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En el presente trabajo se presenta una nueva metodologia para la cria de Prays
citri Mill. (Lepidoptera, Hyponomeutidae) en laboratorio y se estudia el efecto de
diversos factores sobre puesta de huevos y sobre la alimentacion y supervivencia de las

larvas.
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INTRODUCCION

En el laboratorio de Entomologia del
Departamento de Biologia Animal, B. Celu-
lar, Genética y Parasitologia de la Facultad
de Ciencias Biologicas de la Universitat de
Valéncia, hemos iniciado la cria del micro-
lepidoptero Prays citri Mill. (Lepidoptera,
Hyponomeutidae) con el fin de llevar a
cabo una serie de estudios sobre la biologia
de diversas especies de Braconidae como
posibles pardsitos del mismo.

Prays citri constituye la plaga mds impor-
tante del limonero, sobre todo de la variedad
Verna con floracion durante todo el afio, en
la zona mediterrdnea (foto 1). Cabe desta-
car los trabajos realizados por DIMARTINO
(1956), Mineo y col. (1963, 1965, 1967,
1968, 1976), en Italia y Sicilia, BODENHEI-
MER (1951) en Egipto, Israel, Irdn, Siria y
Turquia, CHapor y DeLucchi (1964) en
Marruecos, y en lo referente a nuestro pais,
por RivEro (1965), Brasco (1976, 1977),
GArrIDO (1984, 1985, 1987), Pirez (1977)
y Pranes (1968) en la Comunidad Valen-
ciana.

La cria de este microlepiddptero en con-

diciones de laboratorio nos ha planteado
una seric de problemas que nos han llevado
a establecer un nuevo método de cria. Con-
cretamente dos aspectos fundamentales para
conseguir una colonia permanente, comc
son la puesta de huevos y la alimentacion
de las larvas, nos han permitido establecer
nuevas condiciones que, como a continua-
ci6n se expone, mejoran y facilitan la cria
de esta especie en laboratorio en relacién a
la metodologia empleada clisicamente.

Tras revisar la bibliografia existente sobre
la cria en laboratorio de Prays citri, hemos
podido constatar que hasta ahora siempre se
habia utilizado para la alimentacién de los
diferentes estadios larvarios, botones florales
de limonero frescos, con el consiguiente
problema de la necesidad de disponer con-
tinuamente de este material y del rapido
deterioro del mismo. En cuanto a la puesta
de huevos en el laboratorio, hasta el
momento se ha venido induciendo sobre
imitaciones de flores o sobre alfileres de
cabeza gruesa, en ambos casos fabricados
generalmente en porcelana o plasticos de
color blanco y brillantes. En el presente
trabajo se describe la metodologia de cria
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subvencionado por Conselleria de Cultura, Educaci6 i Ciéncia de la Generalitat Valenciana.
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Fig. 1.—Botén floral de limonero atacado por Prays citri Mill.

de esta especie en el laboratorio por noso-
tros utilizada, a la vez que se analizan los
efectos de las nuevas condiciones estableci-
das en la alimentacion, puesta de huevos y
posterior desarrollo de las larvas.

MATERIALES Y METODOS

Las poblaciones de Prays citi con que
iniciamos la cria en nuestro laboratorio pro-
ceden de muestras de huevos y larvas reco-
gidas en la zona de Montesinos-Torrevieja
(Alicante), donde el limonero ocupa la
mayor parte del terreno cultivable constitu-
yendo casi un monocultivo, y en la zona de
Gandia (Valencia), donde el cultivo del
limonero es mds bien ocasional. Tras su
recoleccion, estas muestras eran trasladadas
hasta el laboratorio donde se procedia a la
observacion y separacion de huevos y larvas
con la ayuda de una lupa estereoscopica.

Dado que la metodologia utilizada para
la cria de las larvas es semejante sea cual

sea el origen de las mismas y el régimen
alimenticio al que son sometidas, vamos a
describirla con detalle en el caso de cria de
larvas obtenidas directamente del campo uti-
lizando alimento natural, para posterior-
mente sefialar las particularidades de la cria
en los otros casos. Por ultimo, describiremos
los tubos de puesta utilizados haciendo hin-
capié en aquellas condiciones por nosotros
introducidas, y que por tanto difieren de la
metodologia clasica.

