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Ciclo biolégico de Quadrastichus sp., parasitoide exético
del minador de las hojas de los citricos Phyllocnistis

citrella Stainton, en laboratorio

E. LLACER, A. URBANEJA, J. JACAS y A. GARRIDO

Quadrastichus sp., ectoparasitoide idiobionte de Phyllocnistis citrella, es un eul6fi-
do originario del sudeste asidtico, que fue importado a Espaiia en 1996. Se ha estudiado
su ciclo biolégico y sus pardmetros reproductivos a 20°C y fotoperiodo 16:8 horas
luz:oscuridad. La duracién media del ciclo completo fue de 18,15 = 0,20 dias para
hembras y de 17,09 + 0,16 dias para machos. Los adultos vivieron una media de 2,8
dias sin alimentacién y de 39,28 dias alimentados con miel, sin diferencias significati-
vas entre machos y hembras. La eclosién de los huevos fue del 86,4%, la supervivencia
larvaria del 74,9% y la supervivencia de pupas del 97,3%, lo que se tradujo en una su-
pervivencia preimaginal del 63,0%. Estos pardmetros disminuyeron al aumentar el nd-
mero de huevos puestos por larva de minador. Se comprob6 la partenogénesis arrenoto-
ca de esta especie, cuyas hembras resultaron ser preovigénicas. Finalmente se vio que
las picaduras alimenticias de esta especie representan una baja proporcién (5,2%) en la
mortalidad total causada sobre P.citrella.
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INTRODUCCION

El minador de las hojas de los citricos
Phyllocnistis citrella Stainton (Lepidoptera:
Gracillariidae) se detectd en el sur de Espa-
fia en 1993 desde donde se difundi6 rdpida-
mente por toda la Peninsula Ibérica. En
1995, el minador fue considerado la plaga
de citricos mds preocupante, causante de
dafios, principalmente en verano y otofio, en
brotes tiernos y, accidentalmente, en frutos
(GARRIDO, 1995).

El control quimico del minador presentd
numerosos problemas asociados a la propia
biologia del insecto: desarrollo sobre brotes
en crecimiento, aparicién de fenémenos de
resistencia, etc. (SMITH y HOY, 1995; LEK-
CHIRI, 1996b), por lo que fue necesario de-

sarrollar técnicas de manejo integrado en las
que primara el control biolégico. El efecto
de enemigos naturales autdctonos generalis-
tas se reveld insuficiente en Florida (HOY y
NGUYEN, 1994), por lo que se realizaron in-
troducciones de enemigos naturales propios
de la zona de origen de la plaga con el pro-
posito de que se establecieran y lograran
controlarla (KNAPP et al., 1995). Esta
misma estrategia se habia llevado a cabo
anteriormente en Australia (BEATTIE, 1992;
NEALE ef al., 1995) y mds tarde en paises
mediterrdneos como Israel (ARGOV y ROSS-
LER, 1996), Marruecos (LEKCHIRI, 1996a) e
Italia (SISCARO et al., 1997).

Respecto a Espaiia, en 1995 se importaron
tres parasitoides exoéticos, Semialacher pe-
tiolatus (Girault) (Hym: Eulophidae), Ci-
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trostichus quadristriatus (Subba Rao y Ra-
mamani) (Hym: Eulophidae) y Ageniaspis
citricola Logvinovskaya (Hym: Encyrtidae),
de los que sélo se llegé a soltar A.citricola
(GARCIA MARTI et al., 1997a y b). Este endo-
pariasito, debido a su mayor especificidad,
poliembrionia y preferencia por huevos y
larvas neonatas, estados no atacados por los
parasitoides aut6ctonos, presentaba en un
principio mayores garantias de éxito. Sin
embargo su establecimiento en Espafia,
salvo en las Islas Canarias, no esti resultan-
do satisfactorio: en 1996 se importé sucesi-
vas veces pero a pesar de su recuperacion en
campo no logré pasar el invierno 96-97.

