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INTRODUCCION

En el marco del programa de
investigacién sobre el minador de
hojas de citricos impulsado por la
Conselleria de Agricultura de la
Generalitat Valenciana y en el que
trabajan de forma coordinada diver-
sos centros de experimentacién e
investigacion como el Instituto
Valenciano  de  Investigaciones
Agrarias (IVIA), el Servicio de
Sanidad y Certificaciéon  Vegetal
(SSCV) y la Universidad Politécnica
de Valencia (UPV), ocupa un lugar
central y prioritario el proyecto de
mejora del control biolégico del
minador mediante introduccién de
enemigos naturales desde otros pai-
ses.

Dicho trabajo consta de varias
etapas como la importacién de los
enemigos naturales, su mantenimien-
fo en insectario, su cria masiva y libe-
racién en campo, y por Ultimo obser-
vaciones sobre su aclimatacién, esta-
blecimiento y dispersién.
Recientemente se ha expuesto en una
publicacién el proceso de cria masiva
realizado en tres centros de la
Comunidad Valenciana (Serrano et

al, 1996). En este trabajo pretende-

mos exponer las primeras observa-
ciones realizadas durante 1996 en
relacién a la aclimatacién, estableci-
miento y dispersién de los agentes de
control biolégico introducidos. Son
datos iniciales del primer afo que
deben considerarse como provisiona-
les en relacién con el éxito futuro de
las especies de parasitoides. Ademas
el proceso de introduccién no ha con-
cluido sino que se va a continuar
varios anos més, tanto aumentando
la cantidad de insectos liberados,
como introduciendo nuevas especies
que puedan considerarse de interés.

IMPORTACION  DE
NATURALES

ENEMIGOS

la importacién de enemigos
naturales se ha realizado basicamen-
te por dos procedimientos, recogién-
dolos en ofros paises donde se crian
en insectario o se encuentran en el
campo y trayéndolos personalmente,
o bien solicitando a otros paises envi-
os por correo de especimenes que se
encuentran en sus insectarios. Entre
los afos 1995 y 1996 se han reali-
zado estas importaciones en 7 oca-
siones, introduciendo en cada caso
una o més especies de parasitoides

Tabla 1. Importaciones de parasitoides del minador de hojas de citricos reali-
zadas a Espana desde otros paises en los afos 1995 y 1996.

FECHA ESPECIE PROCEDENCIA | CRIADO | SOLTADO | RECUPERADO |
marzo 95 Ageniaspis citricola (TL) __|Australia sl si | NO
Cirrospilus ingenuus s NO | NO

mayo 95 ~ |Ageniaspis citricola (TL) __|lsrael sl . NO
Cirrospilus ingenuus st | NO NO
enero96 | Ageniaspis citricola (TL) __|Florida sl | No NO
febrero96  |Ageniaspis citricola (TL) _ |Marruecos st | s sl
marzo 96 Agenii ,T?I;icolo (71.) Israel sl st sl
junio 96 Ageniaspis citricola (TW) __|Florida si si sl

ptiembre 96 |Quadrastichus sp. Italia 8 sl si |

O  Universitat Politécnica de Valéncia

Servicio de Sanidad y Certificacion Vegetal en Almassora (Castellon)
Servicio de Sanidad y Certificacion Vegetal en Silla (Valencia)
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(tabla 1). El lugar de origen ha sido
generalmente ofros paises donde se
estd trabajando también en el mismo
tema, y a su vez estos paises han
obtenido la linea original de varias
zonas del sudeste asidtico, especial-
mente Tailandia. Dicho proceso conti-
nuard en el futuro. A su vez desde los
insectarios espanoles se han realiza-
do envios en varias ocasiones a insec-
tarios de ofros paises.

Quizas la importacién que mas
éxito ha tenido ha sido la resultante de
una visita realizada a primeros de
marzo de 1996 a un insectario cerca-
no a Rabat (Marruecos). La linea de
Ageniaspis citricola obtenida de alli
(procedente a su vez de Tailandia via
Florida) permitié el establecimiento de
crias continuas y abundantes en los
fres centros que llevaron a cabo la

mayor parte de las sueltas realizadas
en 1996.

