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Resumen 

 

La mosca mediterránea de la fruta Ceratitis capitata (Wiedemann) es una de las 

plagas más importantes en la fruticultura mundial. En España, por su gran 

repercusión económica, se le considera como una de las plagas más graves de los 

cítricos. Tradicionalmente el control de esta especie se ha basado en la aplicación de 

tratamientos químicos. Sin embargo, la repercusión medio ambiental de los 

plaguicidas, sus efectos secundarios tanto sobre la fauna útil presente en el cultivo 

como sobre la salud humana, y los elevados costes de cultivo que suponen, han 

llevado a la búsqueda de nuevas alternativas para la gestión de esta plaga. En este 

contexto, el control biológico aparece como una herramienta muy poco explotada 

para esta plaga. Tanto las larvas de tercer estadio como las pupas y los adultos 

recién emergidos pueden darse en el suelo de los cítricos. Por esta razón, en la 

presente tesis se ha estudiado en profundidad la importancia de los depredadores 

polífagos que habitan el suelo de los cítricos y su influencia sobre C. capitata. 

Se ha establecido que el suelo del agroecosistema cítricos alberga un rico y 

abundante complejo de depredadores polífagos. De hecho, en tres años de 

muestreos se capturaron 17.526 especímenes adultos de artrópodos depredadores, 

agrupados en 110 especies diferentes. Los grupos más importantes fueron el orden 

Araneae, con 52 especies encontradas y el 29,2% del total de capturas, las familias 

Staphylinidae y Carabidae del orden Coleoptera, con 34 y 19 especies encontradas y 

el 40% y 14,1% del total de capturas respectivamente, y el orden Dermaptera, con 4 

especies diferentes y el 14,4% del total de capturas. Todos estos grupos de 

depredadores, así como las especies más representativas de cada uno de ellos, 

mostraron patrones fenológicos distintos, de manera que en cualquier momento del 

año se encontró actividad de alguno de los representantes de este complejo. 

Además, se observó influencia de la gestión de la cubierta vegetal en la abundancia 

de estos depredadores. En las parcelas donde existía una cubierta vegetal, 

espontánea o cultivada, se obtuvo una mayor abundancia de depredadores 

polífagos.  

En laboratorio, los tres depredadores más abundantes, la araña Pardosa cribata 

Simon, el carábido Pseudoophonus rufipes (De Geer) y el dermáptero Forficula 

auricularia L., utilizaron como presa alguno de los tres estados de desarrollo de C. 

capitata que se pueden encontrar en el suelo. Tras obtener las curvas de respuesta 

funcional frente a estos estados de desarrollo, se comprobó que cada uno de estos 

depredadores mostraba preferencias y eficiencias distintas en la depredación por 
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dichos estados de desarrollo. De este modo, P. rufipes fue la especie más eficaz 

depredando a C. capitata mientras que F. auricularia fue la que mostró parámetros 

de depredación más bajos. Pseudoophonus rufipes utilizó como presa preferencial el 

estado de pupa, con un índice de ataque y un tiempo de manejo estimados de 3,07 

d
-1

 y 0,048 d respectivamente, P. cribata utilizó los adultos recién emergidos, con un 

índice de ataque de 0,771 d
-1

 y un tiempo de manejo de 0,051 d, mientras que F. 

auricularia, se mostró más eficiente depredando larvas de tercer estadío, con un 

índice de ataque de 0,296 d
-1

 y un tiempo de manejo de 0,065 d. 

Los resultados de eficiencia depredadora obtenidos en laboratorio no pueden ser 

extrapolados directamente a condiciones de campo. Por esta razón, se diseñaron 

dos marcadores moleculares específicos de C. capitata con los que fue posible 

detectar la presencia de su ADN, mediante PCR, en el tracto digestivo de 

especímenes de P. cribata y P. rufipes recogidos directamente de parcelas 

comerciales. Con este estudio se comprobó que en condiciones de campo tanto P. 

cribata como P. rufipes utilizaban como presa C. capitata, aunque el porcentaje de 

individuos que dieron positivo fue menor en P. cribata (5%) que en P. rufipes (23%). 

Como alternativa a las técnicas moleculares, también se han desarrollado 

anticuerpos específicos de C. capitata, que permitirán abordar una evaluación a gran 

escala de la actividad depredadora frente a esta plaga, del complejo de 

depredadores generalistas en cítricos. Por primera vez se han seleccionado varios 

anticuerpos recombinantes monoclonales altamente específicos frente a C. capitata. 

De hecho, con alguno de los anticuerpos seleccionados, mediante análisis ELISA, se 

obtuvo una señal hasta 7 veces más intensa con un extracto de proteína soluble de 

C. capitata que con otro de Drosophila melanogaster. Además, la lectura de 

absorbancia fue similar a la del control negativo con extractos de P. cribata y 

Sesamia nonagrioides. La eficiencia de estos anticuerpos deberá evaluarse más 

exhaustivamente, para así poder determinar su aplicabilidad en futuros estudios con 

este tipo de depredadores. 

Dada la importancia que puede llegar a tener este conjunto de enemigos naturales 

en la gestión de C. capitata, sería necesario continuar profundizando en su 

conocimiento de manera que, en un futuro, puedan ser incluidos en las estrategias 

de conservación en el agroecosistema cítricos. 
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La mosca mediterrània de la fruita Ceratitis capitata (Wiedemann) és una de les 

plagues més importants de la fructicultura mundial. A Espanya, per la seua important 

repercussió econòmica, és considerada una de les plagues més greus dels cítrics. 

Tradicionalment, el control d’aquest fitòfag s’ha basat en la aplicació de tractaments 

químics. Tanmateix, la repercussió mediambiental dels pesticides, els seus efectes 

secundaris sobre la fauna útil del cultiu i la salut humana, i els elevats costs de cultiu 

que comporten, han suposat la recerca de noves alternatives per a la gestió 

d’aquesta plaga. Dins d’aquest context, el control biològic es mostra com una 

ferramenta encara sense explotar en aquesta plaga. Tant les larves de tercer estadi, 

com les pupes i els adults que acaben d’emergir es troben al sòl dels horts de cítrics. 

Per aquesta raó, en la present tesi s’ha estudiat en profunditat la importància dels 

depredadors polífags que habiten el sòl dels cítrics i la seua influència sobre C. 

capitata. 

En primer lloc es va comprovar que el sòl de l‘agroecosistema cítrics allotja un ric i 

abundant complex de depredadors polífags. De fet, en tres anys de mostratge es 

capturaren 17.526 espècimens adults d’artròpodes depredadors, agrupats en 110 

espècies diferents. Els grups de major rellevància van ser l’ordre Araneae, amb 52 

espècies trobades i el 29,2% de totes les captures, les famílies Staphylinidae i 

Carabidae de l’ordre Coleoptera, amb 34 i 19 espècies trobades i el 40% i 14,1% de 

totes les captures respectivament, i l’ordre Dermaptera, amb 4 espècies diferents i el 

14,4% del total de captures. Tots els grups de depredadors, així com les espècies 

mes representatives de cadascun d’ells, mostraren uns patrons fenològics diferents, 

de manera que en qualsevol moment de l'any es va trobar activitat d’algun dels 

representants d’aquest complex. A més a més, es va observar una influència de la 

gestió de la coberta vegetal en l’abundància d’aquestos depredadors. En les 

parcel.les on existia una coberta vegetal, espontània o cultivada, es va obtenir una 

major abundància de depredadors polífags.  

Els tres depredadors més abundants, l’aranya Pardosa cribata Simon, el caràbid 

Pseudoophonus rufipes (De Geer) i el dermàpter Forficula auricularia L., depredaren 

en condicions de laboratori algun dels tres estats de desenvolupament de C. capitata 

que es troben al sòl. Després d’obtenir les corbes de resposta funcional per a 

aquestos estats de desenvolupament, es va comprovar que cada depredador 

mostrava preferències i eficiències diferents en la depredació dels estats de 

desenvolupament esmentats. D’aquesta manera, P. rufipes va ser l’espècie mes 



Resum 

 

eficaç depredant  C. capitata, mentre que F. auricularia va mostrar els paràmetres de 

depredació més baixos. Pseudoophonus rufipes va utilitzar com a presa preferencial 

l’estat de pupa, amb un índex d’atac i un temps de gestió estimats de 3,07 d
-1

 i 0,048 

d respectivament, P. cribata va utilitzar els adults que acaben d’emergir, amb un 

índex d’atac de 0,771 d
-1

 i un temps de gestió de 0,051 d, mentre que F. auricularia, 

es va mostrar més eficient depredant larves de tercer estadi, amb un índex d’atac de 

0,296 d
-1

 i un temps de gestió de 0,065 d. 