En 1996 también se introdujo en Espafia
el ectopardsito idiobionte Quadrastichus sp.
(Hym: Eulophidae), que presentaba buenas
expectativas de adaptacidn (SISCARO et al.,
1997) y que parasita larvas de segundo y
tercer estadio evolutivo del minador (ARGOV
y ROSSLER, 1996). Este euldfido, que tiene
su origen en el sudeste asiatico, fue encon-
trado en Tailandia, Taiwan y Jap6n (UJIYE y
ADACHI, 1995; UJIYE et al., 1996), siendo
en Tailandia, junto a A.citricola, factor
clave en la mortalidad del minador (MORA-
KOTE y NANTA, 1997). A Espafia fue impor-
tado desde Italia, donde ya habia sido recu-
perado en campo (SISCARO et al., 1997), a
partir de una linea de origen tailandés facili-
tada por investigadores de Israel, donde pa-
rece establecido (ARGOV y ROSSLER, 1996).

El presente trabajo se centra en el estudio
del ciclo evolutivo y de los diferentes para-
metros reproductivos de Quadrastichus sp.,
caracteristicas biolégicas que es necesario
conocer para un mejor aprovechamiento y
aclimatacién del mismo. Ademas se caracte-
rizan los diferentes estados de desarrollo de
este euldfido.

MATERIALES Y METODOS

Los adultos de Quadrastichus sp. y las
hojas de naranjo amargo infestadas con lar-
vas de P. citrella procedieron de la cria
mantenida en el IVIA siguiendo la metodo-

logfa desarrollada por URBANEIA y colabo-
radores (1998).

Todas las experiencias que se describen a
continuacién se realizaron en placas Petri
rellenas de una fina capa de agar al 2%. El
agar consiguié mantener en el interior de las
placas la humedad suficiente para permitir
la conservacién de las hojas de naranjo du-
rante el tiempo que duré la experiencia. Las
placas, selladas con parafilm, se conserva-
ron en una camara de crecimiento a 20°C y
un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas os-
curidad.

Ciclo evolutivo

Se control$ diariamente la evolucién del
parasitoide desde huevo hasta adulto. Para
ello se pusieron, en una placa Petri de 12 cm
de diametro, larvas de tercer estadio de mi-
nador y se introdujeron en la misma hem-
bras de Quadrastichus sp. Al dia siguiente
se controlaron las larvas y se aislaron las
que tenfan huevos del parasitoide en placas
Petri de 6 cm de diametro (Fig. 1).

Los criterios empleados para la evalua-
cién del ciclo evolutivo fueron los siguien-
tes: se considerd dia cero el dfa en que se in-
troducia la hembra para que realizara la
puesta (Fig. 2); dia uno el dia siguiente, en
el que se realizaba el primer control y se
anotaba el nimero de huevos por larva de
minador, aislando cada larva (Fig. 3). Los
dias sucesivos se anotaba la evolucién del
parasitoide, considerdndose el huevo eclo-
sionado cuando se veia la larva neonata del
parasitoide (Fig. 4); a partir de ese momen-
to empezaba el periodo larvario (Fig. 5) que
finalizaba cuando la larva completaba la
expulsién del meconio (Fig. 6). La fase de
prepupa (Fig. 7), debido a su corta duracién
a 20°C, se incluy6 en el periodo de pupa,
que englobaba asf todas las fases de la
misma: blanca, amarilla y de ojos rojos
(Fig. 8), y que finalizaba con la emergencia
del adulto, del que se anoté6 el sexo, facil-
mente distinguible por su claro dimorfismo
sexual (Figs. 9y 10).
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Fig. 1.-Placas Petri de 6 de cm@ con capa de agar al 2%
en las que se observé la evolucién de Quadrastichus sp.

-

Fig. 3.-Huevo de Quadrastichus sp.
junto a la larva de minador. El huevo
es blanco hialino y de aspecto liso.

Fig. 5.-Larva de Quadrastichus sp. alimentindose
de la larva de Phyllocnistis citrella Stainton.
La segmentacion de la larva dpoda se hace més evidente
y el intestino, de color marrén oscuro por los alimentos
ingeridos y no expulsados hasta el final de su desarrollo,
se ve por trasparencia.

