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ALMACENAJE DE PUPAS Y ADULTOS DEL PARASITOIDE Tamarixia triozae
(HYMENOPTERA: EULOPHIDAE) A TEMPERATURAS BAJAS

Claudia Cer6on Gonzalez, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2013

RESUMEN

Tamarixia triozae es un ectoparasitoide con alto potencial para su uso en programas de
manejo integrado del psilido de la papa, Bactericera cockerelli. Aunque ya se produce
comercialmente, no existe informacion de su almacenaje a bajas temperaturas, esta
informacidn puede tener importancia para optimizar la conservacion de estos organismos.
En el presente trabajo se evaluo la respuesta de pupas y adultos de T. triozae después de
almacenarlos a 5, 8 y 10°C por 7, 14 y 21 dias. Los resultados se compararon con aquellos
obtenidos en testigos a 25°C y los mismos tiempos de almacenamiento. La supervivencia
en adultos, después del periodo de almacenamiento, en todos los tratamientos fue superior a
95%. Aquellos almacenados a 5 y 8°C por 21 dias presentaron los niveles méas bajos. La
capacidad de desplazamiento no se afectd por los tratamientos. La supervivencia después
de tres semanas de evaluacion fue similar entre sexos. Los mayores porcentajes de
parasitismo (4419 ninfas) y alimentacion (63£9 ninfas) sobre el huésped, después de tres
semanas de observacion se obtuvieron en los ejemplares almacenados por siete dias a 10°C,
y los valores més bajos se presentaron en el testigo almacenado por 14 dias. En pupas, la
emergencia mas baja se registrd a 5°C y 21 dias de almacenaje (63%), mientras que en los
demas tratamientos se tuvieron emergencias entre el 86% y 98%. Sin embargo, en los
tratamientos a 10°C con 14 y 21 dias durante el almacenaje se observaron emergencias de
un 25%. En cuanto el tiempo de emergencia se registrd que entre menor temperatura mayor
es el tiempo que se requiere para obtener al adulto. La longevidad de los organismos

obtenidos de pupas almacenadas fue diferente entre sexos y mayor en hembras.

Palabras claves: psilido de la papa, control bioldgico, parasitoide, almacenaje en frio.



PUPAE AND ADULTS STORAGE OF THE PARASITOID Tamarixia triozae
(HYMENOPTERA: EULOPHIDAE) AT LOW TEMPERATURES
Claudia Cerén Gonzalez, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2013

ABSTRACT

Tamarixia triozae is an ectoparasitoid with high potential for use in integrated pest
management programs of the potato psyllid, Bactericera cockerelli. Although it is produced
commercially, information of their storage at low temperatures does not exist, this
information may be important to optimize the conservation of these organisms. In this
study we evaluated the response of pupae and adults of T. triozae after storage at 5, 8 and
10 °C for 7, 14 and 21 days. The results were compared with the control groups at 25 °C
and storage in the same times. Survival in adults after the storage period in all treatments
was greater than 95%. Those stored at 5 and 8 ° C for 21 days showed the lowest survival
rate. The displacement capacity was not affected by treatments. Survival after three weeks
of evaluation was similar between sexes. The highest percentages of parasitism (44 + 9
nymphs) and food (63 + 9 nymphs) on the host, after three weeks of observation was
obtained in the samples stored for seven days at 10 °C, and the lowest values were
presented in the control group stored for 14 days. The pupae emergence was lowest at 5 °C
and 21 storage days (63%), whereas the other treatments had emergency between 86% and
98%. However, with treatment at 10 °C with 14 and 21 days, storage emergency was
observed at 25%. As to time emergency, it was recorded that the lower the temperature, the
greater the time required for adult emergency. The longevity of organisms obtained from

stored pupae differed between sexes, and was higher in females than males.

Key words: potato psyllid, biological control, cold storage
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1. INTRODUCCION

El psilido de la papa, Bactericera cockerelli Sulc (Hemiptera: Triozidae), se considera
una plaga importante en la produccion mundial de solanaceas como tomate, chile y papa
(Rubio-Covarrubias et al. 2006, Munyaneza et al. 2007, Garzén-Tiznado et al. 20009,
Teulon et al. 2009, Butler y Trumble 2012). En la actualidad, el manejo de esta plaga se
basa en el uso de productos quimicos (Luna-Cruz et al. 2011). No obstante, debido a los
problemas que pueden originar el desarrollo de resistencia a estas sustancias, asi como la
demanda del mercado a productos libres de plaguicidas, se exploran otras opciones para
controlar esta plaga. En los ultimos afios se ha sugerido la utilizacion de Tamarixia triozae
(Burks), parasitoide del psilido de la papa, encontrado de forma natural en diversas
localidades de México y los Estados Unidos (Pletsch 1947, Lomeli-Flores y Bueno 2002,
Butler y Trumble 2012, Percy et al. 2012). En Estados Unidos se han reportado porcentajes
de parasitismo del 20% (Butler y Trumble 2012), pero en México se registro hasta 80% de
parasitismo en cultivos de chile y jitomate en huertas con reducida aplicacion de
insecticidas donde se emple6 el Manejo Integrado de Plagas, en los Estados de Oaxaca y
San Luis Potosi (Bravo y Lépez 2007, Garza et al. 2007).