Els resultats d’eficiència depredadora obtinguts al laboratori no es poden extrapolar 

directament a les condicions de camp. Per aquesta raó, es van dissenyar dos 

marcadors moleculars específics de C. capitata amb els quals es va poder detectar 

la presència del seu DNA, mitjançant PCR, al tracte digestiu d’espècimens de P. 

cribata i P. rufipes recollits en parcel·les comercials. Gràcies a aquest estudi, es va 

comprovar que en condicions de camp P. cribata i P. rufipes utilitzaven com a presa 

C. capitata, encara que el percentatge d’individus que donaren positiu va ser menor 

amb P. cribata (5%) que amb P. rufipes (23%). Com a alternativa a les tècniques 

moleculars, també s’han desenvolupat anticossos específics de C. capitata, que 

permetran realitzar una avaluació a gran escala de l’activitat depredadora front a 

aquesta plaga, del complex de depredadors generalistes en cítrics. Per primera 

vegada s'han seleccionat alguns anticossos recombinants monoclonals altament 

específics front a C. capitata. De fet, amb algun d’aquestos anticossos, mitjançant 

anàlisi ELISA, es va obtenir un senyal set vegades més intens amb un extracte de 

proteïna soluble de C. capitata que amb un altre de Drosophila melanogaster 

Meigen. A més a més, la lectura d’absorbància va ser similar a la del control negatiu 

en extractes de P. cribata i el noctuid Sesamia nonagrioides Lefebvre. L’eficiència 

d’aquestos anticossos haurà de avaluar-se més exhaustivament, per a poder 

determinar la seua aplicabilitat en futurs estudis amb aquest tipus de depredadors. 

Donada la importància que pot arribar a tenir aquest conjunt d’enemics naturals en la 

gestió de C. capitata, seria convenient continuar profunditzant en el seu coneixement 

de manera que, en un futur, puguen ser inclosos en les estratègies de conservació 

de l’agroecosistema cítrics. 
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The Mediterranean fruit fly (medfly) Ceratitis capitata (Wiedemann) is one of the most 

important agricultural pests worldwide and it is considered a major pest of citrus 

orchards in Spain due to huge fruit losses incurred and to quarantine restrictions. 

Current medfly control strategies in Spain have mainly been based on field 

monitoring and aerial and terrestrial treatments with insecticides. Chemical 

approaches affect both food quality and environment, and also have a negative 

impact on beneficials. In recent years, emphasis has been placed on implementing 

environmentally friendly methods to control medfly in Spain. Within this context, 

biological control measures have hardly been used. In medfly there are three 

developmental stages that are susceptible to being preyed upon by ground-dwelling 

predators: late third instars larvae, which jump from the fruit to pupate underground, 

pupae and teneral adults, which remain on the soil until they are able to fly. 

Therefore, this research has thoroughly studied the importance of these ground-

dwelling predators in citrus groves and their influence upon C. capitata. 

This work reveals the presence of a rich and abundant complex of ground-dwelling 

polyphagous predators inhabiting the ground surface of citrus orchards in eastern 

Spain. Indeed, in a three-year study 17,526 ground-dwelling predator specimens 

belonging to 110 different species were captured. The most important predatory 

groups found were: spiders (Araneae), with 29.2% of the captures and 52 species 

found, rove beetles (Coleoptera: Staphylinidae), with 40% of the captures and 34 

species, ground beetles (Coleoptera: Carabidae), with 14.1% of the captures and 19 

species, and earwigs (Dermaptera) with 14.4% of the captures and 4 species.  All 

these groups, as well as the most representative species belonging to them, showed 

different phenologies so that, on the whole, they were active throughout the year. On 

the other hand, there seems to be a relationship between their abundance and cover 

crop management. The existence of cover crops, either spontaneous or sown, 

resulted in greater ground-dwelling populations. 

Under laboratory conditions, the three most abundant ground-dwelling predators 

found, Pardosa cribata Simon, Pseudoophonus rufipes (De Geer) and Forficula 

auricularia L. were able to prey on at least some of the three C. capitata 

developmental stages appearing on the citrus orchard floor. Functional responses of 

these predators were obtained when these developmental stages were offered as 

prey.  Pseudoophonus rufipes was the most efficient predator, while F. auricularia 

was the least. Pseudoophonus rufipes preyed mainly upon pupae, with an estimated 
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attack rate of 3.07 d
-1

 and a handling time of 0.048 d, P. cribata used teneral adults 

as the main prey, with an estimate attack rate of 0.771 d
-1

 and a handling time of 

0.051 d, and F. auricularia showed the highest preference for third-instar larvae, with 

an estimated attack rate of 0.269 d
-1

 and a handling time of 0.065 d. 

Because predatory parameters obtained under laboratory conditions cannot be easily 

extrapolated to field conditions, polymerase chain reaction (PCR)-based techniques 

have been used as a means of detecting C. capitata DNA remains in P. cribata and 

P. rufipes specimens captured in a commercial citrus orchard. Both predators used 

C. capitata as prey under field conditions. The carabid P. rufipes turned out to be the 

most efficient predator, with 23% specimens testing positive, while the proportion of 

spiders testing positive was 5%. As an alternative to molecular approaches, C. 

capitata specific antibodies were developed. This method enables large-scale field 

studies to be performed in order to assess the incidence of predation of citrus 

ground-dwelling predators upon the medfly. This is the first time that monoclonal 

phage-display antibodies have been selected for use in post-mortem analysis using 

C. capitata as target prey. When testing by ELISA analysis, some of these selected 

monoclonal antibodies showed specificity seven times higher with C. capitata than 

with D. melanogaster soluble protein extracts. Besides, these antibodies did not show 

cross-reactivity with P. cribata and the noctuid Sesamia nonagroides Lefebvre 

soluble protein extracts. Further studies on their efficiency will be needed to know 

their applicability in large-scale studies. 

According to our results, ground-dwelling predators could play an important role on 

regulating C. capitata populations. A challenge for the future will be how to enhance 

their populations, to increase their efficiency against this pest, and consequently, to 

incorporate them in current citrus conservation biological control strategies. 

 

 



 

 

Índices 



 

 



Índices 

 i 

ÍNDICE DE CONTENIDOS 

1 Introducción general .............................................................. 1 

1.1 Control de plagas en cítricos ............................................................ 3 

1.1.1 Importancia de los cítricos ................................................................ 3 

1.1.2 Plagas en cítricos, importancia y jerarquización en función de su 

gestión…… ......................................................................................................... 3 

1.1.3 Control biológico de plagas en cítricos ............................................. 6 

1.2 Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) ................... 7 

1.2.1 Clasificación taxonómica .................................................................. 7 

1.2.2 Descripción ....................................................................................... 7 

1.2.3 Origen y distribución geográfica ....................................................... 8 

1.2.4 Ciclo biológico y ecología ............................................................... 10 

1.2.5 Daños e importancia económica .................................................... 11 

1.2.6 Métodos de control ......................................................................... 12 

1.2.6.1 Control químico ............................................................................... 12 

1.2.6.2 Medidas culturales ........................................................................... 13 

1.2.6.3 Trampeo masivo .............................................................................. 13 

1.2.6.4 Quimioesterilización ........................................................................ 14 

1.2.6.5 Control autocida .............................................................................. 14 

1.2.6.6 Control biológico .............................................................................. 15 

1.3 Objetivos ........................................................................................... 18 

 

2 Identificación del complejo de depredadores polífagos 

presentes en el suelo de cítricos ............................................... 21 