Cria de larvas de Prays citri en laboratorio
con alimento natural (Fig. 2)

El material recogido en el campo es
separado en placas Petri en las que se ha
recubierto el fondo con un papel de filtro,
el cual se humedece periddicamente con el
fin de mantener el grado de humedad en el
interior de la placa. Una vez introducida la
muestra, consistente en capullos florales con
huevos o larvas seglin los casos, la placa se
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Fig. 2—Ultimo estadio larvario de Prays citi Mill.
sobre estambres de flor de limonero.

fija con tiras de papel adhesivo para evitar
posibles accidentes en su manipulacion, y se
rotula en la tapa tanto el lugar como la
fecha de recogida de la muestra. Seguida-
mente las placas se introducen en una
cAmara climitica con T=22-24°C, H.R.=60-
70% y fotoperiodo 16:8 horas de luz:oscu-
ridad.

Todas las placas son revisadas cada dos o
tres dias procediéndose al cambio de las
larvas a nuevas placas con alimento fresco
consistente en flores de limoneros no ataca-
das. Del mismo modo en cada revisién se
retiran de las placas con ayuda de unas
pinzas blandas las pupas que se hayan for-
mado y se separa de éstas la red sedosa que
las envuelve, con lo cual obtenemos pupas
en las que es posible determinar el sexo, y
que posteriormente serdn introducidas en los
tubos de puesta.

Cria de larvas de Prays citri en
laboratorio con dieta artificial

Dadas las dificultades que supone dispo-
ner en todo momento de alimento natural
para la cria, y la rapidez con que dicho
alimento se deteriora, tanto por la propia
marchitez como por el desarrollo de hongos
y mohos, decidimos elaborar una dicta arti-

ficial para la alimentacién de las larvas de
Prays citri que nos facilitase la cria cons-
tante de esta especie en el laboratorio.

Las muestras recogidas en el campo son
revisadas en laboratorio para la separacion
de las larvas de los capullos florales. Estas
larvas se colocan en placas Petri con dieta
artificial. Los capullos con huevos son colo-
cados en placas Petri hasta la eclosion de
las larvas tras lo cual son trasladadas a pla-
cas con dieta artificial (Fig. 3).

Esta dieta es una modificacién de la de
Porrour y Bues (1974) y presenta la
siguiente composicion:

Agar-Agar ........... 18,0 g.
Harina de azahar ..... 160,0 g.
Miel de azabhar ....... 40,0 g.
Levadura de cerveza 340 8.
Caseina ............. 140 g.
Acido ascorbico ...... 45¢g.
Acido benzoico ....... 1,38
Nipagina ............ 1,1g
Aldehido férmico ..... 0,5 g.
Agua desionizada ..... 800,0 ml.

En un recipiente de cristal (A) se di-
suelve por calentamiento el icido benzoico
en 400 ml. de agua desionizada, afiadién-
dose a continuacion el resto de los compo-
nentes de la dieta a excepcion del agar-agar
y el 4cido ascérbico. En otro recipiente (B)
que contiene los 400 ml. de agua restantes,
se funde el agar-agar al bafio Maria durante
aproximadamente 1 h. 30"

Fig. 3.—Detalle de las placas utilizadas para la cria de
larvas de Prays citri Mill. con dieta artificial (izquierda)
y con dieta natural (derecha).
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Fig. 4 —Tubos de puesta.

El contenido de los recipientes A y B se
mezcla por agitacion utilizando una batidora
y cuando la mezcla alcanza los 45-50°C se
afiade el 4cido ascorbico sin detener la agi-
tacion. Finalmente se dispone en recipientes
herméticamente cerrados que se introducen
en el frigorifico donde se conserva durante
largo tiempo sin deteriorarse.

La dieta resultante es solida lo que per-
mite que se vayan cortando l4minas segin
las cantidades que se van necesitando; esta
dieta presenta la ventaja, ademds de su facil
disponibilidad, de que se conserva en condi-
ciones Optimas durante mucho tiempo.

Toda la metodologia para la cria de las
larvas se realiza de la forma ya descrita
para la cria con alimento natural.

Induccion de la puesta en laboratorio

Dado el tipo de estudio que se pretendia
realizar, hemos mantenido constante el
nimero de machos y hembras introducidos
en cada tubo de puesta con el fin de obte-
ner unos datos estadisticos fiables y faciles
de manejar. En concreto hemos introducido
cinco machos y tres hembras, pues, tras
unas pruebas preliminares, nos ha parecido

el namero y proporcion més adecuados
para las condiciones en las que ibamos a
trabajar.