INSECTOS CRIADOS Y SOLTADOS
EN CAMPO

Entre los tres centros valencia-
nos destinados a la multiplicacion
masiva se han criado en 1996 unos
200.000 individuos correspondientes
a tres tipos, dos razas distintas de
Ageniaspis citricola, una originaria
de Tailandia y ofra de Taiwan, y
Quadrastichus sp. La razén de intro-
ducir dos razas de A. citricola es que
sospechamos que la raza de
Tailandia esté més adaptada al clima
homedo tropical tipico de aquella
zona, mientras que la de Taiwan pro-
cede de una zona de clima mas simi-
lar al nuestro mediterraneo y supone-
mos que puede sobrevivir mejor en
condiciones de sequedad. En cual-
quier caso el aspecto externo de los
insectos de las dos razas es idéntico.

De los tres insectos se han libe-
rado en campo unos 150.000 indivi-

duos y el resto se ha destinado al rei-

nicio de nuevas crias o al manteni-
miento de las colonias. La mayor
parte de las sueltas corresponden a la
raza de Ageniaspis citricola proce-
dente de Tailandia. De la raza de
Taiwan se han soltado unos 10.000 y
de Quadrastichus unos 5.000 especi-

menes.

Se han tenido en cuenta varios
aspectos para maximizar las posibili-
dades de éxito de las sueltas en
campo. Las poblaciones de insectos
introducidos deben liberarse en par-
celas donde no se redlicen aplicacio-
nes de plaguicidas. Hemos procurado
que los adultos liberados encuentren
estadios sensibles del hospedante en
el momento de la liberacién (huevos y
L1 en el caso de A.citricola, y L2 y L3
en el caso de Quadrastichus sp.). Se
considera también que es més ade-
cuado realizar liberaciones consecuti-
vas en los mismos lugares que liberar
pocos insectos en muchos sitios ya
que de la primera forma es mas facil
alcanzar un ntmero minimo de insec-
tos para asegu-
rar la presencia
de ambos sexos
y reducir el efec-

Se han empleado tres procedi-
mientos para la liberacién en campo,
el envio de adultos en recipientes de
cristal o pléstico, el envio de hojas o
brotes de citricos con minador parasi-
tado en bolsas de plastico o el trans-
porte de plantones de citricos en
macetas que se sitban debajo de los
arboles. El dltimo procedimiento es el
més seguro pero los dos primeros son
mas adecuados para envios a zonas
distantes por correo y pueden dar
buen resultado si se realizan con
rapidez.

Los parasitoides han sido libera-
dos en casi todas las zonas espafiolas
productoras de citricos (tabla 2). En la
Comunidad Valenciana la liberacién
se ha realizado en unos 100 puntos
de suelta repartidos por las principa-
les comarcas citricolas y ha sido rea-
lizada por técnicos e investigadores
del programa en colaboracién con
técnicos de cooperativas (ATRIAS y
ADV) o empresas privadas.

Tabla 2. Ndmero de parasitoides exéticos del minador de
hojas de citricos liberados en distintas provincias espaiio-

to de la disper- aen 1595,

e j:s'“mg::: PROVINCIA | NUMERO |RECUPERADO

dos. No existe INSECToS

Fcl>rmfn de eshrt\o‘l_' Valencia 65.000 Si

e “;’"‘em "f:"f_ Castellon 50.000 Sl

E:s egpa[iukyselzr Alicante 12.000 Sl

para lograr el -?::g:.lafe g(z)gg S|

establecimiento Malaga 2.500

ol —
h ; Ibiza 2.000

;I“° ex':'eélypeLT Tarragona 1.600 SI
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fracaso en la Almeria 1.200

introduccioén : '

(DeBach y Bart- 2evilia L
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Foto 1. El método més seguro de suelta de parasitoides del
minador es el de colocacién de los plantones donde se ha
criado debajo de los arboles. También se ha utilizado la colo-
cacién de bolsas abiertas conteniendo hojas con pupas de
los parasitoides, o sueltas directas de adultos.
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Foto 2. la existencia del parasitoide introducido
Ageniaspis de una parcela se detecta al observar varias
pequeiias pupas de color marrén alineadas (generalmente
dos o fres) en el interior de la cémara ninfal del minador.

