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Metodologia de cultivo de Heliothrips haemorrhoidalis (Bouché)
(Thysanoptera: Thripidae) en Viburnum tinus L. y desarrollo a

dos temperaturas

M. REBOREDO Y R. JORDANA

. En.este trabajo se describe una metodologia para la cria de Heliothrips haemorrhoi-
dalis (Thysanoptera: Thripidae) sobre Viburnum tinus L. en laboratorio que permite dis-

‘poner de los distintos estados de desarrollo de la especie, asi como realizar un segui-
‘miento de los individuos de forma sencilla. Ademds, se ha estudiado el desarrollo

postembrionario de esta especie-en hojas de V. finus a 23’y 25 °C. La duracién media, en

(dias, desde la eclosi6n del huevo a la muda a adulto ha sido de 14,64 a 23 °C y de 14,40

a 25 °C, concluyéndose que no se han observado dlfercncnas sngmﬁcatlvas en el desarro-

1lo a esas temperaturas.
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INTRODUCCION

"H. haemorrhoidalis es una especie cos-
mopnllta y polifaga que se encuentia en un
amplio rango de plantas en todos 1os paises
que presentan condiciones favorables para
la espeme (45°N- -40°S), asi como en pobla-
ciones en invernadero. Esta especie origi-
naria de Sudamérica es una de las introdu-
cidas'que mas se han extendido por todo el
mundo y es econémicamente importante
por los dafios que ocasiona en diversos cul-
tivos (MORISON, 1957). En Espaiia su pre-
sencia fue detectada hace tiempo, ocasio-
nando dafios principalmente en citricos,
aguacates y plantas ornamentales (CARNizo,
1932; GOMEz, 1951; TELLO, 1975). Sin em-
bargo, aunque no se.puede considerar una
plaga importante de citricos, los cultivos

de aguacates necesnan tratamlento qu1m1-
co ya que deprecxa sus frutos (LACASA &
LLORENS, 1998). Del mlsmo modo las
plantas de jardin han de ser tratadas ya que
disminuye su valor estético y puede inclu-
so ocasionar la defoliaci6én de los arbustos
ornamentales.

En el laboratorio del Departamento de
Zoologia y Ecologia de la Universidad de
Navarra, se ha realizado la cria de esta espe-
cie con el fin de llevar a cabo una serie de es-
tudios sobre la identificacién bioquimica de
especies plaga.

Los métodos de cultivo a aplicar siempre
dependen del objetivo y envergadura de la
investigacién. En este caso era necesario
emplear una metodologia que nos permitie-
ra mantener poblaciones numerosas, que
conservaran las caracteristicas genéticas
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originales, y se pudiese disponer de un ele-
vado nimero de individuos para los experi-
mentos de laboratorio. También era necesa-
rio establecer lineas procedentes de una
hembra partenogenética con el fin de traba-
jar con su progenie de forma aislada y reali-
zar el seguimiento de los individuos aisla-
dos, hecho que aprovechamos para estudiar
la duracién del desarrollo postembrionario
de esta especie.

Hay cuatro estadios entre el huevo y el
adulto (Fig. 1). Varios dias después de la
puesta, periodo que varia segun la tempera-
tura, se produce la eclosion del huevo que
origina la larva de primer estadio (larva I).
Pocas horas después se produce el cambio
a larva de segundo estadio (larva II). Una
vez completo el desarrollo larvario, la larva
II muda a prepupa, que a su vez se trans-
forma en pupa varias horas después.
Finalmente se produce la muda a adulto.
Inmediatamente después de la muda son de
una tonalidad muy clara, pero progresiva-
mente se produce un oscurecimiento del
cuerpo.

En el presente trabajo se describe la meto-
dologia empleada para la cria de esta espe-
cie. RIVNAY (1935) realiz6 un extenso traba-
jo sobre el efecto de la temperatura en el
desarrollo de esta especie. Segin sus datos el
rango de temperatura de 23 a 25 °C es el
adecuado para su desarrollo. Para comprobar
cual de estas temperaturas ofrecia mejores
resultados, con la nueva metodologia emple-
ada, los cultivos se llevaron a cabo a esas
temperaturas.