2.1 Introducción ...................................................................................... 23 

2.2 Material y métodos ........................................................................... 28 

2.2.1 Diseño experimental ....................................................................... 28 

2.2.2 Análisis de datos ............................................................................ 30 

2.2.2.1 Patrones de actividad-densidad ...................................................... 30 

2.2.2.2 Indicadores de estructura poblacional ............................................. 31 

2.2.2.3 Estimación de la riqueza de especies ............................................. 31 

2.3 Resultados ........................................................................................ 33 

2.3.1 Artrópodos depredadores ............................................................... 33 



Índices 

 ii 

2.3.2 Arañas ............................................................................................ 34 

2.3.2.1 Composición de especies y abundancia relativa ............................. 34 

2.3.2.2 Patrones de actividad-densidad ....................................................... 34 

2.3.2.3 Indicadores de estructura poblacional ............................................. 39 

2.3.2.4 Estimación de la riqueza de especies .............................................. 40 

2.3.3 Estafilínidos .................................................................................... 43 

2.3.3.1 Composición de especies y abundancia relativa ............................. 43 

2.3.3.2 Patrones de actividad-densidad ....................................................... 44 

2.3.3.3 Indicadores de estructura poblacional ............................................. 48 

2.3.3.4 Estimación de la riqueza de especies .............................................. 50 

2.3.4 Carábidos ....................................................................................... 52 

2.3.4.1 Composición de especies y abundancia relativa ............................. 52 

2.3.4.2 Patrones de actividad-densidad ....................................................... 53 

2.3.4.3 Estimación de la riqueza de especies .............................................. 56 

2.3.5 Dermápteros ................................................................................... 58 

2.3.5.1 Composición de especies y abundancia relativa ............................. 58 

2.3.5.2 Patrones de actividad-densidad ....................................................... 59 

2.3.6 Cicindélidos .................................................................................... 62 

2.3.6.1 Composición de especies y abundancia relativa ............................. 62 

2.3.6.2 Patrones de actividad-densidad ....................................................... 62 

2.4 Discusión .......................................................................................... 67 

 

3 Evaluación de la capacidad depredadora de las especies 

más representativas de depredadores frente a Ceratitis 

capitata ........................................................................................ 75 

3.1 Introducción ...................................................................................... 77 

3.2 Material y métodos ........................................................................... 83 

3.2.1 Ensayos de preferencia .................................................................. 84 

3.2.2 Respuesta funcional ....................................................................... 84 

3.2.3 Análisis de datos ............................................................................. 86 

3.3 Resultados ........................................................................................ 88 

3.3.1 Pardosa cribata ............................................................................... 88 

3.3.1.1 Ensayos de preferencia ................................................................... 88 

3.3.1.2 Respuesta funcional ........................................................................ 89 



Índices 

 iii 

3.3.2 Pseudoophonus rufipes .................................................................. 90 

3.3.2.1 Respuesta funcional ........................................................................ 90 

3.3.3 Forficula auricularia ........................................................................ 91 

3.3.3.1 Respuesta funcional ........................................................................ 91 

3.4 Discusión .......................................................................................... 92 

4 Detección de depredación de Ceratitis capitata por 

marcadores moleculares ............................................................ 97 

4.1 Introducción ...................................................................................... 99 

4.2 Material y métodos ......................................................................... 103 

4.2.1 Puesta a punto del método ........................................................... 103 

4.2.1.1 Artrópodos ..................................................................................... 103 

4.2.1.2 Diseño de los cebadores ............................................................... 103 

4.2.1.3 Condiciones de amplificación ........................................................ 104 

4.2.1.4 Extracción del ADN ....................................................................... 106 

4.2.1.5 Pruebas de reactividad cruzada y sensibilidad .............................. 107 

4.2.2 Detección de la depredación de Ceratitis capitata por Pardosa 

cribata y Pseudoophonus rufipes……. ........................................................... 107 

4.2.2.1 Curvas de degradación y tiempos de detección 50 ....................... 107 

4.2.2.1.1 Pardosa cribata............................................................................... 107 

4.2.2.1.2 Pseudoophonus rufipes .................................................................. 109 

4.2.2.2 Detección en campo ...................................................................... 109 

4.2.2.2.1 Pardosa cribata............................................................................... 109 

4.2.2.2.2 Pseudoophonus rufipes .................................................................. 111 

4.3 Resultados ...................................................................................... 112 

4.3.1 Diseño de los marcadores y test de reactividad cruzada ............. 112 

4.3.2 Tiempos de detección .................................................................. 114 

4.3.2.1 Pardosa cribata ............................................................................. 114 

4.3.2.2 Pseudoophonus rufipes ................................................................. 114 

4.3.3 Ensayo de campo ......................................................................... 116 

4.3.3.1 Pardosa cribata ............................................................................. 116 

               4.3.3.2  Pseudoophonus rufipes ................................................................. 116 

4.4 Discusión ........................................................................................ 119 

 



Índices 

 iv 

5 Detección de depredación de Ceratitis capitata por 

técnicas inmunológicas ........................................................... 125 

5.1 Introducción .................................................................................... 127 

5.1.1 Estructura de los anticuerpos ....................................................... 127 

5.1.2 Tipos de anticuerpos y su aplicación para los ensayos de detección 

de presas... ..................................................................................................... 129 

5.1.2.1 Anticuerpos policlonales ................................................................ 129 

5.1.2.2 Anticuerpos monoclonales ............................................................. 130 

5.1.2.3 Anticuerpos recombinantes de expresión en fagos (Phage 

display)………………………………………………………………………………...130 

5.2 Material y métodos ......................................................................... 136 

5.2.1 Preparación de los extractos antigénicos ..................................... 136 

5.2.2 Obtención de anticuerpos policlonales ......................................... 137 

5.2.3 ELISA indirecto en placa .............................................................. 138 

5.2.4 Obtención de anticuerpos recombinantes .................................... 139 

5.2.4.1 Propagación de la genoteca .......................................................... 139 

5.2.4.2 Obtención de un stock secundario de las genotecas ..................... 142 

5.2.4.3 Enriquecimiento y selección de clones (biopanning) ..................... 142 

5.2.4.4 Selección de clones. Evaluación de su especificidad y     

sensibilidad.. ..................................................................................................... 144 

5.2.4.5 Secuenciación, alineamiento y comparación de las regiones VH y Vk 

de los clones seleccionados ............................................................................. 145 

5.3 Resultados ...................................................................................... 147 

    5.3.1           Anticuerpos policlonales de conejo .............................................. 147 

5.3.2 Anticuerpos monoclonales recombinantes ................................... 148 

5.3.2.1 Selección de clones ....................................................................... 148 

5.3.2.2 Secuenciación, alineamiento y comparación de las regiones VH y Vk 

de los clones seleccionados ............................................................................. 150 

5.5 Discusión ........................................................................................ 153 

 

6 Conclusiones ..................................................................... 157 

 

7 Bibliografía ......................................................................... 161 



Índices 

 v 

ÍNDICE DE FIGURAS 

1 Introducción general ----------------------------------------------------------  1 

1.1 Hembra adulta de C. capitata mostrando el oviscapto (flecha). ------------------------  8 

1.2 Macho adulto de C. capitata mostrando las quetas cefálicas (flechas).----------------  8 

1.3 Mapa de distribución mundial de C. capitata (Fuente: EPPO, 2006). -----------------  9 

1.4 Estados de desarrollo biológico de C. capitata que se dan en el suelo 

de cítricos: A) Larvas de 3º estadío, B) estado de pupa, C) adulto 

recién emergido, con las alas sin desplegar y D) adulto con las alas 

parcialmente desplegadas. -----------------------------------------------------------------  16 

2 Identificación del complejo de depredadores polífagos 

presentes en el suelo de cítricos. ---------------------------------------------------  21 

2.1 Situación geográfica de las parcelas muestreadas: A) Olocau, B) 

Náquera, C) Bétera. -------------------------------------------------------------------------  27 

2.2 Componentes y proceso de instalación de una trampa de gravedad. -----------------  30 

2.3 Composición de la abundancia relativa A) y riqueza específica B) de 

los distintos grupos de depredadores polífagos encontrados en 

suelos de cítricos tras tres años de muestreos con trampas de 

gravedad en tres parcelas de cítricos de la provincia de Valencia. --------------------  33 

2.4 Promedio de adultos de araña capturados por trampa, para cada 

estación, en cada uno de los tres años del estudio y en las tres 

parcelas muestreadas: A) Bétera, B) Olocau y C) Náquera. ---------------------------  36 

2.5 Número medio de especimenes de P. cribata (individuos/trampa y día 

± ES) recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de tres 

años en tres huertos de cítricos sometidos a diferente manejo de la 

cubierta vegetal: A) Bétera (cubierta espontánea), B) Olocau 

(cubierta monoespecífica de F. arundinacea) y C) Náquera (suelo 

desnudo). Las estaciones climáticas han sido diferenciadas y 

marcadas (Otñ: Otoño, Inv: Invierno, Prm: Primavera, Ver: Verano). -----------------  37 

2.6 Número medio de especimenes de Zodarion sp. (individuos/trampa y 

día ± ES) recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de 

tres años en la parcela de Bétera (cubierta espontánea). -----------------------------------  38 

2.7 Número medio de especimenes de T. fuscipes (individuos/trampa y 

día ± ES) recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de 



Índices 

 vi 

tres años en la parcela de Olocau (cubierta monoespecífica de F. 