Foto 3. La pupa del parasitoide exético Quadrastichus se
puede distinguir de la de ofros parasitoides nativos por su
color anaranjado.

Figura 2. Dispersion del parasitoide introducido
Ageniaspis citricola desde una parcela de suelta (en color
verde) en la huerta de Godella (Valencia) a parcelas de
citfricos vecinas. Se han marcado en rojo las parcelas
donde se enconiré el parésito y en azul aquellas donde se
buscé y no se encontré. El método de bisqueda ha sido
abrir y observar 100 camaras pupales. Los circulos repre-
sentan 100 y 200 meiros de radio. La suelta se realizé en
julio de 1996 y la bisqueda en octubre del mismo aiio.




PROCESO DE COLONIZACION

Existen varias formas de eva-
luar la eficacia de las sueltas. A largo
plazo el éxito del programa se debe
medir por la capacidad de los insec-
tos introducidos de reducir de forma
sustancial la poblacién de la plaga.
Para ello debe cuantificarse la ding-
mica poblacional del minador y com-
pararla con la existente antes de las
introducciones. Para observar dicha
reduccién se requiere un tiempo, de
forma que la poblacién del enemigo
natural introducido fenga tiempo de
multiplicarse, dispersarse y adaptar-
se a las condiciones de la zona a fin
de alcanzar un nivel poblacional tal
que pueda influir en la dindmica
poblacional de la plaga. El tiempo
requerido para ello puede ser apro-
ximadamente de uno a tres afios.

A corfo plazo se pueden tener
datos sobre el funcionamiento de las
introducciones observando otros
aspectos como la supervivencia de los
insectos introducidos en el campo
durante una o varias generaciones,

su establecimiento durante al menos
un periodo de un afo desde el
momento en que se han hecho las 0lti-
mas sueltas, su capacidad de disper-
sion desde los puntos de suelta o los
niveles de parasitismo que produce
sobre la poblacién de plaga.

En 80 de las parcelas de suelta
de la Comunidad Valenciana se han
realizado uno o varios muestreos des-
pués de la liberacion de enemigos
naturales para comprobar si se recu-
peraban y mantenian sus poblacio-
nes. De ellos hemos observado la pre-
sencia de parasitoides en algin
muestreo en 60 casos, lo que repre-
senta una proporcién bastante eleva-
da de las muestras observadas. En
muchas de estas parcelas los parasi-
toides se encontraron en campo ape-
nas un mes después de las sueltas. En
algunas de estas parcelas se realiza-
ron muestreos a intervalos regulares y
se observé que en general los parasi-
toides se mantenian con el tiempo
durante varias generaciones de su
hospedante.

Figura 1. Evolucién del nivel de parasitismo sobre el minador de hojas de citri-
cos por el parasitoide introducido Ageniaspis citricola en siete parcelas de citri-
cos donde se realizaron sueltas enire junio y julio de 1996. En la parcela Simat
2 se liberé la linea procedente de Taiwan, y en las restantes la procedente de
Tailandia. La linea gruesa de trazos representa la evolucién media de todas las

parcelas.
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Se observaron también recupe-
raciones de parasitoides en
Tarragona y las islas de Tenerife y
Gran Canaria. En esta Gltima se ha
podido observar ya en marzo de
1997 que el parasitoide Ageniaspis
citricola ha sobrevivido al invierno en
aquella zona. En ofras zonas de
Espafia sin embargo no se ha podido
conseguir la recuperacién de A. citri-
cola a pesar de que en algunos casos
el nimero de insectos liberado fue
bastante elevado. En Alicante no se
recuperaron insectos en la mayoria
de las parcelas de suelta y sélo se
consiguié en algunas de la zona
norte de la provincia. También resul-
taron negativas varias liberaciones
realizadas en Murcia, Malaga,
Huelva, Mallorca, Ibiza o Almeria.