Los tubos de puesta utilizados (Fig. 4)
son de cristal, cilindricos, con un didmetro
de 2,5 cm. y una longitud de 14 cm. En
estos tubos se introduce un papel de filtro
circular que cubra el fondo humedeciéndolo
periédicamente al igual que haciamos con el
de las placas, y sobre el que se colocan las
pupas. En la parte superior del tubo se dis-
ponen unos alfileres de cabeza ovalada de
material plistico y color blanco; queremos
destacar que no hemos utilizado los alfileres
de cabeza esférica usados en la metodologia
clasica, porque pensamos que los de cabeza
ovalada presentaban una forma mds seme-
jante a la flor de limonero y por tanto
constituirian una mejor imitacion de la
misma. Estos alfileres se disponen sobre un
soporte que no ¢s mds que un rectingulo
de polietileno que encaja perfectamente
entre las paredes laterales del tubo y en el
que se clavan tres de estos alfileres dispues-
tos con la cabeza hacia la parte inferior del
tubo. Sobre este soporte se coloca un algo-
don embebido con agua azucarada al 10%
para la alimentacién de los adultos tras su
emersion. Finalmente estos tubos se tapan
con una tela de muselina que se fija con un
anillo de caucho, impidiendo asi que los
adultos escapen, pero permitiendo la venti-
lacién del tubo.

Al igual que haciamos con las placas, los
tubos se rotulan para su correcta identifica-
cion, procediéndose cada dos dias a la revi-
si6n de los mismos para retirar las puestas
existentes. Los adultos son trasladados, tras
ser extraidos con ayuda de un aspirador, a
nuevos tubos de puesta.

Todas las agujas retiradas de los tubos
son seguidamente examinadas bajo la lupa,
y en aquellos casos en los que se observa
puesta se cuenta el nimero de huevos exis-
teates; a este respecto indicar que solo se
han detectado puestas sobre las agujas y en
éstas unicamente sobre la cabeza del alfiler.

Hemos realizado ensayos con diversos
tubos que, aunque seguian el esquema gene-
ral que acabamos de exponer, presentaban
algunas variaciones. Asi, hemos realizado
pruebas con tubos en los que se colocaba
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un papel de filtro que recubria las paredes
laterales del mismo para comprobar si reali-
zaban en €l la puesta, pero como en ningin
caso se ha observado este comportamiento
ovipositor, hemos preferido utilizar tubos
con las paredes desnudas dado que permiten
una rdpida visualizacién de lo que en el
interior ocurre.

Pero las innovaciones mas importantes se
refieren a los alfileres. Hemos realizado
ensayos con alfileres tal y como se encuen-
tran en el mercado (designadas como AN
en las tablas) y con alfileres bafiados en un
extracto obtenido de la maceracion en agua
de estambres y pétalos de flor de limonero
(AE en las tablas). Tal y como se puede
ver en los resultados, se han observado
puestas mucho mas numerosas sobre los
alfileres impregnados de ese extracto al
mantener constantes las restantes condicio-
nes, por lo que suponemos que dicho
extracto debe actuar de alguna manera
como activador de la puesta.

Otra modificacion importante se refiere a
la superficie de los alfileres. Hemos reali-
zado unos ensayos utilizando alfileres im-
pregnados y desnudos (AE) y otros utili-
zando alfileres recubiertos por una pelicula
de agar-agar e impregnados con el extracto
(AEA en las tablas). Dado que no se han
observado diferencias significativas en la
puesta, hemos preferido utilizar en lo suce-
sivo este ultimo tipo de alfileres, puesto que
en éstos es posible retirar la pelicula de
agar con los huevos de la superficie del alfi-
ler con ayuda de unas pinzas finas, lo que
permite una mejor manipulacion de los
huevos y facilita la migracién de las jovenes
larvas dada su peculiar eclosion. La larva
recién eclosionada perfora el capullo hacia
el interior para alimentarse, hecho que no
puede realizar sobre el alfiler, por lo que
deben ser retiradas de la superficie del
mismo tan pronto como eclosionan, y colo-
cadas sobre el alimento. Aunque esta opera-
cion se puede efectuar con ayuda de un
pincel de 2 6 3 pelos, resulta muy costosa y
presenta problemas, ya que muchas de estas
larvas recién eclosionadas perecen, en unos
casos desecadas sobre las agujas, y en otros,
a causa de los traumatismos que les ocasio-
namos en su manipulacion. La utilizacion

de alfileres recubiertos por una pelicula de
agar-agar facilita la retirada de los huevos
adheridos a ella y su colocacion sobre el
alimento sin manipularlos. La pelicula de
agar-agar con los huevos en su superficie se
coloca sobre el alimento y de ese modo las
larvas, que pueden perforar ficilmente la
pelicula, tienen un ficil acceso al alimento y
pueden proseguir su desarrollo.