arundinacea). --------------------------------------------------------------------------------------------- 38 

2.8 Número medio de especimenes de A. perita (individuos/trampa y día 

± ES) recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de tres 

años en la parcela de Bétera (cubierta espontánea). ----------------------------------------- 38 

2.9 Distribuciones de abundancia de arañas en las tres parcelas 

muestreadas: A) Bétera, B) Olocau, C) Náquera. Los datos de 

abundancia se han dividido en octavas utilizando una escala log3 y 

con límites superior de cada clase 1,5; 3,5; 9,5;… respectivamente. --------------------- 39 

2.10 Valores promedios estimados de la riqueza de especies en las tres 

parcelas muestreadas, utilizando los índices ACE, ICE y 

Chao1,Chao2, Jackknife1 y Jackknife2 para cada incremento de 

muestras en el análisis y con 50 reordenaciones aleatorias del orden 

de entrada de éstas. ------------------------------------------------------------------------------------ 41 

2.11 Promedio de adultos de estafilínidos capturados por trampa, para 

cada estación, en cada uno de los tres años del estudio y en las tres 

parcelas muestreadas: A) Bétera, B) Olocau y C) Náquera. -------------------------------- 41 

2.12 Número medio de especímenes de A. mucronata (individuos/trampa 

y día ± ES) recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de 

tres años en las parcelas de A) Olocau (cubierta monoespecífica de 

F. arundinacea) y B) Bétera (cubierta espontánea). Las estaciones 

climáticas han sido diferenciadas y marcadas (Otñ: Otoño, Inv: 

Invierno, Prm: Primavera, Ver: Verano). ---------------------------------------------------------- 46 

2.13 Número medio de especímenes de A. inustus (individuos/trampa y 

día ± ES) recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de 

tres años en A) Olocau (cubierta monoespecífica de F. arundinacea) 

y B) Náquera (suelo desnudo). ---------------------------------------------------------------------- 47 

2.14 Número medio de especímenes de O. olens (individuos/trampa y día 

± ES) recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de tres 

años en A) Bétera (cubierta espontánea) y B) Náquera (suelo 

desnudo). -------------------------------------------------------------------------------------------------- 48 

2.15 Distribuciones de abundancia de estafilínidos en las tres parcelas 

muestreadas: A) Bétera, B) Olocau, C) Náquera. Los datos de 

abundancia se han dividido en octavas utilizando una escala log3 y 

con límites superior de cada clase 1,5; 3,5; 9,5;… respectivamente. --------------------- 49 



Índices 

 vii 

2.16 Valores promedios estimados de la riqueza de especies en las tres 

parcelas muestreadas, utilizando los índices ACE, ICE, Chao1 y 

Chao2 para cada incremento de muestras en el análisis y con 50 

reordenaciones aleatorias del orden de entrada de éstas. ----------------------------------  51 

2.17 Promedio de adultos de carábidos capturados por trampa, para cada 

estación, en cada uno de los tres años del estudio y en las tres 

parcelas muestreadas: A) Bétera, B) Olocau, C) Náquera. ---------------------------------  54 

2.18 Número medio de especímenes (individuos/trampa y día ± ES) de A) 

P. rufipes, B) H. distinguendus y C) A. aenea, recogidos en trampas 

de gravedad durante un periodo de tres años en la parcela de Bétera 

(cubierta espontánea). Las estaciones climáticas han sido 

diferenciadas y marcadas (Otñ: Otoño, Inv: Invierno, Prm: Primavera, 

Ver: Verano). ---------------------------------------------------------------------------------------------  55 

2.19 Valores promedios estimados de la riqueza de especies en las tres 

parcelas muestreadas, utilizando los índices ACE, ICE, Chao1, MM y 

Jackknife2 para cada incremento de muestras en el análisis y con 50 

reordenaciones aleatorias del orden de entrada de éstas. ----------------------------------  57 

2.20 Promedio de adultos de dermápteros capturados por trampa, para 

cada estación, en cada uno de los tres años del estudio y en las tres 

parcelas muestreadas: A) Bétera, B) Olocau y C) Náquera. --------------------------------  60 

2.21 Número medio de especímenes E. moesta (individuos/trampa y día ± 

ES) recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de tres 

años en la parcela de Olocau (cubierta monoespecífica de F. 

arundinacea). Las estaciones climáticas han sido diferenciadas y 

marcadas (Otñ: Otoño, Inv: Invierno, Prm: Primavera, Ver: Verano). --------------------  61 

2.22 Número medio de especímenes F. auricularia (individuos/trampa y 

día ± ES) recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de 

tres años en la parcela de Bétera (cubierta espontánea). -----------------------------------  61 

2.23 Número medio de especímenes E. annulipes (individuos/trampa y día 

± ES) recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de tres 

años en la parcela de Olocau (cubierta monoespecífica de F. 

arundinacea). ---------------------------------------------------------------------------------------------  61 

2.24 Promedio de adultos de cicindélidos capturados por trampa, para 

cada estación, en cada uno de los tres años del estudio y en las tres 

parcelas muestreadas: A) Bétera, B) Olocau, C) Náquera. ---------------------------------  63 



Índices 

 viii 

2.25 Número medio de especímenes C. campestris (individuos/trampa y 

día ± ES) recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de 

tres años en la parcela de Olocau (cubierta monoespecífica de F. 

arundinacea). Las estaciones climáticas han sido diferenciadas y 

marcadas (Otñ: Otoño, Inv: Invierno, Prm: Primavera, Ver: Verano). --------------------- 63 

2.26 Número medio de especímenes C. lagunensis (individuos/trampa y 

día ± ES) recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de 

tres años en la parcela Bétera (cubierta espontánea). ---------------------------------------- 64 

2.27 Especies de arañas con mayor frecuencia de capturas en suelos de 

cítricos mediante trampas de gravedad. A) Pardosa cribata Simon, B) 

Zodarion sp., C) Trachyzelotes fuscipes (L. Koch) y D) Arctosa perita 

(Latreille). -------------------------------------------------------------------------------------------------- 64 

2.28 Especies de estafilínidos de elevada frecuencia de capturas durante 

este estudio en suelos de cítricos mediante trampas de gravedad. A) 

Anotylus inustus (Gravenhorst), B) Atheta (Xenota) mucronata 

Kraatz, C) Platystethus cornutus Gravenhorst y D) Ocypus olens 

(Müller). ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 65 

2.29 Especies de carábidos con mayor frecuencia de capturas en suelos 

de cítricos mediante trampas de gravedad. A) Pseudoophonus 

(Pseudoophonus) rufipes (De Geer), B) Amara aenea De Geer C) 

Harpalus (Harpalus) distinguendus (Duftschmid). ---------------------------------------------- 65 

2.30 Especies de dermápteros presentes en suelos de cítricos. A) 

Forficula auricularia L., B) Euborelia annulipes (Dohrn), C) Euborellia 

moesta (Gené) y D) Labidura riparia (Pallas). --------------------------------------------------- 66 

2.31 Especies de cicindélidos presentes en suelos de cítricos. A) Cicindela 

(Cicindela) campestris L. y B) Cicindela (Cicindela) lagunensis 

Gautier des Cottes. ------------------------------------------------------------------------------------- 66 

3 Evaluación de la capacidad depredadora de las especies 

más representativas de depredadores frente a C. capitata. -----------------  75 

3.1 Representación gráfica de los tipos de respuesta funcional teóricos 

más frecuentes: A) Respuesta tipo I, B) Respuesta tipo II, C) 

Respuesta tipo III. --------------------------------------------------------------------------------------- 81 

3.2 Unidad experimental utilizada para la evaluación de la respuesta 

funcional. B) Suministro de alimento para los adultos de C. capitata 

dentro de la unidad de ensayo. C) Síntomas de depredación en 

pupas causados por el carábido P. rufipes. ------------------------------------------------------ 86 



Índices 

 ix 

3.3 Depredación media (X ± ES) por día de larvas, pupas y adultos de C. 

capitata por P. cribata en un ensayo sin elección. A cada araña se le 

ofrecieron 5 presas. Dentro de cada tratamiento, letras mayúsculas 

diferentes implican diferencias significativas entre presas depredadas 

y consumidas. Entre tratamientos, letras minúsculas diferentes 

implican diferencias significativas entre presas depredadas o entre 

presas consumidas (LSD, P < 0.05). --------------------------------------------------------------  88 