NIVELES DE PARASITISMO ENCON-
TRADOS

El procedimiento para cuantificar
el nivel de parasitismo producido por
el parasitoide Ageniaspis citricola
sobre las poblaciones del minador de
hojas de citricos ha sido el de abrir
cémaras pupales cerradas de éste y
comprobar la existencia en su inferior
bien de la pupa del minador, bien de
pupas del parasitoide en nimero de
dos a tres en cada cémara ninfal.
Como ejemplo hemos representado
datos del nivel de parasitismo en
varias parcelas que se han muestreado
a infervalos regulares después de las
liberaciones repetidas de Ageniaspis
realizadas en los meses de junio y julio
de 1996 (figura 1). Encontramos situa-
ciones muy variables desde parcelas
en las que inicialmente aumenta y pos-
teriormente se mantiene a niveles muy
bajos (caso de Tavernes de la
Valldigna) hasta parcelas en las que
crece répidamente y se mantiene a
niveles cercanos al 100% durante el
verano y oftoiio (caso de Quartell),
pasando por situaciones intermedias
(casos de Simat o Catadau).
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Hay que destacar en este segui-
miento dos aspectos positivos. En pri-
mer lugar el parasitoide Ageniaspis
se mantiene aunque parasite a niveles
muy bajos y en segundo lugar el
parasitismo medio global de las siete
parcelas de la figura aumenta pro-
gresivamente desde un 20% inicial
hasta cerca del 60% al final de los
muestreos en el mes de noviembre.

EXPANSION DESDE LOS PUNTOS DE
SUELTA

Se han realizado también mues-
treos a cierta distancia de los puntos
iniciales de suelta a fin de comprobar
si el parasitoide no sélo se mantenia
sino también era capaz de dispersar-
se y establecerse en parcelas cerca-
nas. La distancia a la que se muestre-
aba se ha ido incrementando a medi-
da que lo hemos ido encontrando.
Hemos podido comprobar que en la
mayoria de los puntos de suelta en
que se recuperé se ha producido su
dispersién hasta unos 100 metros de
distancia. En la tercera parte de los
casos se ha dispersado hasta 300
metros del punto inicial. La dispersién
a distancias mayores ha sido menos
comin: en cuatro parcelas se ha
encontrado a 1000 metros y en dos
3000 metros del punto de suelta. De
nuevo consideramos que se trata de
una observaci¢n muy positiva respec-
to a las posibilidades del Ageniaspis
citricola como agente del control bio-
légico del minador en nuestros citri-
cos. En la figura 2 (ver pag. 134) se
muestra un ejemplo tipico del proceso
de expansién observado desde un
punto de suelta en una parcela de
Godella (cercana a la ciudad de
Valencia) en la que el parasitoide se
dispersé en 3 meses a las parcelas
vecinas en un radio comprendido
entre 100 y 200 metros.

Estos resultados se refieren fun-
damentalmente a la linea de

Ageniaspis citricola procedente de
Tailandia. El comportamiento de las
sueltas de la linea de esta especie
procedente de Taiwan parece ser
similar en las pocas parcelas donde
se ha liberado. En cuanto al
Quadrastichus sp. se iniciaron las
sveltas en octubre y sélo en algon
caso dio tiempo a confirmar la recu-
peracién en la zona de Castellén.

OBSERVACIONES EN OTROS PAISES

Programas de control biolégico
por importacién de enemigos natura-
les se estan aplicando de forma simi-
lar al nuestro en ofros paises donde el
minador se ha introducido y constitu-
ye una grave plaga desde principios
de los afos 90. En Australia
Ageniaspis citricola se establecié con
facilidad en 1992-93 en la zona de
clima tropical, mientras que en la
zona de clima mediterrdneo no se
consiguié establecerlo a pesar de
algunas recuperaciones iniciales
(Smith y Beattie, 1996). En Florida,
donde el clima es tropical, se libero
Ageniaspis citricola en 1994 (Knapp
et al, 1995) y ese mismo afo se
observaron recuperaciones en la
mayoria de las parcelas de suelta. Al
afo siguiente y en 1996 se observé la
multiplicacién y dispersién del insecto
por toda la zona citricola de forma
que en la actualidad se considera que
estd presente en todos los huertos. Sus
tasas de parasitismo son variables
pero a menudo superan el 60% y en
muchos lugares alcanzan el 100%. Se
han observado ya al final de 1996
reducciones importantes de las pobla-
ciones del minador en muchas zonas
como consecuencia aparentemente
del parasitoide (Hoy et al, 1996;
M.Hoy, comunicacién personal,
1997).

