-2005 en Sayago (b)
precipitaciones en la temporada 2004-2005 en Sayago.

Los mé&ximos parasitismos se observan cuando las temperaturas comienzan a

ser moderadas (Figuras 13 y 14), a partir del mes de marzo.

4.2.3 Estados de desarrollo de P. citrella preferentemente parasitados

Se ha estudiado la preferencia de C. neotropicus por los distintos estados de
desarrollo del minador. El estado de desarrollo del minador preferentemente

parasitado fue el de prepupa, seguido por el tercer estadio larvario (L3) (Figura 15).
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Esto coincide con lo reportado por Vercher (2000) para Pnigalio sp. Para
otros parasitoides autdctonos se observa mayor preferencia por larvas de tercer
estadio (Cabezas et al. 1998, Urbaneja et al. 2000, Amalin et al. 2002).

4.2.4 Relacién del parasitismo con el tipo de hoja

Se observa mayores porcentajes de parasitismo en hojas tipo pupa, que
corresponde a hojas més desarrolladas. Existen diferencias significativas entre los
porcentajes de parasitismo de los estados de desarrollo del minador (excepto pupa)
segun el tipo de hoja (Cuadro 9).

Cuadro 9: Porcentaje de parasitacion por tipo de hoja.

% parasitismo
Tipo de Larva 2do

. ) Larva 3er estadio Prepupa Pupa Global
hoja estadio
HP 10,7a 375a 54,1a 2,1a 12,3
HL 15b 9,6b 175b 2,1a 6,2

Mismas letras indican que no hay diferencias significativas entre tipo de hoja (LRT-Chi P<0.05).
Estas diferencias podrian estar explicadas, entre otros factores, por la
presencia de estados de desarrollo del minador méas avanzados, que son los

preferentemente parasitados por C. neotropicus.

4.2.5 Otras especies identificadas

Durante el estudio se encontraron en menor ndmero otros parasitoides,
ademas de C. neotropicus. Se identificaron predominantemente Ageniaspis citricola,
parasitoide introducido en el Uruguay en 1999. Otra especie identificada fue

Chrysocaris sp, parasitoide autoctono.




El ndmero de parasitoides identificados durante el estudio es reducido en
comparacion con otros trabajos (Bautista et al. 1998, Chermiti et al. 1999). En
Florida se identificaron 8 especies de parasitoides atacando al minador, la mas
importante fue Pnigalio minio (Pefia et al., 1996), en Texas se reportan 6 especies
(Legaspi et al., 1999). Urbaneja et al. (1998) menciona para la region de Valencia 6
parasitoides autoctonos. En Brasil se citan hasta 6 especies de parasitoides (Mello
Garcia et al. 2001, Costa et al. 1999).

5. CONCLUSIONES

1. A 20°C el ciclo de vida de machos de C. neotropicus tiene una duracion
de 16 dias y el de hembras de 17 dias. A 25 °C el ciclo de vida de machos
y hembras de C. neotropicus es de 11 dias.

2. Para estas condiciones de temperatura el ciclo de vida del parasitoide es

menor a la duracién del ciclo de vida de P. citrella.

3. El efecto de la temperatura sobre la supervivencia de los estados

inmaduros de desarrollo mostr6 que C. neotropicus presenta menor



10.

11.

supervivencia que otros Cirrospilus parasitoides del minador, incluso

menor que la de P. citrella.

Los principales parametros biologicos obtenidos: fecundidad (28
huevos/hembra) y tasa de oviposicion (1 huevo/hembra/dia) muestran que
C. neotropicus tiene baja capacidad reproductiva con respecto a otros

euléfidos y al minador.

La longevidad de las hembras (28 dias a 25 °C), es mayor a la de otros

euléfidos y a la de P. citrella.

El parasitismo medio mostro diferencias entre zonas. Kiyu presentd

mayor parasitismo (entre 10% y 13%) que Pajas Blancas (0,5%).

El parasitismo de C. neotropicus varié entre 0% y 24%, mostrando una

tendencia al aumento hacia el otofio.

El estado de desarrollo del minador preferentemente parasitado fue el de

prepupa, seguido por el tercer estadio larvario.

El porcentaje de parasitismo es mayor en hojas mas desarrolladas (hojas

tipo pupa).

El complejo de parasitoides que ataca al minador de los citricos en
Uruguay es pobre en cuanto al nimero de especies. La especie

predominante es Cirrospilus neotropicus.

C. neotropicus es el principal parasitoide autoctono en Uruguay, por lo
tanto se considera importante su conservacion y la mejora de su accion. Es

necesario continuar la investigacion en relacion al control biolégico del



minador de forma de poder disefiar una estrategia adecuada a nuestras
condiciones, no ignorando el control que naturalmente C. neotropicus

realiza sobre P. citrella.