3.4 Número de presas muertas (X ± ES) a las diferentes densidades de 

presa para P. cribata frente a adultos de C. capitata, P. rufipes frente 

a pupas, larvas y adultos, y F. auricularia frente a larvas, y sus 

correspondientes curvas de respuesta funcional (tipo II) por ajuste no 

lineal de mínimos cuadrados. ------------------------------------------------------------------------  90 

4 Detección de depredación de C. capitata por marcadores 

moleculares. ---------------------------------------------------------------------------------  97 

4.1 Extracción del tracto digestivo de P. rufipes después de ser 

alimentado con una pupa de C. capitata. ---------------------------------------------------------  106 

4.2 Ensayo de obtención de curvas de degradación del ADN de la presa. 

A) Botes de plástico en los que se le ofrece la presa al depredador, 

B) Lotes realizados para congelar a los distintos tiempos de digestión 

y C) P. cribata alimentándose de un adulto de C. capitata (fase de 

predigestión e ingestión). -----------------------------------------------------------------------------  108 

4.3 Parcela de Bétera en la que se realizaron los ensayos de detección 

de depredación en campo con P. cribata y P. rufipes. ----------------------------------------  110 

4.4 Patrón de amplificación de los dos pares de cebadores ITS 

específicos frente a C. capitata y del par de cebadores control 

18SrADN al ser probados frente a diferentes artrópodos. A) 

Amplificación específica del CcITS1-2. B) Amplificación específica del 

CcITS1-737. C) Amplificación control con 18SrADN; M corresponde a 

la escalera de marcadores de 100 pb; c- corresponde al control 

negativo de la PCR; las muestras 1-32 se corresponden a las 

especies citadas en la Tabla 4.1, cuyos códigos respectivos son (Pc, 

Fru, Mba, Fau, Emo, Cca, Psr, Cmo, Tur, Mpe, Ago, Asp, Asu, Bol, 

Btr, Bne, Bmu, Bfr, Cro, Cc y Ccv8). Los ADNs de la especie C. 

capitata y el control negativo han sido destacados sobre los demás. --------------------  113 

4.5 Test de sensibilidad de los dos pares de cebadores CcITS ("1-2" y 

"737") con diluciones seriadas de ADN de C. capitata; M corresponde 



Índices 

 x 

a la escalera de marcadores de 100 pb; c- corresponde al control 

negativo de la PCR. ------------------------------------------------------------------------------------ 113 

4.6 Curvas de probabilidad de detección de ADN de C. capitata en P. 

cribata para los diferentes tiempos de digestión. Las líneas indican el 

ajuste al modelo probit con sus intervalos de confianza 95%. Los 

triángulos negros y las líneas continuas corresponden al par de 

cebadores CcITS1-2 mientras que los triángulos blancos y líneas 

discontinuas corresponden al CcITS1-737. ------------------------------------------------------ 115 

4.7 Curva de probabilidad de detección de ADN de C. capitata en P. 

rufipes para los diferentes tiempos de digestión utilizando el par de 

cebadores CcITS1-737. Las líneas indican el ajuste al modelo probit 

con sus intervalos de confianza 95%. ------------------------------------------------------------- 115 

4.8 Porcentaje de arañas que dieron positivo en el ensayo de campo con 

el par de cebadores CcITS1-737, y promedio (± ES) del número de 

adultos estériles capturados por trampa y día (MTD). ---------------------------------------- 116 

4.9 Amplificaciones positivas de C. capitata con el marcador CcITS737 

sobre el contenido del tracto digestivo de 36 especímenes de P. 

rufipes capturados en una parcela comercial de clementinos tras una 

infestación artificial con pupas de C. capitata. Los carábidos fueron 

capturados 1, 2, 3, 4, 6, 7 y 8 días después de la infestación. Cada 

muestra está etiquetada con el día de captura y número de 

espécimen. Se utilizó la escalera de marcadores de 100 pb; C-i, 

controles negativos de la PCR; *las muestras 1.8 and 7.1 se 

analizaron a dos concentraciones diferentes de ADN. En blanco se 

encuadran aquellas muestras consideradas como detección positiva. 

A) PCR1, B) PCR2, C) PCR3 y D) PCR4. ------------------------------------------------------- 117 

5 Detección de depredación de C. capitata por técnicas 

inmunológicas. -----------------------------------------------------------------------------  125 

5.1 Estructura básica de una molécula de anticuerpo. --------------------------------------------- 128 

5.2 Localización de las regiones hipervariables (CDRs) dentro del 

dominio variable (Fv) de cada cadena. La variabilidad en secuencias 

de aminoácidos y longitud de estas regiones es la máxima 

responsable de la gran diversidad en afinidades de los anticuerpos. --------------------- 129 

5.3 Tipos de fragmentos de anticuerpos recombinantes obtenidos 

mediante la tecnología Phage display. A) Fragmentos (Fab)2, 

formados por todos los dominios variables del anticuerpo, los 

dominios constantes de las dos cadenas ligeras y los CH1 de ambas 



Índices 

 xi 

cadenas pesadas. B) Fragmentos Fab, compuestos por 2 dominios 

variables y dos constantes, C) Fragmentos scFv (single-chain 

Fragment variable), fusión de dos regiones variables de las cadenas 

ligera y pesada mediante uniones de serina-glicinas.-----------------------------------------  131 

5.4 Mapa y características del vector plasmídico pIT2 utilizado en las 

genotecas de fagos recombinantes usadas en este trabajo. 

Promotor lac, promotor del sistema de selección de plásmidos a 

partir del metabolismo de la lactosa; RBS: sitio de unión del ribosoma 

para el inicio de la traducción; pelB guía: secuencia traducida de aa 

encargada de transportar la proteína a la que está unida a la 

membrana de E. coli para construir la cápsula del bacteriófago; 

Insertos VH y Vk: insertos recombinantes de las regiones variables 

de inmunoglobulinas de humanos; linker: secuencia peptídica que 

hace de unión entre ambos insertos; myctag: secuencia de 

reconocimiento por anticuerpos, altamente inmuno-reactiva; ámbar: 

codon de parada en la traducción (UAG); gIII: gen de la proteína de 

cubierta pIII; M13 ori: origen de replicación del fago M13; amp: gen 

de resistencia a ampicilina; colE1 ori: origen de replicación del 

plásmido E1 de E. coli; y SfiI/NocI, Xhol, Sall, Notl: enzimas de 

restricción que delimitan los insertos. -------------------------------------------------------------  134 

5.5 Patrón de bandas de los extractos de proteína soluble de C. capitata 

(Cc) y D. melanogaster (Dmel). ---------------------------------------------------------------------  136 

5.6 Proceso de propagación de una genoteca de anticuerpos 

recombinantes y obtención de fagos que expresan el anticuerpo 

(fagemización de la genoteca). ----------------------------------------------------------------------  141 

5.7 Proceso de selección y propagación de fagos (biopanning). -------------------------------  143 

5.8 Lecturas de absorbancia a 492 nm de los distintos sueros 

monoclonales de anticuerpos recombinantes seleccionados, al 

enfrentarlos a extractos de proteína soluble (10 µg/ml) de 4 especies 

de artrópodos de importancia agrícola (C. capitata, D. melanogaster, 

S. nonagrioides y P. cribata) y un control negativo, y del suero 

policlonal de conejo (dilución 1:1000) con extractos de proteína 

soluble (10 µg/ml) de C. capitata y D. melanogaster. -----------------------------------------  149 

5.9 Lecturas de absorbancia a 492 nm del suero policlonal de conejo 

(dilución 1:1.000) y del clon J2 al enfrentarlos a distintas 

concentraciones de proteína soluble de C. capitata (10, 1, 0,1 µg/ml 

para el suero policlonal, y 10, 5, 1, 0,1 µg/ml para el suero 

monoclonal). ----------------------------------------------------------------------------------------------  149 



Índices 

 xii 

5.10 Alineamiento de las secuencias del inserto VH de los clones 

seleccionados. Color negro indica que no existen diferencias. Grises 

más claros indican más diferencias entre los nucleótidos de una 

misma posición de los distintos clones. ----------------------------------------------------------- 151 

5.11 Alineamiento de las secuencias del inserto Vk de los clones 

seleccionados. Color negro indica que no existen diferencias. Los 25 

y 26 primeros nucleótidos de los clones J64 y J65 no aparecen por 

errores de secuenciación en el inicio de las secuencias. ------------------------------------- 152 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Índices 

 xiii 

ÍNDICE DE TABLAS 

1 Introducción general ------------------------------------------------------------  1 

1.1 Especies fitófagas con potencial de alcanzar el nivel de plaga en 

cítricos, agrupadas según su grado de control biológico, y sus 

principales enemigos naturales. ------------------------------------------------------------  5 