T. triozae posee especificidad sobre su hospedero, caracteristica relevante en programas
de control bioldgico (Van Driesche et al. 2007). Su capacidad intrinseca de incremento es
casi dos veces la de B. cockerelli (Rojas 2010), ademas contribuye a la disminucién de la
plaga por medio de oviposicion y por medio de la alimentacién directa, prefiriendo a las
ultimos tres instares ninfales del psilido (Johnson 1971, Vega-Chavez 2010). Debido a la
estacionalidad de las hospederas de B. cockerelli (cultivos de solanéceas) y al propenso uso
de insecticidas, T. triozae se presenta como una alternativa viable y potencial como agente

de control bioldgico por incremento dentro de programas MIP.

La base de un programa de control bioldgico por aumento es la produccion masiva de
enemigos naturales, por lo que se necesita de métodos para conservar a los insectos

benéficos por periodos prolongados, sin demeritar sus capacidades bioldgicas, y disponer
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de la cantidad de insectos necesarios en el momento oportuno para liberacion. Para algunos
insectos ese periodo de conservacion se logra con un tiempo de almacenaje a temperaturas
bajas, el cual varia de acuerdo a la especie (Luczynski et al. 2007, Van Driesche et al.
2007).

De manera general se ha reportado que la actividad de los insectos es normal en
temperaturas entre los 0 y 25°C. Muchas de las especies, cuando son expuestas a
temperaturas menores experimentan un choque de frio el cual, dependiendo de la especie y
su tolerancia o susceptibilidad al frio, produce inmovilidad o hasta la muerte (Mellanby
1939, Denlinger y Lee 1998). La respuesta de los organismos no solo depende del tipo de
especie, también influye el estado del insecto, edad, sexo, alimentacion, fotoperiodo,
humedad, etc. (Colinet y Boivin 2011). Es decir depende de una serie de factores propios
del organismo y externos. El frio puede comprometer los liquidos corporales, la estructura
y funcion de las proteinas, e incluso podria dar lugar a una seleccién o adaptacion de los
organismos expuestos después de varias generaciones (Denlinger y Lee 1998, Danks 2007,
Amice et al. 2008).

Para Hymenoptera se han realizado trabajos que evidencian el efecto de la temperatura
en particular sobre pupas y adultos. Por ejemplo, cuando las pupas de Diadegma insulare
(Cresson) se someten a un almacenaje de 4°C, después de los primeros 14 dias de
refrigeracion, se observa una emergencia del 82% (Okine et al. 1996). Mientras que para
Encarsia formosa Gahan, se encontr6 que una aclimatacion en pupas a 12°C por 7 dias,
antes de someterlas a 7°C por 7, 14 y 21 dias, disminuia los efectos perjudiciales del
almacenamiento en frio y se lograban porcentajes de emergencia de 45%, 40% y 30%
respectivamente, estos porcentajes se consideraron favorables en comparacion con un

almacenamiento de 4°C y 7°C sin aclimatacion (Luczynski et al. 2007).

De manera especifica en Hymenoptera se maneja un rango de almacenaje entre 0 °C y
15 °C (Colinet y Boivin 2011); aunque esto puede afectar la fecundidad, la oviposicion y
el parasitismo de algunas especies de himenopteros cuando el almacenaje excede los 20 o

30 dias (Wen-Long et al. 2008, Chen et al. 2011). Sin embargo, en otras especies, despues
2



de ese periodo de almacenaje se extiende la longevidad en los adultos, se retarda el tiempo
de emergencia e incluso aumenta la fecundidad (Legner 1976, Arias et al. 2009, Nadeem et
al. 2010). De forma general se puede decir que el almacenaje a temperaturas bajas es un
procedimiento importante en el proceso de produccion masiva de algunas especies, esto
ayuda a manejar volimenes de produccion en periodos de baja demanda (Leopol 1998,
Nadeem et al. 2010). Es importante indicar que el éxito del almacenamiento a temperaturas
bajas no solo depende del organismo, el estado de desarrollo del insecto o la temperatura
seleccionada, sino también radica en la alimentacion, la humedad y el fotoperiodo (Leopol
1998, Colinet y Boivin 2011). Por eso es importante realizar estudios especificos para
inferir si el almacenaje a temperaturas bajas es una herramienta adecuada para una especie

en particular.

En el caso de parasitoides empleados para el control bioldgico, no solo importa la
inmovilidad o la muerte de los organismos, también es vital observar si el comportamiento
es afectado y si esto influye en la parasitacion (Van Lenteren et al. 2011). Como en el caso
de Anaphes victus Huber almacenado a 4°C durante 3, 6 y 12 semanas donde se encontro
una disminucion en el nimero de huevos puestos por hembra al ir aumentando el tiempo de
almacenaje (Van Baaren et al. 2005). De manera similar en Gonatocerus ashmeadi Girault
se observo una disminucion significativa de la fecundidad después de 20 dias en
almacenaje a 10°C, asi como reduccion en la oviposicién del 90% en 60 dias (Wen-Long et
al. 2008).

De manera particular T. triozae teéricamente es tolerante a las temperaturas entre 5°C y
35°C, pues son los umbrales reportados para completar su ciclo de vida (Vega-Chavez et
al. 2013). No obstante, las consecuencias practicas de la exposicion de esta avispa a
temperaturas bajas aun se desconocen. Considerando al potencial de T. triozae como agente
de control biologico de B. cockerelli y la necesidad de mayor conocimiento de esta especie,
se desarrollo el presente estudio con la finalidad de determinar cual es el efecto de un
periodo de almacenaje a temperaturas bajas sobre las caracteristicas bioldgicas de T.

triozae.



2. OBJETIVOS

Determinar en adultos de Tamarixia triozae el efecto de almacenaje a bajas

temperaturas sobre la supervivencia, fecundidad, longevidad y desplazamiento.