Fig. 2.-Hembra de Quadrastichus sp. ovipositando sobre
una larva de tercer estadio de Phyllocnistis citrella Stainton.

Fig. 4.-Larva neonata de Quadrastichus sp. junto
a su huésped. La larva neonata es dpoda, ligeramente
anaranjada y el intestino blanquecino se puede
observar por trasparencia
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Fig. 6.—Quadrastichus sp. en tdltimo estadio
de desarrollo larval. La larva, con segmentos
menos evidentes, engrosa su parte anterior
y expulsa un tnico meconio que queda situado
en la parte posterior de la larva.
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Fig. 9. —Hembra de Quadrastichus sp.

Fig. 8.-Pupas de Quadrastichus sp. en sus diferentes
fases de desarrollo. Son pupas libres, inicialmente blancas
van pigmentdndose al evolucionar, tomando un color miel

con franjas longitudinales negras, cuando el adulto
estd cercano a su emergencia se aprecian los ojos
rojos por trasparencia.

Se analizaron los ciclos evolutivos de 110
adultos de Quadrastichus sp., 55 hembras y
55 machos. La duracién del ciclo se sometié
a andlisis estadisticos para ver si existian di-
ferencias entre sexos. Dado que este cardc-
ter no se ajustd a una distribucién normal se
procedié a comparar medias mediante el test
no paramétrico de Kruskal-Wallis.

Fig. 10.-Macho de Quadrastichus sp.

Supervivencia de adultos

Se observé la supervivencia de adultos de
Quadrastichus sp. con y sin alimentacion.
Para ello se aislaron 50 adultos recién emer-
gidos, 25 hembras y 25 machos en tubos de
ensayo tapados con algodén. EI tubo se man-
tuvo vertical, con la abertura en la parte infe-
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rior, en la cdmara de crecimiento. Para las
pruebas con alimentacién se puso una gota
de miel esparcida sobre la pared del tubo.
Diariamente y hasta su muerte, se controlaba
el estado del adulto y, si era necesario, se re-
ponia la miel. Se descartaba la repeticién si
el adulto moria pegado a la miel. Se utilizé
el test de Kruskal-Wallis para comparar la
longevidad de machos y hembras.

Reproduccién de hembras emparejadas

Se observé la descendencia de 12 hembras
desde el dia de su emergencia hasta el dia de
su muerte. Para ello se aislaron pupas de
Quadrastichus sp. en placas Petri de 6 cm de
didmetro. Una vez emergidos los adultos se
emparejé y se introdujo cada una de las doce
parejas en una placa Petri de 12 cm de dia-
metro. Si el macho moria era sustituido por
otro, de modo que siempre hubiera uno con
la hembra controlada. En las placas se ofre-
cian 10 larvas de tercer estadio de minador
junto con unas gotas de miel para la alimen-
tacién de los adultos (Fig. 11). Las 10 larvas,
que crecian sobre hojas de naranjo amargo,
se seleccionaron teniendo en cuenta que no
hubiera larvas de minador en la otra cara de
la hoja y, cuando fue necesario, se eliminé
las larvas excedentes.

Las larvas se cambiaban diariamente, con-
trolando si estaban parasitadas o presenta-
ban picaduras alimenticias. Las larvas para-
sitadas se aislaron en placas Petri de 6 cm y
se controlé la evolucién del parasitoide
hasta la emergencia del adulto.

Reproduccion de hembras virgenes

Se observé la descendencia de 4 hembras
desde el dia de su emergencia hasta el dia de
su muerte. Para asegurar que las hembras no
habian estado en contacto con un macho se
aislaron pupas de Quadrastichus sp. en pla-
cas Petri de 6 cm de didmetro. Apenas
emergida la hembra adulta se le ofrecian, en
una placa Petri de 12 cm de didmetro, 10

—mmm—e

Fig. 11.-Placas Petri de 12 cm@ con agar al 2% en
las que se introdujeron las parejas de Quadrastichus sp.
junto a 10 larvas de minador y unas gotas de miel
para la prueba de fecundidad.

larvas de tercer estadio de minador seleccio-
nadas como en el caso anterior. Se cambia-
ron diariamente las 10 larvas y se controlé
su parasitismo. Las larvas parasitadas fue-
ron aisladas en placas Petri de 6 cm de di4-
metro donde se control6 la evolucion del pa-
rasitoide hasta la emergencia del adulto.