El anélisis de la influencia del extracto y
del agar en la puesta, asi como el estudio
del % de supervivencia de larvas proceden-
tes de puestas sobre agujas con y sin agar-
agar se ha realizado a partir de 10 muestras
en todos los casos. El estudio estadistico de
los datos obtenidos se ha realizado compa-
rando la media del mddulo de la diferencia
con una media igual a O (es decir, cuando
no existe diferencia) por la prueba t de
Student con un nivel de significacién de
0.001 y 9 grados de libertad. En estos tres
casos se parte de la hipGtesis de que no
existe diferencia significativa.

Por su parte, el andlisis cuantitativo del
efecto de la dieta en el desarrollo de las
larvas se ha realizado estudiando el % de
larvas criadas que alcanzan el estadio de
pupa, tanto de larvas obtenidas directamente
del campo como de larvas obtenidas de
puestas en el laboratorio.

RESULTADOS Y DISCUSION
Influencia del extracto sobre la puesta

En el Cuadro 1 se reflejan €l numero de
huevos puestos por hembra en cada una de
las 10 muestras en las que se utilizaban
agujas normales y en las 10 en las que se
utilizaban agujas impregnadas con extracto,
asi como el valor obtenido para el médulo
de la diferencia.

El estudio estadistico de los datos obteni-
dos por la prueba t, nos da el siguiente
resultado:

43—0
t= — . 9=21,05
18,38

Este valor de t es mayor que el que apa-
rece en las tablas (t=4,781), por lo que
debemos rechazar la hipétesis inicial de que
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Cuadro 1.—Nuimero de huevos puestos por hembra sobre alfileres con y sin extracto.
M=Muestra, AN=Alfileres normales, AE= Alfileres impregnados con extracto, x=Media del
namero de huevos puestos por hembra, S=Desviacién tipica del nimero de huevos puestos por

hembra, IDI=Médulo de la diferencia.

M-1|IM-2|M-3 |M-4 [M_-5| M-6|M-7 |M-8 [M-9 [M-10| x S
AN 0 0 0 0 0 1810 9 0 5 3,215,7
AE 431 53 |56 |83 26 | 30 |38 411 51 | 41 J46,2]15,2
IDI 431 53 |56 |83 26| 12 | 38 32| 51 |36 (43 [18,4

no existe diferencia significativa en el
namero de huevos puestos por hembra en
cada caso.

En funcién de los datos obtenidos y del
resultado del test estadistico, parece ser que
el extracto debe actuar como activador de
la puesta, ya que éstas son mucho mayores
y mdis constantes sobre agujas impregnadas
que sobre agujas normales. Por todo ello se
recomienda la utilizacion de alfileres impreg-
nados con extracto para la induccién de la
puesta en Prays citri.

Influencia del agar sobre la puesta

Los datos obtenidos sobre el nimero de
huevos puestos por hembra sobre agujas
con y sin pelicula de agar-agar quedan refle-
jados en el Cuadro 2. El resultado de la
prueba t en este caso es:

19,3—0
t= —— . 9=4,60
12,56

Dado que este valor es menor que el que
aparece en las tablas (t=4,781), aceptamos

Cuadro 2.—Numero de huevos puestos por hembra sobre agujas con y sin pelicula de agar-agar.
M=Muestra, AE=Alfileres sin agar e impregnados, AEA=Alfileres con agar e impregnados,
x=Maedia del nimero de huevos puestos por hembra, S=Desviacién tipica del nimero de huevos

puestos por hembra, IDI=Médulo de la diferencia.

M-1|M-2 |[M-3 [M-4 [M-5 |IM-6 [M-7 [M-8 |[M-9 [M-10] x S
AE 79 47 | 33 | 62 |50 (26 39 |77 39 |23 |{47,5]18,7
AEA 50 37 {29 | 41 |56 |70 26 | 45 31 |49 [43,4(12,9
101 29 10 4 |21 6 |44 13 | 32 8 |26 [19,3{12,6
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Cuadro 3.—Porcentaje de larvas que sobreviven de puestas obtenidas sobre agujas con y sin peli-
cula de agar-agar.
M=Muestra, AE=Alfileres sin agar e impregnados. AEA=Alfileres con agar e impregnados,
x=Media del % de larvas que sobreviven, S=Desviacién tipica del % de larvas que sobreviven,
IDI=Médulo de la diferencia.