Determinar en pupas de Tamarixia triozae el efecto de almacenaje a bajas temperaturas

sobre el porcentaje y tiempo de emergencia, asi como la longevidad de los adultos.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material biolégico

Tamarixia triozae y Bactericera cockerelli se produjeron en invernaderos y cadmaras de cria
en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México, sobre plantas
de jitomate (Solanum lycopersicum L.), variedad Rio grande sin aplicacién de insecticida.
Ambas especies se mantienen en cria desde 2010 de acuerdo a la metodologia descrita por Rojas
(2010) y Luna-Cruz et al. (2011) con ligeras modificaciones.

Para la produccion de ninfas del psilido se utilizaron cinco plantas de jitomate de 30 dias de
edad colocadas en una jaula entomoldgica, de 90 x 90 x 95 cm, cubierta con tela organza. En el
interior de cada jaula se liberaron 400 adultos sin sexar de B. cockerelli. Transcurrida una
semana, los adultos se retiraron con un aspirador entomoldgico, y las plantas con huevos se
dejaron en la jaula. Tres o cuatro semanas después se obtuvo una generacion de ninfas de 4° y 5°
instar del psilido.

Para la produccion de parasitoides se usaron jaulas de 40 x 30 x 30 cm, cubiertas de organza,
donde se expusieron ninfas de 4° y 5° instar de B. cockerelli a 200 adultos de T. triozae por un
periodo de 72 h. Las plantas y ninfas se revisaron después de dos semanas, se recolectaron las
ninfas con signos de parasitismo caracterizado por la adquisicién de un color cobrizo y la
adhesion del cuerpo a la hoja. Aquellas ninfas parasitadas se colocaron en una jaula plastica de
50 x 50 x 35 cm con ventilacién. En esa jaula se mantenian los adultos después de la emergencia

proporcionando diariamente lineas finas de miel como alimento.

La obtencién de pupas parasitadas para el experimento se llevé a cabo bajo las condiciones
descritas en el parrafo anterior. No obstante, las ninfas del psilido sélo se expusieron por 48 h al
parasitoide. Para el experimento se utilizaron pupas con tres dias después de que se manifestaron
las caracteristicas tipicas de parasitismo. De acuerdo con Rojas (2010), el ciclo de vida de T.
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triozae es de alrededor de 12 d y los ultimos 6 d se encuentra en estado de pupa. Esta informacion
se tomo en cuenta para recolectar pupas de edad intermedia para los experimentos, ya que en
otras especies las pupas de mediana edad son las que tienen mayores oportunidades de sobrevivir
a bajas temperaturas (Luczynski et al. 2007).

3.2 Caracterizacion de alimentacion y fecundidad de T. triozae en la colonia madre

Para tener una referencia de la colonia de T. triozae, antes de comenzar con los experimentos
a temperaturas bajas, se determin6 el nimero de ninfas de B. cockerelli muertas por alimentacion
y oviposicion a 25+2°C. La unidad experimental consistio en una caja Petri de 4.5 cm de
diametro y 1.5 cm de profundidad con tres orificios laterales sellados con tela organza para
favorecer la ventilacion. En la caja Petri se introducia una pareja de T. triozae con 24 h de edad.
En la tapa de la caja se coloco una linea fina de miel, y un hisopo de algodén himedo con el fin
de proporcionar alimento y agua, estos se renovaban diariamente, manteniendo una humedad

relativa dentro del recipiente del 60 al 70%.

Para esta prueba diariamente se coloc6 un disco foliar de jitomate sobre papel himedo en la
base de la caja Petri. En cada disco de hoja se depositaron 12 ninfas de 4° y 5° instar los primero
siete dias, a partir del octavo dia el nimero de ninfas se increment6 a 24 en cada repeticion, lo
anterior debido a que en estudios previos se reporté que a partir de esta fecha la ovoposicién se
incrementa (Rojas 2010). Considerando que mas del 90% de la oviposicion se realiza en los

primeros 30 dias, las evaluaciones se mantuvieron durante este periodo.

Este experimento se realizé en bloques de cinco parejas con cuatro repeticiones en el tiempo.
Cada 24 h se realizaban observaciones por cada hembra para determinar, bajo un microscopio
estereoscopico, el numero de huevos en las ninfas y el nimero de ninfas muertas por
alimentacion (Figura 1). Las ninfas parasitadas se identificaron por la presencia del huevo,
localizado ventralmente entre las patas (en algunos casos entre el térax y el abdomen). El criterio

para identificar las ninfas con dafio por alimentacion se baso en su apariencia, en general estaban



secas 0 deshidratadas, con al menos un punto necrético, ademas presentaban un encorvamiento o

flexion en forma de “v”” (Vega-Chavez 2010).

Figura 1. a) Ninfas de Bactericera. cockerelli con dafio por alimentacion, b) ninfas parasitadas y huevo de
Tamarixia triozae.

3.3 Almacenaje de adultos a temperaturas bajas

Para el almacenaje de adultos se consideraron los factores tiempo de almacenaje y
temperatura, en un disefio factorial completo; el factor tiempo incluyé 7, 14 y 21 dias y el de
temperatura 5, 8 y 10 £ 1°C. En todos los casos se incluyd un testigo a 25+2°C. El experimento
completo se repitid tres ocasiones en diferente fecha. Los tratamientos se colocaron en

incubadoras programadas a las temperaturas mencionadas con un fotoperiodo 12:12 (L: O).