RESULTADOS Y DISCUSION
Ciclo evolutivo

Como primer resultado se ha obtenido una
caracterizacidn visible en lupa estereoscopi-
ca de los distintos estados evolutivos de
Quadrastichus sp. (Figs. 2-10) El huevo es
blanco hialino y de aspecto liso. La larva
neonata es dpoda, ligeramente anaranjada y
se puede observar el intestino blanquecino
por trasparencia. La segmentacién de la
larva dpoda, a medida que pasa el tiempo, se
hace mds evidente y el intestino, de color
marrén oscuro por los alimentos ingeridos y
no expulsados hasta el dltimo estadio, se
puede ver por trasparencia. La larva en su
iiltimo estadio de desarrollo larval engrosa
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su parte anterior y expulsa un tGnico meco-
nio que queda situado en la parte posterior
de la larva.

La prepupa es blanca y no se aprecian los
apéndices. Las pupas son libres, inicialmente
blancas van pigmentindose progresivamente,
tomando un color miel con franjas longitudi-
nales negras. Cuando el adulto estd cercano a
su emergencia se aprecian los 0jos rojos por
trasparencia. El adulto emerge rompiendo
por su mitad la exuvia. La hembra de Qua-
drastichus sp., con un ovipositor ficilmente
visible, es generalmente de tamafio mayor
que el macho y, al contrario de éste, presenta
el abdomen mas ensanchado que el cuerpo.
El macho tiene las antenas mds pectinadas y
suele ser mds oscuro que la hembra.

Se observo, frente a la homogeneidad en
el tamafio de las hembras, un menor tamaiio
en algunos machos emergidos de larvas de
minador que estaban menos desarrolladas en
el momento de la oviposicién. Este hecho
apoya la teoria, expuesta por UJIYE y ADA-
CHI (1995), de que los machos emergen de
larvas de minador més pequeiias que las
hembras, lo que significa que la hembra
tiende a depositar los huevos fecundados
sobre las larvas mds grandes y los no fecun-
dados sobre las mds pequefias, como ocurre
con otros parasitoides (GODFRAY, 1994).

Se ha observado (Cuadro 1) que la dura-
cién del ciclo evolutivo es significativamen-
te mayor para hembras, radicando esta dife-
rencia en los estados de larva y, sobre todo,
de pupa.

La duracién media del ciclo completo fue
de 18,15 + 0,20 dias para hembras y de
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17,09 + (0,16 dias para machos. Estos datos
contrastan con los hallados en la cria de
Quadrastichus sp. mantenida por SISCARO y
colaboradores (1997), donde a 25°C y 70%
de HR., cada generacién dura tres semanas
aproximadamente, mientras que a esa
misma temperatura, el ciclo evolutivo deter-
minado por ARGOV y ROSSLER (1996) dura
aproximadamente 10 dfas, y en las crias de-
sarrolladas por URBANEIJA y colaboradores
(1998) dos semanas. Ninguno de los tres es-
tudios sefialan diferencias entre machos y
hembras, probablemente debido a que son
datos obtenidos a partir de crias y la poca
diferencia en dfas existente no se puede lle-
gar a apreciar.

Supervivencia de adultos

Los adultos vivieron una media de 2,8 dias
sin alimentacién, mientras que alimentados
con miel alcanzaron una media de 39,3 dias.
No se apreciaron diferencias significativas
entre machos y hembras. La longevidad ob-
tenida es bastante superior a la obtenida por
SISCARO y colaboradores (1997), donde los
adultos alimentados con miel sobrevivieron
10 dfas a 19°C.