2 Identificación del complejo de depredadores polífagos 

presentes en el suelo de cítricos. ---------------------------------------------------  21 

2.1 Número total de arañas del suelo capturadas con trampas de 

gravedad en tres parcelas de cítricos de la provincia de Valencia 

durante tres años de muestreos. -----------------------------------------------------------  35 

2.2 Valores de P del análisis de comparación por pares de datos entre 

estaciones (T1: invierno; T2: primavera; T3: verano; T4: otoño) del 

número de arañas recogidas por trampa (Modelo lineal mixto 

generalizado con medidas repetidas). Las áreas sombreadas 

corresponden a diferencias estadísticas en el análisis. ---------------------------------  36 

2.3 Test estadístico de Kolmogorov-Smirnov para el ajuste de los datos 

de abundancia de los tres grupos de arañas muestreados a los 

modelos teóricos de distribución: log-normal, series logarítmicas y 

series geométricas. --------------------------------------------------------------------------  39 

2.4 Riqueza en especies de arañas estimada en las tres parcelas 

muestreadas. En algunos índices también se ha representado la 

desviación estándar (DS) o los intervalos de confianza (IC). ---------------------------  43 

2.5 Número total de estafilínidos capturados con trampas de gravedad en 

tres parcelas de cítricos de la provincia de Valencia durante tres años 

de muestreos. --------------------------------------------------------------------------------  44 

2.6 Valores de P del análisis de comparación por pares de datos entre 

estaciones (T1: invierno; T2: primavera; T3: verano; T4: otoño) del 

número de estafilínidos por trampa (Modelo lineal mixto generalizado 

con medidas repetidas). Las áreas sombreadas corresponden a 

diferencias estadísticas en el análisis. ------------------------------------------------------------  45 

2.7 Test estadístico de Kolmogorov-Smirnov para el ajuste de los datos 

de abundancia de los tres grupos de estafilínidos muestreados a los 

modelos teóricos de distribución: log-normal, series logarítmicas y 

series geométricas. -------------------------------------------------------------------------------------  49 



Índices 

 xiv 

2.8 Riqueza en especies de estafilínidos estimada en las tres parcelas 

muestreadas. En los índices Chao1 y Chao2 también se han 

mostrado los intervalos de confianza (IC). ------------------------------------------------------- 50 

2.9 Número total de carábidos capturados con trampas de gravedad en 

tres parcelas de cítricos de la provincia de Valencia durante tres años 

de muestreos. -------------------------------------------------------------------------------------------- 53 

2.10 Valores de P del análisis de comparación por pares de datos entre 

estaciones (T1: invierno; T2: primavera; T3: verano; T4: otoño) del 

número de carábidos por trampa (Modelo lineal mixto generalizado 

con medidas repetidas). Las áreas sombreadas corresponden a 

diferencias estadísticas en el análisis. Los datos de la estación T1 de 

Náquera han sido excluidos del análisis ya que T1-año 2 y T1-año 3 

no presentaron capturas y por lo tanto no existía variabilidad en estas 

combinaciones. ------------------------------------------------------------------------------------------ 54 

2.11 Riqueza en especies de carábidos estimada en las tres parcelas 

muestreadas. En el índice Chao1 se han representado los intervalos 

de confianza (IC). --------------------------------------------------------------------------------------- 56 

2.12 Número total de dermápteros capturados con trampas de gravedad 

en tres parcelas de cítricos de la provincia de Valencia durante tres 

años de muestreos. ------------------------------------------------------------------------------------- 59 

2.13 Valores de P del análisis de comparación por pares de datos entre 

estaciones (T1: invierno; T2: primavera; T3: verano; T4: otoño) del 

número de dermápteros por trampa (Modelo lineal mixto generalizado 

con medidas repetidas). Las áreas sombreadas corresponden a 

diferencias estadísticas en el análisis. ------------------------------------------------------------- 60 

2.14 Número total de cicindélidos capturados con trampas de gravedad en 

tres parcelas de cítricos de la provincia de Valencia durante tres años 

de muestreos. -------------------------------------------------------------------------------------------- 62 

3 Evaluación de la capacidad depredadora de las especies 

más representativas de depredadores frente a C. capitata. -----------------  75 

3.1 Adultos de Ceratitis capitata muertos y consumidos (X ± ES) por P. 

cribata a diferentes densidades de presa. -------------------------------------------------------- 89 

3.2 Índices de ataque y tiempos de manejo estimados para P. cribata, P. 

rufipes y F. auricularia, ensayados frente a los diferentes estados de 

C. capitata que pueden aparecer en el suelo, tras el ajuste a sus 

correspondientes curvas de respuesta funcional. ---------------------------------------------- 91 



Índices 

 xv 

4 Detección de depredación de C. capitata por marcadores 

moleculares. ---------------------------------------------------------------------------------  97 

4.1 Especies de artrópodos utilizadas para la evaluación de los 

cebadores diseñados específicos frente a C. capitata. Las especies 

han sido clasificadas en depredadores y fitófagos, incluyendo el 

orden y la familia al que pertenecen así como la localidad y el país en 

el que fueron muestreadas. A cada una de ellas se la ha asignado un 

código de identificación. -------------------------------------------------------------------------------  105 

4.2 Secuencias de los cebadores (5’-3’) y condiciones de la PCR. ----------------------------  106 

5 Detección de depredación de C. capitata por técnicas 

inmunológicas. ------------------------------------------------------------------------------  125 

5.1 Lecturas de absorbancia a 492 nm (promedio ± error estándar) 

obtenidas mediante ELISA indirecto al enfrentar diferentes diluciones 

del suero policlonal de conejo con distintas concentraciones de 

extractos de proteína soluble de C. capitata (Cc) y D. melanogaster 

(Dmel). -----------------------------------------------------------------------------------------------------  147 

 

 



 

 

 

 

 



Capítulo 1 

 1 

1 Introducción general 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 1 

 3 

1.1 Control de plagas en cítricos 

1.1.1 Importancia de los cítricos 

El sector citrícola es uno de los más importantes dentro de la agricultura española. 

Con 6.862.635 t producidas en 2006 (MARM 2007), España fue el quinto país 

productor mundial de cítricos. El 48% de toda la producción citrícola va dedicada a la 

exportación. De hecho, nuestro país es el primer exportador de cítricos a nivel 

mundial (FAO 2006). La producción citrícola española está valorada en 

aproximadamente 1.200 millones de euros anuales, suponiendo esto el 5% de todo 

el valor conseguido por el sector agrario (MARM 2007). 

La producción citrícola española está dedicada principalmente al consumo en fresco 

(86% de toda la producción) (FAO 2006). Por grupos, la naranja dulce (con un 49,5% 

de la producción total), las mandarinas (36,5%) y el limón (12,8%), son los de mayor 

peso en el sector. 

La Comunidad Valenciana es el principal productor de cítricos de España con un 

62,8% del total de la producción. Esta Comunidad Autónoma es la mayor productora 

de naranja dulce y clementina, con el 56,5% y el 81,8% de la producción 

respectivamente, y es la segunda en producción de limones (MARM 2007). Además, 

esta región es la principal exportadora tanto de naranja dulce como de clementinas 

(77,3% y 90,0% respectivamente del total de las exportaciones en 2006). 

1.1.2 Plagas en cítricos, importancia y jerarquización 

en función de su gestión 

Debido al elevado porcentaje de la producción citrícola española dedicado al 

consumo en fresco, la gestión de plagas es de especial importancia en este cultivo, 

ya que el producto final ha de presentar unos estándares de calidad no exigibles a la 

producción dirigida a la transformación. Actualmente, la gestión de plagas en cítricos 

está basada en la combinación de diferentes estrategias que tienen como finalidad 

minimizar la aplicación de tratamientos químicos (Gestión Integrada de Plagas, GIP). 

Entre las diferentes estrategias utilizadas, el control biológico ocupa un lugar 

prioritario. Esto es debido principalmente a que el agrosistema cítricos alberga a un 

rico y equilibrado complejo de fitófagos y enemigos naturales. Así, en los cítricos 
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españoles se han citado más de 100 especies de artrópodos fitófagos, de las cuales 

la gran mayoría están sometidas a un control eficiente por sus enemigos naturales y 

tan sólo una quinta parte de éstas puede alcanzar en determinadas circunstancias la 

categoría de plaga (Urbaneja et al. 2009a). La gestión de aquellos fitófagos 

potencialmente plaga deberá tener en cuenta al resto de enemigos naturales del 

agrosistema para evitar la aparición de futuros desequilibrios. Según el grado de 

control al que están sometidos estos fitófagos pueden dividirse en las siguientes 

categorías (Tabla 1.1): 

 Fitófagos secundarios: Aquellas especies que presentan un control 

biológico excelente y salvo perturbaciones importantes en el sistema, no van 

a llegar al umbral económico de daños. La conservación de sus enemigos 

naturales se considera prioritaria en cualquier estrategia de control de 

plagas. 