Para el desarrollo de los experimentos en cada tratamiento se incluyé un lote de 100
parasitoides adultos de T. triozae de menos de 72 h de vida. Este lote de insectos se colocé en
cinco grupos de 20 avispas dentro de tubos de vidrio de 3 cm de diametro y 9.5 cm de largo.
Cada tubo se cerraba con tela de organza, ajustada con una liga, para permitir ventilacion,
diariamente se colocaba una linea de miel sobre ésta para que los insectos se alimentaran.
Adicionalmente, en cada tubo se adhirio una torunda de algodon en la pared interna para proveer
agua a las avispas cada 24 h. Antes de iniciar una serie completa de tratamientos se preparaban
todos los lotes de insectos, se distribuian aleatoriamente a un tratamiento, se etiquetaban y se

trasladaban a la incubadora correspondiente.
Al concluir el periodo de almacenaje, de cada tratamiento, se evalué supervivencia al
almacenaje, parasitismo y alimentacién sobre el huésped, supervivencia sin huésped después de

almacenaje y capacidad de desplazamiento.

Supervivencia al almacenaje. Cuando concluyé el almacenaje para cada tratamiento el lote de

100 insectos se retiré de la incubadora y se registré el nimero de avispas vivas. Se considero
muerto al insecto que no se movia al ejercer presion con un pincel de pelo de camello del nimero
0. De las avispas supervivientes se seleccionaron aleatoriamente 30 ejemplares: 10 parejas
(hembra y macho) y otros 10 individuos sin sexar. Los organismos se mantuvieron a 25+1°C
durante la evaluacion del resto de las variables respuesta. El parasitismo y alimentacién sobre el
huésped se evalud sobre cinco hembras, la supervivencia se evalud en cinco parejas, y para el

desplazamiento se emplearon los 10 individuos sin sexar.

Parasitismo y alimentacion sobre el huésped. Cada pareja se confiné en cajas Petri como las

descritas en la seccion de caracterizacion de la colonia. Los primeros siete dias del experimento,
en cada caja se colocaron quince ninfas de 4° y 5° instar sobre un disco de hoja de jitomate, a
partir del octavo dia el nimero de ninfas se increment6 a 24. Lo anterior debido a que en estudios
preliminares se observo que en los primeros dias estos parasitoides no utilizan méas de 14 ninfas
para oviposicién y alimentacion. Cada 24 h se renovo el disco de hoja y ninfas del huésped.

Diariamente se registré el nimero de ninfas parasitadas y aquellas con dafio por alimentacion.



Esta evaluacion se realizo hasta 21 dias, ya hasta que en estudios preliminares se detect6 que este

es el tiempo al cual se alcanza el 80% del parasitismo (datos sin publicar).

Supervivencia sin huésped. Cada pareja de parasitoides se coloco en una caja Petri como la

descrita en los parrafos anteriores; en este caso las hembras no tuvieron acceso a huesped pero si
a unas lineas finas de miel, que se reemplazaba cada 24 h. La supervivencia se evalué cada 24 h

también durante 21dias.

Desplazamiento. Después de que los parasitoides se retiraron del almacenaje, de acuerdo a
cada tratamiento, se mantuvieron por 24 h a 25°C como procedimiento de aclimatacion. La
evaluacion de desplazamiento se realizé en un dispositivo elaborado para ese propdsito (Figura
2). Este constd de un recipiente de plastico de 1 L donde se liberaron los adultos de T. triozae,
posteriormente se esperd a que se desplazaran a través de un tubo de vidrio de 40 cm de largo y
15 cm de diametro. Para que los parasitoides tuvieran un estimulo de desplazamiento, en el lado
opuesto al punto de liberacion se colocd un brote de jitomate con 24 ninfas de 4° y 5° instar de la
plaga en un recipiente. El dispositivo se mantuvo en una camara de cria a 25 + 2°C con
ventilacién y luz fria blanca emitida de un foco de 15 W. Todas las pruebas se desarrollaron entre
las 10:00 y 15:00 h.

Para cada evaluacion, primero se colocaban las avispas en el dispositivo, y después se
registré el nimero de avispas que se desplazaron al extremo opuesto del dispositivo en una hora.
Este tiempo se establecié porque en observaciones preliminares el 100% de parasitoides con una

edad de 24 a 72 h se trasladaron de un punto a otro del dispositivo.



Figura 2. Dispositivo utilizado para evaluar el desplazamiento en adultos de T. triozae, después de cada
tratamiento.

3.4 Almacenaje de pupas a bajas temperaturas

El experimento consto de los mismos factores y niveles descritos para el de almacenaje con
adultos. Las variables de respuesta para este experimento incluyeron supervivencia al almacenaje,
tiempo de emergencia y longevidad de adultos por sexo. Por cada tratamiento se utilizaron 40
pupas de 3 dias de edad colectadas al azar, y el experimento se repitid tres veces en el tiempo.

De forma individual las pupas se adhirieron con miel a la pared de un tubo de vidrio, de 6.4
cm de largo y 1.3 cm de diametro, sellado con algoddn. Por la dificultad de separar las pupas del
material vegetal, y por el riesgo de causar algin dafio, en algunos casos se colocaron un maximo
de 3 pupas en cada tubo. En cada uno se coloco una fina linea de miel para que sirviera de
alimento a los insectos una vez que emergieran. EI material se etiquetd y de esta manera se
mantuvieron en una incubadora con el tratamiento correspondiente. Después de cumplir el
periodo de almacenaje el material bioldgico se trasladé a una incubadora a 25+2°C, y se

revisaron cada 24 h para registrar las variables respuestas.
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3.5 Analisis estadisticos

Antes de realizar los analisis de datos se procedié a determinar si se cumplian los supuestos
de normalidad e independencia de varianzas, como en este caso no se cumplieron, los datos se
transformaron a rangos (Conover e Iman 1981) para después realizar un anélisis de varianza
(ANOVA) y una comparacion de medias (Tukey). Para comparar la supervivencia de adultos de
T. triozae se empled el analisis de Kaplan-Meier . Los analisis estadisticos se realizaron en el
programa de computo Statistical Analysis System for Windows 9.0 (SAS 2002) considerando un
a=0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion de alimentacion y fecundidad de T. triozae en la colonia madre

Tamarixia triozae mostré fecundidad y alimentacion sobre el huésped desde el primer dia del
experimento. A partir del dia nueve el numero de huevos por hembra por dia superé al nimero de

organismos depredados (Figura 3).