6. RESUMEN

Phyllocnistis citrella es considerada actualmente una de las principales plagas
de los citricos. Provoca darios directos e indirectos, siendo éstos ultimos los de mayor
relevancia en montes adultos. El dafio indirecto esta relacionado a la mayor
incidencia del cancro citrico, Xanthomonas axonopodis pv citri; las galerias
producidas por las larvas del minador son una via de ingreso para la bacteria. El
cancro citrico es el problema sanitario mas serio para este cultivo en el pais, siendo
una limitante para la exportacion. Durante la dispersion del minador de los citricos
por el mundo, aparecieron enemigos naturales que se adaptaron al nuevo hospedero.

En nuestro pais el parasitoide predominante es C. neotropicus. En el ambito mundial



es muy escasa la informacion que se dispone de esta especie. El objetivo de este
trabajo fue estudiar la biologia del parasitoide en condiciones de laboratorio y su
parasitismo a campo, como un primer aporte para evaluar su comportamiento en
nuestras condiciones y su posible utilizacion en control bioldgico aplicado. El ciclo
de vida y la supervivencia de C. neotropicus se evalu6 a 20 °C y 25 °C. Algunos
parametros reproductivos del parasitoide se estudiaron a 25 °C. El parasitismo se
estimo en parcelas comerciales de la zona sur del Uruguay, desde diciembre de 2004
hasta mayo de 2005. El ciclo de vida de C. neotropicus a 20 °C tuvo una duracion de
16 dias para machos y 17 dias para hembras, a 25 °C el ciclo de vida de machos y
hembras fue de 11 dias. La supervivencia global del parasitoide fue
aproximadamente del 50%. La fecundidad de C. neotropicus fue de 28 huevos,
depositados a una tasa media de 1 huevo/dia. Los periodos de preoviposicion y
posoviposicién fueron de aproximadamente dos dias, mientras que el de oviposicion
fue de 25 dias, observandose una relacion sexual en la descendencia de
aproximadamente 1:1. El parasitismo medio mostr6é diferencias entre zonas, Kiyu
presentd mayor porcentaje (entre 10% y 13%) que Pajas Blancas (0,5%). Durante la
temporada vario entre 0% y 24%, mostrando una tendencia al aumento hacia el
otofio. El estado de desarrollo del minador preferentemente parasitado fue el de
prepupa, seguido por el tercer estadio larvario. El porcentaje de parasitismo fue
mayor en hojas mas desarrolladas. Se identifico como especie predominante a C.
neotropicus.

Palabras clave: Phyllocnistis citrella, Cirrospilus neotropicus, ciclo de vida,
parasitismo.



7. SUMMARY

Phyllocnistis citrella is considered at the moment one of the main plagues of
the citrus. It causes direct and indirect damages, being these last those of greater
relevance in adult mount. The indirect damage is related to the greater incidence of
canker citric, Xanthomonas axonopodis pv citri; the galleries produced by the larvae
of the citrus leafminer are a route of entrance for the bacterium. Canker citric is the
more serious sanitary problem for this culture in the country, being a limitant for the
export. During the dispersion of the P. citrella of the citrus by the world, they
appeared enemy natural that they adapted to the new host. In our country the
predominant parasitoid is C. neotropicus. In the world-wide scope the information is
very little that is had this species. The objective of this work was to study the
biology of the parasitoid in conditions of laboratory and their parasitism to field, as a
first contribution to evaluate its behavior in our conditions and their possible use in
applied biological control. The life cycle and the survival of C. neotropicus evaluated
to 20 °C and 25 °C. Some reproductive parameters of the parasitoid studied to 25 °C.
The parasitism was considered in commercial parcels of the South zone of Uruguay,
from December of 2004 to May of 2005. The life cycle of C. neotropicus to 20 °C
lasted 16 days for males and 17 days for females, to 25 °C the life cycle of males and

females was of 11 days.



The global survival of the parasitoid was approximately of 50%. The fecundity
of C. neotropicus was of 28 eggs, deposited to an average rate of 1 egg/day. The
periods of preoviposition and posoviposition were of approximately two days,
whereas the one of oviposition was of 25 days, being observed a sexual relation
in the descendants of approximately 1:1. The average parasitism showed
differences between zones, Kiyl presented greater percentage (between 10%
and 13%) that Pajas Blancas (0,5%). During the season varied between 0%
and 24%, showing a tendency the increase towards the autumn. The stage of
development preferentially parasitized was prepupa, followed by the third larval
stage. The percentage of parasitism is greater more in developed leaves.
Cirrospilus neotropicus was identified like predominant parasitoid of citrus

leafminer, in the south of Uruguay.

Keys words: Phyllocnistis, Cirrospilus, life cycle, parasitism.
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