En la zona mediterrénea el pri-
mer pais que importé parasitoides fue
Israel. Entre 1994 y 1995 introduje-

ron hasta seis especies distintas y con-
siguieron la recuperacién en campo y
el establecimiento temporal de cuatro
de ellas. Las observaciones realiza-
das en campo en 1996 indican que la
importancia de las especies por su
recuperacién y nivel de parasitismo
es, de mayor a menor, Cirrospilus
ingenuus, Semielacher petiolatus,
Quadrastichus sp. y Ageniaspis citri-
cola. Esta ltima se ha recuperado en
muy pocas parcelas y con bajos nive-
les de parasitismo. Ademds, en la
zona norte del pais, la primera donde
aparecié el minador y donde se rea-
lizaron las introducciones, empiezan
a observarse menores poblaciones de
la plaga posiblemente como conse-
cvencia de la accién combinada de
los parésitos autéctonos y los introdu-
cidos (Y. Rossler, comunicacién perso-
nal, 1996; 1997). En Siria introduje-
ron Ageniaspis citricola en 1995 y
observaron su recuperacién durante
ese mismo afio en fodas las parcelas
donde se solté. Sin embargo en 1996
sus poblaciones han sido muy bajas y
practicamente ha desaparecido. En
1996 han introducido ofras especies
y Semielacher petiolatus es la que
muestra mayor actividad en campo
(Al Movie, comunicacién personal,
1997). En Marruecos se han realiza-
do sueltas de Ageniaspis citricola en
1996, recuperéndolo con facilidad
en la zona norte pero sin éxito en la
zona sur mas cdlida (R. Abdelhak,
comunicacién personal, 1997). En
ltalia han observado recuperaciones
de Quadrastichus sp. introducido en
1996 (G. Siscaro, comunicacién per-
sonal, 1997). Sabemos que han rea-
lizado también introducciones de
A citricola en ofros paises del medite-
rréneo como Siria, Turquia y Tinez,
con evidencia de recuperaciones pero
sin més datos.
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DISCUSION

El proceso seguido en el pro-
grama del control del minador de
hojas de citricos se enmarca en lo que
se denomina tradicionalmente en la
literatura como “Control Biolégico
Clésico” que se puede definir como la
importacién de un enemigo natural
en una zona donde una especie exé-
tica se ha convertido en plaga al esta-
blecerse sin su complejo de enemigos
naturales odcptados y en ausencia de
enemigos naturales locales eficaces.

El control biolégico clésico tiene
como eje la colonizacién de una
especie o grupo de especies. El obje-
tivo fundamental de la colonizacién
es conseguir el establecimiento per-
manente de las especies importadas
en la zona. Sin embargo el objetivo
del programa del control biolégico no
es Onicamente el establecimiento per-
manente sino sobre todo que el ene-
migo natural consiga reducir la
poblacién de plaga a niveles tales
que no cause dafios econdémicos al
cultivo.

Tenemos por tanto dos procesos
evaluables, el de la colonizacién y el
de la reduccién de la poblacién de la
plaga. A su vez la colonizacién pre-
senta una serie de efapas, la recupe-
racién, el establecimiento temporal y
el establecimiento permanente.