En la dindmica de oviposicion y depredacion de T. triozae se distinguen tres etapas durante
los 30 dias del experimento. En la primera, la relacion de numero de huevos por ninfas
depredadas es cercana a 1:1, esta relacion se mantiene los primeros ocho dias. La segunda etapa
comprende del noveno hasta el vigesimo tercer dia, en ésta la relacion es aproximadamente de
dos huevos por cada ninfa depredada. Finalmente, la tercer etapa cubre del vigésimo cuarto dia

hasta el trigésimo, donde la relacion vuelve a ser cercana a 1:1.

En promedio cada hembra de T. triozae se alimenta de 98 ninfas de 4° o 5° instar durante 30
dias, con un méximo de 123 y un minimo de 26. La méaxima alimentacién se presenta durante el
dia 11, con un promedio de 6 +1 ninfas consumidas por hembra. En relacién a la oviposicién en
promedio cada hembra produjo 137 huevos con un méaximo de 152 y un minimo de 37. La
maxima oviposicion se observa en el dia 16 con un promedio de 8 £ 2 huevos por hembra
(Figura 3). En conjunto cada hembra de T. triozae eliminé durante 30 dias un promedio de 235

ninfas de B. cockerelli con un maximo de 275 y un minimo de 63 ninfas.
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Figura 3. Fecundidad y alimentacion sobre el huésped de Tamarixia triozae (n=20) sobre ninfas de
Bactericera cockerelli durante 30 dias.

4.2 Almacenaje de adultos a temperaturas bajas

Supervivencia al almacenaje. De la combinacion de tiempos y temperaturas de

almacenaje, en todos los tratamientos se obtuvo méas de 95% de supervivencia. No obstante, al
menos uno de los tratamientos a las temperaturas mas bajas y con mayor tiempo de almacenaje
obtuvo menor supervivencia que el testigo (F1z, 24=7.03, P< 0.0001). Se observaron tres grupos el
primero formado por las temperaturas a 25°C, 10°C, 8°C y 5°C durante 7 dias de almacenaje con
99% de supervivencia. El segundo integrado por todos los tratamientos almacenados durante 14
dias junto con aquellos expuestos a 10°C y 8°C por 21 dias con un promedio de 98 a 99% de
supervivencia. Mientras que en el tercer grupo se encuentran los tratamientos a 8°C y 5°C por 21

dias, alli la supervivencia fue en de 95 a 97% (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Supervivencia en adultos de Tamarixia triozae al terminar el periodo de almacenaje a
temperaturas bajas.

TRATAMIENTO PROPORCION DE SUPERVIVIENTES GRUPO
25°C 7d 0.99+0.001" AZ
10°C 7d 0.99+0.001 A
g°c 7d 0.99+0.001 A
5°C 7d 0.99+0.001 A

25°C 14d 0.99+0.006 AB
10°C 14d 0.99+0.003 AB
8°C 14d 0.98+0.010 AB
5°C 14d 0.98+0.009 AB
25°C 21d 0.99+0.003 AB
10°C 21d 0.99+0.003 AB
8°C 21d 0.95+0.010 B
5°C 21d 0.97+0.010 B

*Mediaz error estandar, > Tratamientos seguidos de la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey a=0.05)

Parasitismo y alimentacion sobre el huésped. En general, se encontraron diferencias en la

respuesta de los parasitoides en al menos un tratamiento, tanto después de una (Fi;, 168=2.32, P=
0.0111), dos (F11, 168=2.13, P=0.0204) o tres semanas (F11, 168=2.33, P=0.0109) En estos periodos
el nimero de ninfas muertas por alimentacion fue mayor que las parasitadas. La mayor respuesta
sin importar el tiempo transcurrido se observé en aquellas avispas colocadas a 10°C por 7 dias de
almacenaje (Cuadro 2). A la tercera semana los promedios mas altos de alimentacion se
registraron con valores de 63+9 y 5547 ninfas a 10°C y 8°C por 7 d. La mayor parasitacion se
obtuvo a 10°C y 25°C por 7d con 44+9 y 38+6 ninfas. Al sumar las ninfas depredadas y
parasitadas los tratamientos a 10°C, 25°C y 8°C por 7d consiguieron las mayores respuestas con
promedios de 107+17, 9011 y 89414 ninfas. Es decir que la mejor respuesta dada por las
hembras de T. triozae a temperaturas bajas es al ser expuestas a 10°C por 7d, puesto que después

de tres semanas el maximo de ninfas que puede eliminar una hembra oscila entre 90 a 124 ninfas.
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Cuadro 2. Ninfas parasitadas y depredadas de Bactericera cockerelli por T. triozae al término del periodo

de almacenaje y después de 7, 14 y 21 dias de evaluacion.