MATERIAL Y METODOS
Cultivo de H. haemorrhoidalis

Las poblaciones de H. haemorrhoidalis
empleadas proceden de muestras recogi-
das en Wageningen (Holanda) sobre plan-
tas tropicales de invernadero, Tapada-da-
Ajuda (Lisboa, Portugal) sobre Viburnum
tinus L., La Laguna (Tenerife, Canarias)
sobre castafio, O Grove (Galicia) sobre li-

monero y Elorrio (Vizcaya) sobre V. tinus.
Estas poblaciones se mantuvieron como
poblaciones de reserva en una cdmara de
cultivo acondicionada a 23 + 0,5°C y 16
L: 8 O de fotoperiodo y se establecieron
lineas de descendencia a partir de una
hembra partenogenética. La humedad rela-
tiva en el interior de los recipientes fue a
saturacion.

Mantenimiento de la poblacion de reserva

El mantenimiento de las poblaciones de
reserva se llevé a cabo sobre plantas de V.
tinus (Fig. 2). La planta se aisl6 en una ca-
ja de metacrilato (40x40x40 cm) con un
orificio en la parte frontal cubierto de ma-
lla (60 um @ poro), cerrado con velcro y
una tira adhesiva superpuesta. Esto permite
la aireacién necesaria, a la vez que impide
la salida de los insectos y facilita su mani-
pulacién.

Mantenimiento de lineas aisladas

Se emplearon pequeiios recipientes de
plastico (20x15x7 cm) (Fig. 3), con una ta-
pa perforada en la parte superior cubierta
de malla (60 pm @ de poro) para permitir
la aireacién. Esto es sumamente importan-
te, no s6lo para la supervivencia de la
planta, sino también para evitar, en la me-
dida de lo posible, la condensacién de
agua (en la que insectos de pequefio tama-
fio, como los trips quedan adheridos y
mueren). En estos recipientes se vertia el
agar liquido (0,6% en agua) y, antes de
que gelificase, se inclufa la hoja cortada
con el peciolo inmerso en el gel agar
(BRODEUR y CLOUTIER, 1992). De nuevo,
se emplearon hojas de V. tinus para el cul-
tivo.

Para el buen desarrollo de la experimenta-
cién es muy importante que el compartimen-
to sea estanco, por lo que se sellaban los re-
cipientes con Parafilm® después de cada
manipulacién.
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Fig. 1.—H. haemorrhoidalis sobre V. tinus.
1. Huevo. 2. Larva I (recién eclosionada). 3. Larva II (5 dias).
4. Larva Il (antes de convertirse en prepupa). 5. Prepupa (11 dias). 6. Pupa (10 dias).
7. Pupa (antes de mudar a adulto). 8. Adulto (1 hora después de la muda). 9. Adulto (4 horas después de la muda).
10. Adulto (48 horas después de la muda).
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Fig. 2.—-Hojas de V. finus infectadas por H. haemorrhoidalis.

Cultivo de ejemplares aislados

Para ¢l cultivo de cada cjemplar larvario
aislado se desarrollé el siguiente sistema
(Fig. 4). Los pocillos (2,3 em @y 1,75¢m
de profundidad) de placas de serocultivo
(Cell culture cluster dish, Costar®) se re-
llenaban de agar (2/3), siguiendo el método
ya descrito en ¢l apartado anterior, y se in-

troducia en su interior un disco de hoja ob-

tenido con un sacabocados del diametro
adecuado, colocando ¢l animal en la super-
ficic. Los pocillos sc scllaban.para impedir
la migracion de las larvas uI:ﬂandn unas

arandelas de metacrilato qutnajusmhdn per-.

fectamente al didmetro de’los pocillos y
que a su vez enganchan la malla antes em-
pleada.

Desarrollo de los inmaduros

Para estudiar la duracidn del desarrollo
postembrionario (desde la eclosiéon del hue-
vo a la muda a adulto) sc empled la pobla-
cion de H. haemorrhoidalis procedente de
Wageningen (Holanda). Para este experi-
mento se utilizaron dos métodos de cultivo.
Las hembras procedentes de lincas parteno-

genéticas realizaron la oviposicion sobre
hojas de V. tinus en los recipientes de culti-
vo en hoja entera descritos anteriormente y
las larvas aisladas, obtenidas de las hojas,
se cultivaron en placas de serocultivo. El
cultivo se llevé a cabo ¢n una cdmara acon-
dicionadaa23 £+ 0,5°Cy25+0,5°Cy 16
L: 8 O de fotoperiodo. La humedad relativa
en ¢l mterlm de los recipientes [ue a satura-
eién.:

El seguimiento de los distintos estados
de desarrollo, desde la eclosion del huevo
hasta la muda a adulto (Fig. 1), se realizo
con ayuda de una lupa binocular. Las hem-

‘bras realizaron la puesta en las camaras de

oviposicion. Al cabo de 15 dias aproxima-

~damente comenz6 la cclosion de los hue-

vos, aparcciendo las larvas 1. Se realizaron
observaciones a intervalos de 1-2 horas pa-
ra recoger las larvas recién nacidas que fue-
ron trasladadas a las placas de serocultivo,
donde transcurre el desarrollo larvario. La
duracion del estado larvario se contabiliza
en su conjunto, es decir, desde la eclosion
del huevo a la muda a prepupa, mantenién-
dosc ¢l mismo intervalo de registro, excep-
to durante la noche, periodo en el que no se
realizaron observaciones. A continuacion
se produce la muda a pupa, que linalmente
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muda a adulto. La duracién del estado de

prepupa se obtuvo por diferencia entre los

valores de inicio del estado pupa y final del e

larvario. La duracion del estado de pupa se Duracién del desarrollo de H. haemorrhoidalis
8 i B a distintas temperaturas

obtuvo por diferencia entre ¢l inicio del es-

p - . o . 360
tddo_ adulto y pupa. Esto es asi porque al no 3
realizar observaciones durante la noche no £ 336
se dispone de todos los valores de mudd de z
todos los mdlvnduos g 312
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Desarrollo de los inmaduros A

a dos temperaturas 0 duracién larva  inicio pupa  inicio adulto
: listados de desarrollo

En el Cuadro | se muestran los datos co-

rrespondientes a la estadistica descriptiva —#—23°C ., i r25°G;,

de la duracidn del desarrollo a ambas lem-

peraturas. En la Figura 5 podemos observar

como la duracion del desarrollo postem- cran significativos sc realizé la prueba t con
brionario de esta especie parece acortarse.a los datos obtenidos para cada uno de los es-
medida que aumenta la temperatura. Para tados de desarrollo a ambas temperaturas,
comprobar estadfsticamente si estos datos Asi, se puede inferir que la duracién del es-
Cuadro |.—Estadisticos descriptivos de la duracién del desarrollo
de H. haemorrhoidalis a diferentes temperaturas
Duracidn del Inicio del Inicio del
estado larvario estado pupal estado adulto
o i 23°C 25°C 23°C 25°¢, 23°C 25°C

Media (horas) 268,95 243,93 292,11 282,10 351260 345,60
Error tipico 4,48 2,57 3,63 3,90 2:51 2,65
Desviacién estandar 26,49 18,92 23,77 26,19 17.58 18,94
Varianza de la muestra 702,01 358,00 56547 - 686,14 308,96 358,75

coeficiente de variacion (%) 9,85 7,76 : 8,14 9,29 . 5,00 . 5,48,
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Duracién de los estados a distintas temperaturas

400,

300

200

Duracién del desarrollo (horas)

23°C 25%C
Estados de desarrollo

[ I Adulto M Pupa [ Prepupa Larva—l

Fig. 6—Duracion de los estados de desarrollo
de H. haemorrhoidalis a distintas temepraturas.

tado larvario diferia significativamente a
ambas temperaturas, obteniéndose unos va-
lores de 11 dias y 5 horas a 23 °C y 10 dias
y 3 horas a 25 °C. Sin embargo, el inicio de
los estados de pupa y adulto no difirieron
significativamente con el aumento de tem-
peratura producido (Fig. 6). Podemos con-
cluir que la duracién del desarrollo comple-
to de H. haemorrhoidalis no difiere
significativamente en un rango de tempera-
tura de 23 °C a 25 °C, ya que, aunque la du-
racién del estado larvario disminuye con la
temperatura, esta reduccién se compensa
con una mayor duracién de los estadios
posteriores.