 Plagas ocasionales: Aquellos fitófagos con un control biológico 

generalmente satisfactorio pero que ocasionalmente escapan al control 

ejercido por sus enemigos naturales, alcanzado entonces el umbral 

económico de daños. La conservación de sus enemigos naturales también 

es considerada esencial, aunque cuando se da un control biológico 

insuficiente, éste ha de ser apoyado con otro tipo de acciones que deberán 

ser lo más respetuosas posibles con estos enemigos naturales así como con 

los de los fitófagos secundarios. 

 Plagas clave: En este grupo se engloba a todas aquellas especies de 

fitófagos que presentan un control biológico insatisfactorio y que por 

consiguiente, sus niveles poblacionales alcanzan con frecuencia el umbral 

económico de daños. El control de este grupo de fitófagos tradicionalmente 

se ha fundamentado en la aplicación de plaguicidas, entrando por lo tanto su 

manejo en conflicto con el de otras especies fitófagas al alterarse los 

equilibrios enemigo natural-fitófago preexistentes. Por esta razón, en los 

últimos años se ha puesto un especial énfasis en la búsqueda de nuevos 

métodos de control de este grupo de plagas que sean compatibles con el 

control biológico del resto de fitófagos. Un ejemplo de fitófago perteneciente 

a esta categoría es la mosca mediterránea de la fruta Ceratitis capitata 

(Wiedemann) (Diptera: Tephritidae). 



 

 

 

Tabla 1.1 Especies fitófagas con potencial de alcanzar el nivel de plaga en cítricos, agrupadas según su grado de control biológico, y sus 

principales enemigos naturales. 

Categoría Fitófago Enemigos naturales 

Fitófagos secundarios: Icerya purchasi Maskell (Hemiptera: Margarodidae) Rodolia cardinalis (Mulsant) (Coleoptera: Coccinellidae) 

 Insulaspis gloverii (Packard) (Hemiptera: Diaspididae) Encarsia herndoni (Girault) (Hymenoptera: Aphelinidae) 

 

Coccus hesperidum L. y Coccus pseudomagnoliarum 

(Kuwana) (Hemiptera: Coccidae)  

Metaphycus helvolus (Compere), Metaphycus flavus (Howard) y Metaphycus lounsburyi 

(Howard) (Hymenoptera: Encyrtidae) 

 Parabemisia myricae (Kuwana) (Hemiptera: Aleyrodidae) Eretmocerus debachi Rose & Rosen (Hymenoptera: Aphelinidae) 

Plagas ocasionales: Aleurothrixus floccosus (Maskell) (Hemiptera: Aleyrodidae) Cales noacki Howard (Hymenoptera: Aphelinidae) 

 

Panonychus citri (McGregor) (Acari: Tetranychidae) Euseius stipulatus (Athias-Henriot) (Acari: Phytoseiidae) 

Stethorus punctillum Weise (Coleptera: Coccinellidae) 

 

Aphis (Aphis) spiraecola Patch y Aphis (Aphis) gossypii 

Glover (Hemiptera: Aphididae) 

Lysiphlebus testaceipes (Cresson), Praon volucre (Haliday) y Trioxys angelicae (Haliday) 

 (Hymenoptera: Braconidae) 

Scymnus (Scymnus) interruptus (Goeze), Scymnus (Pullus) subvillosus (Goeze) y Propylea 

quatuordecimpunctata L. (Coleptera: Coccinellidae) 

Chrysoperla carnea (Stephens) y Chrysopa pallens Rambur (Neuroptera: Chrysopidae) 

 

Saissetia oleae (Olivier) y Ceroplastes sinensis Del Guercio 

(Hemiptera: Coccidae) 

Metaphycus spp. (Hymenoptera: Encyrtidae)  

Scutellista caerulea (Fonscolombe) (Hymenoptera: Pteromalidae) 

 

Planococcus citri (Risso) (Hemiptera: Pseudococcidae) Leptomastix dactylopii Howard y Anagyrus pseudococci (Girault) (Hymenoptera: Encyrtidae) 

Cryptolaemus montrouzieri Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae) 

 Phyllocnistis citrella Stainton (Lepidoptera: Gracillariidae) Citrostichus phyllocnistoides (Narayanan) (Hymenoptera: Eulophidae) 

Plagas clave: Aonidiella aurantii (Maskell), Aspidiotus nerii Bouche 

 Cornuaspis beckii (Newman) y Parlatoria pergandii 

Comstock 

(Hemiptera: Diaspididae) 

Aphytis melinus DeBach, Aphytis chrysomphali (Mercet), Aphytis diaspidis (Howard), 

Aphytis lepidosaphes Compere y Encarsia perniciosi (Tower) 

(Hymenoptera: Aphelinidae)  

 

Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae)  Amblyseius (Neoseiulus) californicus (McGregor) y Phytoseiulus persimilis 
Athias-Henriot (Acari: Tetranychidae) 

Stethorus punctillum Weise (Coleptera: Coccinellidae) 

 Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) Diachasmimorpha tryoni (Cameron) y Fopius arisanus (Sonan) 
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1.1.3 Control biológico de plagas en cítricos 

El control biológico de plagas en cítricos cuenta con una larga tradición. Así, uno de 

los casos más paradigmáticos dentro del control biológico clásico es el de la 

introducción en cítricos de California, a finales del siglo XIX, del coccinélido Rodolia 

cardinalis (Mulsant) (Coleoptera: Coccinelidae) para la regulación de la cochinilla 

acanalada Icerya purchasi Maskell (Hemiptera: Margarodidae). En España, ya ha 

pasado un siglo desde la introducción de otro coccinélido, Rhyzobius lophanthae 

(Blaisdell), para el control de diaspídidos, considerada como la primera introducción 

documentada de un invertebrado agente de control biológico en este país (Viñuela et 

al. 1992). 

Casi todos los programas de control biológico utilizados en plagas de cítricos se han 

basado en la importación y el establecimiento de enemigos naturales exóticos, lo que 

se conoce como control biológico clásico. En nuestro país, el número de 

introducciones documentadas de enemigos naturales exóticos es en este cultivo (n = 

33) muy superior al de otros cultivos (n = 9 en hortícolas, y n = 6 en olivo) (Jacas et 

al. 2006). El control biológico en cítricos se ha fundamentado en la utilización de 

enemigos naturales que habitan y actúan en la parte aérea del cultivo. De hecho, 

todos los enemigos naturales de las especies fitófagas mejor controladas pertenecen 

a este grupo (Urbaneja et al. 2009a). Al contrario, apenas hay estudios acerca de 

aquellos enemigos naturales que habitan y actúan en el suelo de los cítricos. Existen 

varias plagas de importancia económica, como son los áfidos (Hemiptera: 

Aphididae), la araña roja [Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae)] o la 

mosca mediterránea de la fruta (C. capitata) que pueden encontrarse en este medio, 

de manera que son potencialmente sensibles a la acción de la fauna útil que allí 

habita. A día de hoy ya se están llevando a cabo diferentes acciones dirigidas a 

fomentar y preservar algunos de estos enemigos naturales. Un ejemplo es la 

siembra de cubiertas vegetales para mejorar el control de T. urticae y los estudios 

realizados por Aguilar-Fenollosa et al. (2009) sobre las relaciones ecológicas 

existentes entre la comunidad de ácaros asociada a éstas y la que habita en la parte 

aérea del cultivo. El control biológico realizado por el complejo de depredadores 

generalistas presentes en este medio puede ser de gran ayuda en los futuros 

programas de gestión de plagas en cítricos, y en especial de C. capitata, siendo por 

lo tanto necesario profundizar más en el estudio de este sistema. 
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1.2 Ceratitis capitata (Wiedemann)                   

(Diptera: Tephritidae) 

La mosca mediterránea de la fruta, C. capitata, es una de las plagas más 

importantes en la fruticultura mundial. En España, por su gran repercusión 

económica, es considerada como una de las plagas más graves en cítricos. Aunque 

tradicionalmente el control de C. capitata se ha basado en la aplicación de 

tratamientos fitosanitarios, la creciente preocupación por las repercusiones tanto 

ambientales como para la salud humana de éstos (Flessel et al. 1993, Burns et al. 