TRATAMIENTO

7 DIAS DE EVALUACION

PAl  HF?  Total Grupo

10°C7d 13+3° 18+3 3145 A

5°C 7d 1142 12+2 2314 AB
8°C 21d 7+3 16+3 2315 AB
25°C 7d 9+3 12+3 2146 AB

8°Cc7d 5+2 12+3 174 AB
10°C 14d 442 1142 15+4 AB
8°C 14d 3+1 10£2 1343 AB
5°C 14d 442 8+2 12+4 AB
25°C 21d 2+1 9+1 1142 AB
5°C 21d 3+l 7£1 10£3 AB
25°C 14d 1+1 7£1 8+1 B
10°C 21d 312 5+1 8+3 B

TRATAMIENTO

14 DIAS DE EVALUACION

PA HF Total Grupo

10°C7d 2816 416  69+11 A
8°C 14d 2116 36+5 57+9 AB
8°C 7d 1944 3515 54+9 AB
25°C 7d 2245 31+4 5318 AB
5°C 7d 2015 275 4719 AB
25°C 21d 12+6 35+6  47+11 AB
5°C 21d 18+5 265 4419 AB
10°C 14d 1615 26x4 42+9 AB
8°C 14d 1244 25+4 3718 AB
10°C 21d 14+7 19+3 34+9 AB
5°C 21d 11+3 2214 3317 AB

25°C 14d 3+1 1742 20+3 B

TRATAMIENTO

21 DIAS DE EVALUACION

PA HF Total Grupo

10°C 7d 44+9 63+9  107+17 A
25°C 7d 38+6 52+6 90+11 AB

8°C 7d 347 5547 89+14 AB
8°C 21d 30+9 48+7 78115 AB

5°C 7d 2817 4147 69+13 AB
5°C 14d 277 38+7 65+14 AB
25°C 21d 18+10 4748 65+17 AB
10°C 14d 21+6 38+5 59+11 AB
8°C 14d 19+7 35+6 54+12 AB
10°C 21d 21+10 2945 50+15 AB
5°C 21d 1616 29+6 45+11 AB
25°C 14d 6+2 26+3 3245 B

! PA= Parasitismo, 2HF= Alimentacion, *Media+ error estandar, “Tratamientos seguidos de la misma letra no son estadisticamente diferentes

(Tukey a=0.05).

Supervivencia sin huésped después de almacenaje. La supervivencia fue similar entre sexos

(Fa3, 336= 2.49, P=0.2921), por tanto se analizaron los datos integrados. Se observ6 una tendencia

a la disminucién de la supervivencia con las temperaturas mas bajas por 21 d de almacenamiento

(Figura 4). No obstante, la supervivencia fue mayor de 75% en todos los casos y no se detectaron

diferencias estadisticas entre tratamientos (P=0.0984).
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Figura 4. Supervivencia de adultos de Tamarixia triozae por tratamiento después de 21 dias de almacenaje
a diferentes temperaturas.

Capacidad de desplazamiento. Los adultos de T. triozae expuestos a 25, 10 y 8 °C, sin
importar su periodo de almacenaje, obtuvieron un 80, 70 y 70% de individuos con capacidad de
desplazamiento, respectivamente (Figura 5). En el caso de los insectos expuestos a 5 °C por 7, 14
y 21 d se registré una capacidad de desplazamiento s6lo en 60, 60% y 70% de los individuos.
Aun con esas tendencias, de acuerdo con el analisis no existieron diferencias significativas entre
tratamientos (F11, 24= 1.37, P=0.2499).
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Figura 5. Porcentaje de adultos de T. triozae que se desplazaron después de diferentes tiempos y
temperaturas de almacenaje.
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4.3 Almacenaje de pupas a temperaturas bajas

Después de someter las pupas a los tratamientos, la emergencia de adultos oscilé entre 86 al
98% en la mayoria de los casos, con excepcion del tratamiento a 5 °C por 21 dias con 63%
(Cuadro 3). A pesar de la variacion en la emergencia de pupas se detecto diferencia en al menos
uno de los tratamientos (Fg 20= 7.29, P=0.0001). Por otro lado, no existieron diferencias
significativas entre el tiempo de emergencia de hembras y machos (Fig, 1002= 0.53, P=0.8520). Sin
embargo, existieron diferencias entre tratamientos respecto del tiempo de emergencia (Fg 1012=
5.32, P=<0.0001). Al ir aumentando la temperatura fue mas corto el tiempo que tard6 en emerger
el adulto, de manera general se obtuvieron cuatro grupos (Cuadro 4); a 25, 5y 8 °C el tiempo de
emergencia estuvo entre los 4 a 6 dias, mientras que a 10 °C vario de 4 a 2 dias, segun el tiempo

de almacenaje.

La supervivencia de adultos machos y hembras procedentes de pupas que recibieron
tratamientos de almacenaje a diferentes temperaturas fue estadisticamente diferente (Fio 1002=
2.01, P=0.0350). Por lo tanto se calculd el promedio de supervivencia por cada sexo. En las
hembras hubo diferencias entre tratamientos (Fg es5= 7.69, P= <0.0001), obteniendo la
supervivencia mas larga de 52+3 a 481 dias en aquellas hembras expuestas a los tratamientos a
5°C y 8°C por 7 dias, las cuales no fueron diferentes al testigo (Cuadro 4). Por otro lado los
machos presentaron diferencias entre tratamientos (Fg, 35,= 3.65, P=0.0002), aquellos expuestos a
25°C (es decir el control) obtuvieron la mayor supervivencia con 41+2 dias (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Porcentaje de emergencia de adultos obtenidos al exponer pupas de Tamarixia triozae a bajas

temperaturas.
Porcentaje de emergencia
TRATAMIENTO Durante el almacenaje  Después del almacenaje GRUPO
CONTROL 0 98* A
10°C7d 0 93 A
8°C7d 0 98 A
5°C7d 0 86 A
10°C14d 25 91 A
8°Cl4d 0 93 A
5°Cl4d 0 91 A
10°c21d 25 95 A
8°C21d 0 95 A
5°C21d 0 63 B