Reproduccion de hembras emparejadas

A partir de las doce hembras emparejadas
se obtuvo un total de 340,9 huevos por hem-
bra, con un incremento medio de 6,6 huevos
diarios.

Cuadro 1.-Duracién del ciclo evolutivo de machos y hembras de Quadrastichus sp.
para los diferentes estados de desarrollo

Estado .
Ciclo completo
Huevo Larva Adulto
Macho 1,96 + 0,192 4,29 +(,21* 10,84 + 0,172 17,09 = 0,16?
Hembra 2,22 +0,228 4,62 +0,19° 11,31 £ 0,19 18,15 + 0,20

Valores expresados como la media en dias = el intervalo de confianza al 95%. Dentro de una misma columna, valo-
res seguidos del mismo superindice no difieren significativamente (Kruskal-Wallis).
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Para estudiar la evolucién de la puesta
diaria se calculd la curva de puesta media de
las doce hembras (Fig. 12). Se puede obser-
var que hubo puesta desde el primer dia,
aunque hasta el cuarto no se alcanzé el nivel
medio, que se mantuvo en un rangode 6a 9
huevos diarios hasta el dia 48, momento en
que se produjo un descenso final.

A partir de 687 huevos de los depositados
por las hembras emparejadas se obtuvo una
eclosién del 86,4%, una supervivencia larva-
ria del 74,9% y una supervivencia de pupas
del 97,3%, lo que dio una supervivencia pre-

Huevos
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imaginal del 63,0%. Se observé no obstante
que Quadrastichus sp. es capaz de realizar
puestas muiltiples, de modo que se encontrd
sobre una misma larva de minador de 1 a 5
huevos del parasitoide. La eclosion, asi como
la supervivencia de las larvas derivadas de
estos huevos, variaba considerablemente
(Cuadro 2). Asi, puestas de un solo huevo tu-
vieron un alto porcentaje de eclosiéon y una
supervivencia preimaginal cercana al 100%,
mientras que en puestas de cinco huevos sélo
la mitad de ellos eclosionaron, y llegaron a
pupa menos de la quinta parte. De hecho, son
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Fig. 12.-Evolucién diaria de la puesta de Quadrastichus sp. sobre larvas de tercer estadio de P. citrella a 20°C
y fotoperiodo 16:8 horas luz:oscuridad.

Cuadro 2.-Eclosion de huevos y formacion de pupas de Quadrastichus sp. obtenida, a 20°C
y fotoperiodo 16:8 horas luz:oscuridad, a partir de 687 huevos. Se diferencian puestas
de 1 a 5 huevos por larva deminador

Puestas % ecolosion % pupacion
1 huevo 98,6 97,9
2 huevos 744 48.4
3 huevos 44,7 22,9
4 huevos 40,6 250
5 huevos 52,5 15,0
Total 86,4 74,9
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contadas las ocasiones en las que se encon-
traron dos pupas a partir de un solo huésped,
y nunca se encontré mds de dos por larva de
minador. En muchas ocasiones se observé la
existencia de canibalismo entre larvas del pa-
rasitoide, pero hay que destacar la alta morta-
lidad de huevos que se produjo en las puestas
muiltiples.

Se obtuvo un 15,8 + 16,3 % de hembras
en la descendencia de estas parejas. La baja
proporcién media de hembras acompaiiada
de la gran variabilidad existente entre pro-
genitoras se debe a que sélo 4 de las 12
hembras dieron lugar a hembras y machos
en su descendencia, dando lugar las 8 res-
tantes s6lo a machos. Este hecho indica que
podria existir un problema en el acopla-
miento o en la fecundidad de Quadrastichus
sp., probablemente provocado por la meto-
dologia empleada, a pesar de que la hembra
estuvo desde su emergencia hasta su muerte
acompafiada de un macho. De hecho, la pro-
porcién de sexos es sensiblemente mayor en
las poblaciones existentes dentro de la cria
de Quadrastichus sp. mantenida por URBA-
NEJA y colaboradores (1998): 47,2 + 6,0 %
de hembras y que coincide con la propor-
cién de sexos 0,47 hallada por UJIYE y cola-
boradores (1996).