La recuperacién se detecta
muestreando un tiempo después de
las liberaciones a fin de comprobar
que el insecto ha desarrollado al
menos una generacién en el campo.
Si se observan recuperaciones sucesi-
vas podemos considerar que se ha
conseguido el establecimiento pero es
un establecimiento provisional. Segin
Van Driesche y Bellows (1996) una
poblacién se considera establecida
provisionalmente cuando se observan
individuos reproductivos del enemigo

natural un afio después de la libera-
cién. El parasitoide ha de sobrevivir
durante varios afios a fin de demos-
trar que es capaz de tolerar no sélo
las condiciones climdticas habituales
sino exiremos excepcionales de
clima. Se considera por ello que se
requieren al menos tres afios antes de
dar un establecimiento como perma-
nente (DeBach y Bartlett, 1975).
Segin lo anterior el proceso de intro-
duccién de enemigos naturales para
el control del minador de hojas de
citricos en nuestro pais puede consi-
derarse satisfactorio con Ageniaspis
citricola ya que se ha superado con
éxito la etapa de recuperacién que es
el primer paso del proceso de coloni-
zacién, aunque habré que esperar a
mediados del afio 97 para poder
considerar que se ha alcanzado el
establecimiento provisional y hasta
dentro de dos o tres afios no podre-
mos dar el establecimiento de este
parasitoide como definitivo.

Ademés de la colonizacién
existe ofro aspecto del proceso que es
evaluable y es el de mayor interés
desde el punto de vista econémico.
Consiste en la reduccién de la pobla-
cién de plaga a niveles que no causen
dafio econémico al culfivo como con-
secuencia de la accién del parésito.
El grado de supresién de la plaga por
parte del enemigo natural se puede
cuantificar a partir de muestreos de
las poblaciones antes y después de
las sueltas. Observaciones realizadas
de diversos casos de control biolégico
con éxito referenciados en la literatu-
ra indican que el grado de reduccién
de plaga requerido para considerar
un éxito en control varia en funcién
del umbral econémico de la plaga
pero en general ha de ser elevado,
dividiendo por 100 a 1000 veces la
densidad poblacional del fitéfago
antes de la introduccién (Van
Driesche y Bellows, 1996). No existz

un protocolo concreto para la cuanti-
ficacién del impacto de los enemigos
naturales en programas de control
biolégico clésico y la mayoria de
estudios cuantitativo se realizan
midiendo la densidad poblacional
durante una serie de afios antes y
después de la introduccién, aunque
recientemente se han llevado también
a cabo estudios detallados de cam-
bios poblacionales en el mismo afo
de las sueltas y cambios en la estruc-
tura de edad de las poblaciones
inmediatamente después de las intro-

ducciones (Jervis y Kidd, 1996).

El tiempo requerido para que se
empiecen a observar descensos de
poblacion de plaga es variable y
hace falta que el parasitoide, una vez
establecido, se difunda por toda la
zona citricola y alcance niveles
poblacionales suficientes para reducir
la poblacién de la plaga, lo que
requerird el paso de varias genera-
ciones de ésta. Dada la gran movili-
dad del minador, puesta de manifies-
to en el rapidisimo proceso de disper-
sidbn que se observd el afio de su
introduccién, suponemos que las par-
celas se reinfestan con poblaciones
de plaga que pueden proceder de
zonas bastantes alejadas, posible-
mente de varios kilémetros de distan-
cia, por lo que el parasitoide ha de
estar establecido en una cnmp|ic zona
a fin de que empiece a apreciarse su
efecto de reduccién de la poblacién
del minador.

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta la experien-
cia de ofros paises que ponen de
manifiesto la importancia de las con-
diciones climdticas de la zona para el
establecimiento de los parasitoides, y
el comportamiento de las introduccio-
nes en nuestro pais en este primer
afio del proyecto, con provincias o
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zonas en las que se ha recuperado A.
citricola con éxito y otras en las que
no se ha conseguido la recuperacién,
no podemos estar seguros de que
A.cifricola vaya a funcionar bien en
los citricos espafioles y en caso de
que se establezca si lo haré en todas
las zonas citricolas o sélo en algunos
lugares menos secos. Por ello durante
1997 el programa de control biolégi-
co en nuestro pais abordaré la conti-
nuacién de la difusién de A. citricola
y de ofra especie cuyas sueltas inicia-
mos ya a finales del 94,
Quadrastichus sp. Procederemos tam-
bién a la importacién de alguna
especie mas. El proceso de introduc-
cién y difusién se redlizara tanto a

partir de individuos criados en los
insectarios como a partir de brotes
recogidos de parcelas donde ya se
han establecido poblaciones impor-
tantes de dichos parasitoides.
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