*Media

Cuadro 4. Tiempo de emergencia de adultos obtenidos al exponer pupas de Tamarixia. triozae a bajas

temperaturas.
TRATAMIENTO TIEMPO GRUPO
EN DIAS

5°C21d 6+0.1* A
CONTROL 5+0.1 A
5°C7d 5+0.1 A
5°C14d 5+0.1 AB

8°C14d 5+0.1 AB

8°C7d 4+0.1 AB

8°c21d 4+0.1 AB

10°C7d 4+0.1 BC

10°C14d 3+0.2 BC
10°C21d 2+0.1 C

*Media * Error estandar

Cuadro 5. Supervivencia de adultos procedentes de pupas de Tamarixia. triozae expuestas a bajas

temperaturas.

SUPERVIVENCIA (DIAS)

TRATAMIENTO HEMBRAS GRUPO TRATAMIENTO

MACHOS GRUPO

5°C7d  52+3(56)* A CONTROL  41+2(50) A
CONTROL  50+2(67) A 10°C14d  37+4(27) AB
8°C7d  48+1(78) A 8°C7d  36+2(39) AB
10°C7d  44+2(76) AB 5°C7d  33+3(47) AB
5°C14d  44+3(70) AB 10°C7d  32+4(36) AB
8°Clad  42+2(87) AB 10°C21d  32+3(21) AB
10°C14d  41%2(52) AB 8°C14d 30+4(25) AB
5°C21d  41+4(36) AB 5°C14d  28+4(39) B
10°C21d  39+2(63) BC 5°C21d  28+3(39) B
8°C21d  30+2(70) C 8°C21d  27+2(44) B

*Media * Error Estandar (Numero de avispas observadas)
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5. DISCUSION

5.1 Caracterizacion de alimentacion y fecundidad de T. triozae en la colonia madre

Tamarixia triozae mostro oviposicion y alimentacion sobre el huésped desde el primer dia,
pero a partir del dia nueve el numero de huevos superé la cantidad de ninfas depredadas. Ese
incremento se puede relacionar con la necesidad de la hembra para obtener proteinas, para inducir
la produccion y maduracion de los huevos lo cual es una practica comdn en especies
sinovigénicas (Jervis et al. 2001). En particular las hembras de este grupo se alimentan del
hlesped después de picar su integumento y succionar la hemolinfa (Burger et al. 2004, Van
Driesche et al. 2007). En el caso de T. triozae, la hembra elimind en promedio 235 ninfas de 4° o
5° instar en 30 dias, 58% de las ninfas por oviposicion y 42% por alimentacion. Es decir que este
parasitoide no solo asegura la siguiente generacion de avispas, sino también disminuye la

poblacion de su presa por depredacion.
5.2 Almacenaje de adultos a temperaturas bajas

Como ya lo habian sefialado Colinet y Boivin (2011) la supervivencia de los parasitoides
puede reducirse al disminuir la temperatura o al aumentar el tiempo de almacenaje. La idea de
que el almacenaje de insectos a temperaturas bajas es un factor de estrés no esta en duda, pero
éste esta en funcién de las condiciones de almacenaje y la respuesta innata de los organismos
(Amice et al. 2008). En el caso de T. triozae esa disminucion en supervivencia ain con los
periodos mas largos (21 d) y las temperaturas méas bajas ( 8 y 5°C) fue significativo desde el
punto de vista estadistico, pero se puede considerar “sin efectos de importancia” desde el punto

de vista practico.

La supervivencia de T. triozae en la mayoria de los tratamientos que se evaluaron en el
presente estudio se mantuvo entre 98 y 99%. Esta elevada supervivencia a bajas temperaturas
pudiera atribuirse a las caracteristicas innatas de la especie; al menos teGricamente se propuso

que la temperatura umbral inferior de T. triozae puede estar alrededor de 5°C (Vega-Chavez et al.
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2013). Una explicacion mas de la supervivencia elevada pudiese ser la disposicion de alimento
(presencia de lineas de miel) y humedad (70 a 80%), los cuales resultan ser benéficos durante la
exposicion a bajas temperaturas (Leopold 1998). Finalmente, desde el punto de vista fisiologico
el punto de fusion de los liquidos corporales en insectos no es afectado en un rango de 0 a 25 °C
(Denlinger y Lee 1998). Para resistir bajas temperaturas algunos insectos utilizan glicerol y
sorbitol presentes en la hemolinfa, sustancias que han demostrado ser Util en la termorregulacién
(Duman y Horwath 1983, Llanderal-Cazares 2002).

Se debe mencionar que conforme disminuia la temperatura, segun fuera el caso de cada
tratamiento T. triozae mostraba menor movilidad; sin embargo, cuando se colocaron a 25°C,
recuperaron su movilidad y urgencia por alimentacion. Se podria inferir que estos parasitoides
pueden entrar a un periodo de quiescencia, caracterizado por una disminucién del metabolismo
bajo condiciones ambientales inesperadas, que es temporal y que se desactiva una vez que las
condiciones ambientales son favorables para el desarrollo (Wiggleswoth 1974, Gillot 1980,
Hance et al. 2007).