DISCUSION

La cria en masa de cada una de las po-
blaciones de trabajo para disponer perma-
nentemente de un remanente de individuos,
resulté bastante ficil en el caso de H. hae-
morrhoidalis, ya que al igual que otras es-
pecies todo su ciclo bioldgico se lleva a ca-
bo sobre el material vegetal. Aunque es
habitual el cultivo de esta especie sobre li-
mones (NEWBERGER y MCMURTRY, 1992),
después de realizar ensayos, optamos por el
empleo de plantas enteras, que resulta ser
un sustrato mds duradero (recambio bimes-

tral) y adecuado para la proliferacién de la
especie. El hospedador elegido fue la planta
de porte arbustivo V. tinus variedad “Eve
price” por su resistencia, disponibilidad y
bajo coste. Otros candidatos como la aza-
lea, hortensia y geranio fueron descartados
por diversos motivos; debilidad de la plan-
ta, excesiva proliferacion de hongos, o falta
de viabilidad de la especie sobre el geranio,
probablemente debido al uso de insectici-
das en los viveros.

Debido a la naturaleza de los experimen-
tos que requerian el cultivo de lineas gene-
radas a partir de una hembra partenogenéti-
ca se empled el sistema descrito en el
apartado de material y métodos. La elec-
cién de hojas, y no otra parte de la planta,
se debid a la mayor facilidad con que se
manejaban los ejemplares sobre una super-
ficie plana, en un espacio reducido y con-
trolado. Existe un método desarrollado por
Mural y Loomans (LEwis, 1997) que per-
mite realizar el cultivo de trips de forma
eficiente sobre un sustrato artificial y polen.
Sin embargo, el cultivo de H. haemorrhoi-
dalis requiere material vegetal fresco para
su viabilidad. El empleo de hojas de V. ti-
nus vino condicionado por el tamafio foliar
(mayor superficie de cultivo), ademds de
por su persistencia, dado el largo periodo
de desarrollo del insecto. Se consideraron
varias opciones en cuanto al material sobre
el que cultivar, entre las que figuraron: alu-
bia, hortensia, limonero, magnolia, rosa y
Viburnum davidii Franch. Aunque, esta ul-
tima ofrecié excelentes resultados no pudo
ser seleccionada finalmente, debido a su es-
casa comercializacion en la zona.

El seguimiento diario de la progenie re-
sultante de una hembra partenogenética re-
queria el aislamiento de cada una de las
larvas a medida que los huevos eclosiona-
ban. Los recipientes de oviposici6n e incu-
bacién empleados resultaban demasiado
grandes. Las placas de serocultivo ahorran
espacio de almacenaje en la cdmara, dismi-
nuyen el coste y esfuerzo de la investiga-
cién, y aportan un microhébitat de dimen-
siones 6ptimas de observacidn respecto al
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tamafio de la larva. Debido a la reducida
cantidad de agar, era preciso cambiar los
individuos a un nuevo pocillo al cabo de
una semana.

Como existe un trabajo realizado al res-
pecto contrastamos los datos obtenidos con
los publicados por RivNAY (1935). Segiin
este autor la duracién del desarrollo postem-
brionario de esta especie se acorta a medida
que aumenta la temperatura. Segin sus da-
tos la muda a adulto se retrasa 3 dias en los
individuos cultivados a 23 °C, respecto a los
cultivados a 25 °C. Esto difiere de los resul-
tados obtenidos en el presente trabajo pero
como la metodologia de cultivo es muy di-
ferente, los datos no son ficilmente compa-
rables.

Es dificil explicar los motivos de las dife-
rencias de la duracién del estado de prepupa
a diferentes temperaturas encontradas con
los datos que se tienen. Hubiera sido nece-
sario medir el titulo de las respectivas hor-
monas, la hormona juvenil y la hormona de
la glandula protoricica, para arrojar algo de
luz sobre este inesperado resultado. RIVNAY
no aporta datos sobre la duracién del estado
de prepupa ya que considera el estado pupal
en su conjunto, por lo que no es posible rea-
lizar alguna comparacién con los datos pre-
sentes.

ABSTRACT

Concluimos que el sistema de cultivo pre-
sentado es (til, de bajo coste y permite el se-
guimiento individual.
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In this work a rearing method for H. haemorrhoidalis (Thysanoptera: Thripidae) in
Viburnum tinus L. under laboratory conditions is described. This method would allow a
continuous availability of larvae, pupae and adults and an easy follow-up of individuals.
Besides, the postembryonic development of this specie was studied at 23 and 25 °C. The
mean development time, in days, from hatched larvae to adult was of 14,64 at 23 °C and
of 14,40 at 25 °C. In conclusion, no significant difference on development at these tem-

peratures was observed.

Key words: Heliothrips haemorrhoidalis, rearing, laboratory, development, tempe-

rature, Viburnum tinus.
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