M-1|M-2|M-3|M-4 [M-5 |M-6|M-7|M-8 [M-9 [M-10] x | S
AE 19 | 48 |15 | 23 |18 |21 |30 |32 | 15 |13 [23,4]10,1
AEA |53 | 61 (32 | 44|72 |67 |36 |57 | 45|69 |53,6[13,3
DI |34 | 13117 | 21|53 |46 |6 |25]30 | 56 |30,1|16,2

la hipdtesis inicial de que no existe diferen-
cia significativa en la puesta entre estos dos
€asos.

Por tanto, y dado que el agar-agar no
tiene ningln efecto negativo sobre el niime-
1o de huevos puestos, su utilizacion en las
agujas de puesta no constituye ningin
problema.

Estudio de la supervivencia de larvas
obtenidas de puestas sobre alfileres
con y sin agar-agar

A partir de los resultados obtenidos y
que se indican en el Cuadro 3, se ha reali-
zado el andlisis estadistico de los mismos
mediante la prueba t con el siguiente
resultado:

30,1—0
t= ——— . 9=558
16,17

Como se puede ver este valor es superior
al que se indica en los cuadros, por lo que
debemos rechazar la hipdtesis inicial de que
no existe diferencia significativa.

La supervivencia de las larvas es mayor
si se recubre la cabeza de los alfileres con
agar-agar, posiblemente porque facilita la
colocacion de los huevos sobre un medio
adecuado para el desarrollo de las larvas

jovenes y ademds evita su manipulacion
directa, disminuyendo, por tanto, la posibi-
lidad de causarles traumatismo. Ademds, y
dado que las larvas pueden perforar la peli-
cula de agar-agar, se facilita la migracion de
las mismas hasta el alimento.

Analisis cuantitativo del efecto de la dieta

Para analizar cuantitativamente el efecto
de la dieta se ha estudiado el porcentaje de
larvas que alcanzan el estadio de pupa,
tanto en el caso de que se haya utilizado
para su alimentacion la dieta artificial como
alimento natural. Con el fin de poder detec-
tar también si existen diferencias en el por-
centaje de supervivencia entre larvas obteni-
das directamente del campo y las desarrolla-
das a partir de puestas obtenidas en
laboratorio, se han realizado dos series de
experiencias, utilizando en cada serie uno de
los tipos de larvas (Cuadro 4 A) y B)).

Tras el anilisis de los datos obtenidos se
observa que no existen diferencias importan-
tes en el porcentaje de larvas que alcanzan
el estadio de pupa y que, si bien el porcen-
taje es un poco menor en el caso de que
hayan sido alimentadas con dieta artificial,
la diferencia observada es minima. Podemos,
por tanto, considerar Optima esta dieta arti-
ficial por nosotros elaborada para la cria de
Prays citri en laboratorio.
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Cuadro 4.—Andlisis cuantitativo del efecto de la dieta.
DN=Dieta natural, DA =Dieta artificial, L=Nuamero de larvas introducidas, P=Nimero de pupas
obtenidas, TP=% de larvas introducidas que alcanzan el estadio de pupa.
A) Utilizando larvas obtenidas directamente del campo. B) Utilizando larvas procedentes de puestas

en laboratorio.

A)-
L P | TP
DN 868 | 745 |85,8
DA 498 | 379 | 76,1

De la comparacion de los datos obteni-
dos con larvas recogidas directamente del
campo y con larvas conseguidas en labora-
torio, se observa que el porcentaje de
supervivencia es siempre mayor en el pri-
mer caso que en el segundo. En cualquier
caso, el porcentaje de supervivencia de lar-
vas procedentes de puestas obtenidas en
laboratorio es suficiente para permitir el
mantenimiento de una poblacion adecuada.

Por iltimo, hemos de seiialar también
que si bien no se ha observado canibalismo
cuando se utiliza alimento natural, si que se
han observado algunos casos cuando se uti-
liza la dieta artificial. Concretamente hemos
encontrado algunos casos en que larvas de
segundo y tercer estadio devoraban larvas
de Gltimo estadio e incluso pupas. Tras las
experiencias por nosotros realizadas, hemos

ABSTRACT

B)-
L p | TP
DN 234|147 63,2
DA 836 |499 |59,8

podido deducir que este hecho depende,
fundamentalmente, del nimero de larvas
que se colocan por placas y de la disponibi-
lidad de alimento. Para evitar en lo posible
este canibalismo, es aconsejable no colocar
mas de 15 larvas por placa, con alimento
suficiente y procurando que todas las larvas
de una misma placa se encuentren en el
mismo estadio de desarrollo. En estas con-
diciones apenas si se detectan casos de
canibalismo.
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