En cuanto al parasitismo y alimentacion, se observé que aquellas avispas almacenadas por 7
dias, sin importar la temperatura, tuvieron una tendencia de mejor desempefio durante los 21 dias
de evaluacion. No obstante, el parasitismo y alimentacion no mostrd diferencias significativas
con el testigo. Cabe mencionar que las hembras sometidas a 25, 10, 8 y 5°C presentaron un
nimero de ninfas depredadas o parasitadas de 90+11, 107+17, 89+14 y 69+13 ninfas,
respectivamente. El almacenaje a 10°C, tanto a corto como a largo plazo, también fue favorable
para Trichogramma chilonis (Ishii) (Nadeem et al. 2010). Lo anterior sugiere que el almacenaje
de adultos a 10°C pudiera ser una opcion cuando se requiere almacenar T. triozae para ser

utilizados en campo para el control de B. cockerelli .

Con respecto a la supervivencia de adultos, sin exposicion al huésped, por 21 dias después de
su almacenaje no tuvo diferencias significativas a las diferentes temperaturas, con un rango del
77 al 100% sin importar el sexo. Por otro lado, tampoco se presentaron diferencias significativas

en la capacidad de desplazamiento de adultos de T. triozae expuestos a los tratamientos. Cabe
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mencionar que estos parametros se evaluaron con un maximo de 21 dias de almacenaje, y pudiera
existir diferencias si se prolongara este periodo, por ejemplo en Trichogramma nerudai Pintureau
& Gerding se ha observado que el nimero de adultos obtenidos y su movilidad son afectados
solamente si el almacenaje excede los 50 dias a 4°C (Tezze y Botto 2004).

5.3 Almacenaje de pupas a temperaturas bajas

Colinet y Boivin (2011) han sugerido que, dentro de los estados de desarrollo, el estado de
pupa en insectos es el mas factible para ser almacenado a temperaturas bajas, pues ademas de
permanecer inmavil, es facil de manipular y el cuerpo del parasitoide esta protegido del exterior.
Aunque esta técnica es recomendable en parasitoides, se ha registrado en algunas especies que al
aumentar el tiempo de almacenaje o disminuir la temperatura, hay un efecto negativo en la
emergencia, como en el caso de Diadegma insulare (Cresson), Lysiphlebus testaceipes (Cresson),
Eretmocerus corni Haldeman, Encarsia formosa Gahan, Eretmocerus eremicus Rose Yy
Zolnerowich, Aphidius picipes Nees (Okine et al. 1996, Rodrigues et al. 2003, Lopez y Botto
2005, Luczynski et al. 2007, Amice et al. 2008). Tamarixia triozae no es la excepcion, pupas
mantenidas a 5°C por 21 dias disminuyeron su emergencia en 63%, mientras que en los demas

tratamientos la emergencia oscil6 entre 86% y 98%.

El tiempo de emergencia puede afectarse con el almacenaje a temperaturas bajas (Colinet y
Boivin 2011). En T. triozae a 5°C por 21 dias se registro el mayor periodo antes de la emergencia
con 6 dias, lo anterior contrasta con el tiempo de emergencia en la mayoria de los tratamientos
donde se registraron 5 o 4 dias, con excepcidn de los tratamientos a 10°C por 14 y 21 dias de
almacenaje, donde las pupas requirieron 3 y 2 dias respectivamente. Estos tiempos estan
relacionados con la tasa de desarrollo del estadio que depende de la temperatura, es decir entre

mayor sea la temperatura mas rapido se desarrollara el organismo.

En cuanto a la supervivencia, las hembras se mostraron mas longevas que los machos en

todos los tratamientos. Sin embargo, generalmente las hembras de T. triozae viven mas que los
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machos en condiciones normales (Rojas 2010), razén que pudiera explicar por qué las hembras

reportan una mayor supervivencia después del almacenaje.

De acuerdo con la informacion que se obtuvo en este trabajo es posible almacenar, a 5, 8 y
10°C por 7,14 y 21 dias a adultos de Tamarixia triozae sin demeritar caracteristicas biologicas de
interés (supervivencia, desplazamiento, parasitismo y alimentacion sobre el huésped). En el caso
de las pupas de T. triozae, almacenadas a las mismas temperaturas, se observo una disminucién

de emergencia del 37% a 5°C por 21d.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

. En promedio cada hembra de T. triozae a 25°C se alimentd de 98 ninfas de 4° o 5° instar
durante 30 dias, con un maximo de 123 y un minimo de 26. En relacién a la oviposicién
en promedio cada hembra produjo 137 huevos con un méximo de 152 y un minimo de 37.
Mientras que de forma conjunta la hembra elimind en promedio 235 ninfas de B.

cockerelli con un maximo de 275 y un minimo de 63 ninfas.

Las hembras de T. triozae sometidas a 25°C, 10°C, 8°C y 5°C durante 7 dias presentaron
la mayor cantidad de ninfas depredadas o parasitadas después de ser evaluadas por 21 dias
con un promedio de 90+11, 10717, 89+14 y 69+13 ninfas, respectivamente. Lo anterior
sugiere que el almacenaje de adultos a 10°C por 7 dias pudiera ser una opcion para el

almacenaje de T. triozae.

La supervivencia sin huésped y el desplazamiento de adultos de T. triozae después de

evaluar todos los tratamientos no presentaron diferencias significativas.

. El porcentaje de emergencia de adultos de Tamarixia triozae obtenidos de pupas
almacenadas a 5°C por 21 dias fue de 63%, mientras que en los demas tratamientos la

emergencia oscild entre 86% y 98%.

Las hembras de T.triozae obtenidas de pupas almacenadas a bajas temperaturas se

mostraron méas longevas que los machos en todos los tratamientos.
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