Se ha obtenido un porcentaje de parasitis-
mo del 54,7 frente al 3% de picaduras ali-
menticias, lo que significa que estas ultimas
representan una baja proporcién, del 5,2%
en la mortalidad total causada por Quadras-
tichus sp. sobre larvas de minador.

Reproduccion de hembras virgenes

Las hembras virgenes pusieron una media
de 2,6 + 0,4 huevos diarios, lo que significé
un total de 132 huevos. De éstos eclosionaron
121 y evolucionaron 101 adultos. Los adultos
eran todos machos. Quadrastichus sp. presen-
ta por lo tanto partenogénesis arrenotoca.

Estas hembras murieron entre los 6 y 23
dias de vida, longevidad superior a la obteni-
da en hembras no alimentadas pero bastante
inferior a la obtenida en las alimentadas con

miel. Este hecho indica que las hembras se
alimentaron de los jugos emergidos de las
larvas por las picaduras realizadas con el
ovipositor, pero que introducir una fuente al-
ternativa de alimentacion parece alargar sen-
siblemente su vida y, posiblemente, su tasa
de oviposicidn, ya que la de las hembras vir-
genes fue muy inferior a la obtenida en hem-
bras emparejadas, aunque esta diferencia po-
dria atribuirse tanto a la disposicién de miel
como a la propia fecundacién. Cabe sefialar
que en ambos casos, hembras virgenes y em-
parejadas, se obtuvieron huevos el primer
dia de ensayo, es decir, el dia de su emergen-
cia, lo que apunta a que las hembras de Qua-
drastichus sp. son preovigénicas.

CONCLUSIONES

El ciclo evolutivo de Quadrastichus sp. a
20 °C y fotoperiodo 16:8 horas luz:oscuri-
dad duré 17,09 = 0,16 dias en machos y
18,15 £ 0,20 dias en hembras. Los adultos,
en estas mismas condiciones y alimentados
con miel, sobrevivieron 39,3 dias.

Quadrastichus sp. presenta partenogéne-
sis arrenotoca y las hembras son preovigéni-
cas. La oviposicién estuvo, a 20°C y fotope-
riodo 16:8 h. L:O, en el rango de 6 a 9 hue-
vos diarios durante el 85% de la vida de las
hembras. La eclosién de huevos y la super-
vivencia de larvas disminuyé al aumentar el
nimero de huevos puesto por larva de mina-
dor, siendo de media 86,4% y 74,9% res-
pectivamente. La supervivencia de inmadu-
ros fue del 63,0%.

Las picaduras alimenticias representaron
una baja proporcién en la mortalidad total
causada por Quadrastichus sp. sobre P.ci-
trella.
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ABSTRACT

LLACER, E.; URBANEIA, A.; JACas, J. y GARRIDO, A., 1998: Ciclo biolégico de Qua-
drastichus sp., parasitoide exético del minador de las hojas de los citricos Phyllocnistis
citrella Stainton, en laboratorio. Bol. San. Veg. Plagas, 24(4): 669-678.

Quadrastichus sp. (Eulophidae) is an idiobiont ectoparasitoid of the citrus leafmi-
ner Phyllocnistis citrella. This species is native of south-east Asia and was introduced
in Spain in 1996. The life story and reproductive parameters of this wasp were studied
under a temperature of 20°C and a photoperiod of 16 hours light. Mean total develop-
ment times were 18.15 + 0.20 and 17.09 + 0.16 days for females and males, respecti-
vely. Both male and female parasitoids lived on average 2.8 days with no food at all
and 39.28 days when fed honey. Egg eclosion was 86.4%; larval survival 74.9% and
pupal survival 97.3%. Egg eclosion and immature survival decreased as the number of
eggs per host deposited increased. This species proved to be arrenotokous and its fema-
les preovigenic. Feeding punctures caused by this species on P.citrella represented
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5.2% of total mortality originated by Quadrastichus sp. on citrus leafminer.

Key words: Phyllocnistis citrella, Quadrastichus sp., biology.
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