2001), y los elevados costes de cultivo que suponen en la citricultura española, han 

llevado a la búsqueda de nuevas alternativas para el manejo de esta plaga 

(Castañera 2007). En este contexto, el control biológico aparece como una 

herramienta apenas explotada, y dentro de éste, el estudio y posterior utilización de 

los depredadores polífagos que tienen por hábitat el suelo de los cítricos se nos 

presenta como un campo aún no explorado que podría complementar sin apenas 

coste otras estrategias utilizadas para el control de esta plaga. 

1.2.1 Clasificación taxonómica 

De acuerdo con Richards y Davies (1984), la clasificación taxonómica es la 

siguiente:  

 Clase: Insecta  

 Orden: Diptera 

 Suborden: Brachycera 

 Familia: Tephritidae (= Trypetidae) 

 Género: Ceratitis  

 Especie: capitata 

1.2.2 Descripción 

Ceratitis capitata presenta una metamorfosis completa u holometábola. Su ciclo 

biológico consta de cuatro estados de desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto. El 

huevo es blanco, alargado y ligeramente curvado, con un tamaño medio de 1 x 0,2 

mm. La larva es ápoda-céfala, de color blanco marfil, afilada en la parte anterior y 

truncada posteriormente. Ésta pasa por tres estadíos larvarios (L1, L2 y L3) 
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diferenciados entre sí por el tamaño y el grado de desarrollo del aparato bucal, de 

tipo raspador. El pupario es coartado, tiene forma cilíndrica fusiforme con la 

superficie lisa y vira de color blanco a marrón. El imago desde el interior del pupario 

evagina y distiende el ptilino, empujando el extremo anterior del pupario que se abre 

transversalmente y permite así su emergencia (Richards y Davies 1984). El adulto 

tiene un tamaño de entre 4 y 5 mm de longitud. Su cabeza es de color amarillo con 

una franja pardusca entre los ojos. Los ojos son rojo púrpura con irisaciones verde-

azuladas. La zona dorsal del tórax es de color gris plateado con manchas negras 

irregulares y con largos pelos laterales y posteriores, mientras que la parte ventral y 

lateral es amarillenta. Las alas son irisadas, con varias manchas grisáceas, amarillas 

y negras que caracterizan a la especie. El abdomen, también de color amarillo 

pardusco, presenta dos franjas transversales grises en la zona dorsal. Las hembras 

poseen un oviscapto muy puntiagudo y retráctil (Fig. 1.1). Los machos se diferencian 

muy bien de las hembras por la forma más redondeada del abdomen, y por la 

presencia en la cabeza de dos quetas orbitales que terminan en una paleta romboide 

de color negro, carácter que los diferencia del resto de las especies de tefrítidos de 

importancia agrícola (Fig. 1.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1 Hembra adulta de C. capitata            Figura 1.2 Macho adulto de C. capitata 

mostrando el oviscapto (flecha).   mostrando las quetas cefálicas (flechas). 

 

1.2.3 Origen y distribución geográfica 

El centro de origen de C. capitata se supone en la costa nor-occidental africana, 

desde donde se ha extendido a otras zonas templadas, subtropicales y tropicales de 

ambos hemisferios. A pesar de no ser originaria del Mediterráneo, se la conoce 
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como mosca mediterránea de la fruta, ya que es en los países que lo rodean donde 

su incidencia económica se ha hecho más patente. La mosca mediterránea de la 

fruta destaca por su gran polifagia; de hecho, ataca a más de 250 especies de 

frutales y hortícolas, y es especialmente importante el daño que causa en frutales de 

hueso y de pepita, y en cítricos (Liquido et al. 1991). Su gran polifagia y alta 

adaptabilidad explican que haya colonizado con tanto éxito diversas regiones 

templadas del planeta (Papadopoulos et al. 1996). Ceratitis capitata se ha convertido 

en una plaga de gran importancia en las zonas tropicales, subtropicales y 

mediterráneas. Actualmente afecta a todos los países de la franja mediterránea y 

está extendida en Asia (India), Sudáfrica, América e incluso en Australia (Hagen et 

al. 1981, Fimiani 1989, Fletcher 1989, Robinson y Hooper 1989, Steck et al. 1996, 

Davies et al. 1999). El área de distribución mundial se refleja en la Fig. 1.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3 Mapa de distribución mundial de C. capitata (Fuente: EPPO, 2006). 
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1.2.4 Ciclo biológico y ecología 

En condiciones ambientales favorables, el ciclo biológico de esta especie tiene una 

duración de menos de un mes. Con temperaturas inferiores a 20ºC, el tiempo 

necesario para completar el ciclo se va alargando y puede alcanzar los 2-3 meses 

(Christenson y Foote 1960). En la región mediterránea, su actividad queda reducida 

en invierno, ya que por debajo de los 15ºC no realiza la puesta (Bodenheimer 1951). 

Aunque la reinvasión anual desde regiones con inviernos menos fríos es un hecho 

constatado, algunas evidencias sugieren que C. capitata está establecida de forma 

permanente en muchas de las áreas templadas, superando las temperaturas más 

extremas del invierno como larva protegida dentro de los frutos que permanecen en 

los árboles (Papadopoulos et al. 1996) e incluso como adultos que buscan refugio en 

cultivos de hoja perenne. Del Pino (2000) demostró que los adultos de esta especie 

son capaces de sobrevivir durante el invierno en las condiciones que se dan en la 

Comunidad Valenciana, y pueden aguantar temperaturas ambientales por debajo de 

0ºC durante varias horas y varias noches. La duración de las distintas fases de 

desarrollo de esta especie vendrá determinada principalmente por la condiciones de 

humedad ambiental y temperatura. 

La hembra de C. capitata puede depositar unos 20 huevos por día y entre 300 y 800 

en todo el periodo reproductivo (Weems 1981, Aluja 1993). Tras la eclosión del 

huevo, las larvas empiezan a alimentarse dentro de la fruta. Una vez alcanzado el 

tercer estadío larvario, éste abandona la fruta para saltar y pupar enterrado en el 

suelo a una profundidad de entre 1-5 cm en función del tipo de suelo. Los adultos 

recién emergidos permanecen también un tiempo sobre la superficie del suelo hasta 

que son capaces de desplegar completamente las alas y volar. En estado adulto, C. 

capitata se alimenta de secreciones de melaza de insectos homópteros, de 

excrementos, de las secreciones glandulares de las plantas, de néctar, del jugo de 

los frutos (Christenson y Foote 1960, Drew et al. 1983), y de secreciones de hojas y 

brotes (Craig 1960) ya que necesitan una dieta rica en aminoácidos para alcanzar la 

madurez sexual. 

El número de generaciones alcanzadas por año varía en función de las condiciones 

climáticas y de la presencia de huéspedes durante la época más fría. Así, en zonas 

templadas con inviernos fríos y sin presencia de frutos desde otoño a primavera, C. 

capitata presenta de 3 a 4 generaciones anuales. El número de generaciones se 
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incrementa a 7 u 8 cuando las temperaturas mínimas invernales no bajan de los 0ºC, 

y es capaz de superar las 12 generaciones en sus condiciones ambientales más 

óptimas (Aluja 1993). 

En la Comunidad Valenciana, C. capitata se desarrolla sobre distintos huéspedes en 

función de su época de maduración, siendo por lo general como sigue: naranjas 

tardías, albaricoques, melocotones, peras, manzanas, higos, Caquis y por último, 

mandarinas y naranjas tempranas (Gómez-Clemente 1948). Este esquema se vuelve 

a repetir en otras zonas mediterráneas, de manera que los frutales de hueso y pepita 

sirven como eslabón entre las infestaciones de primavera y las de otoño, y también 

como refugio de las larvas invernantes (Papadopoulos et al. 2001). 

1.2.5 Daños e importancia económica 

La picadura efectuada por la hembra en la puesta produce un pequeño orificio en la 

superficie del fruto que desencadena una reacción necrótica a su alrededor, y que se 

manifiesta en forma de una mácula amarilla en naranjas y mandarinas. La herida 

producida es vía de entrada de microorganismos que provocan la podredumbre de 

éste. Además, las larvas al alimentarse de la pulpa, provocan una serie de 

reacciones que favorecen los procesos de oxidación y maduración prematura del 

fruto y que dan lugar a su caída. 

La enorme importancia económica y social de la mosca mediterránea de la fruta en 

nuestro país está relacionada con la gran importancia socio-económica de los 

cítricos en el sector agrario español. Esta circunstancia se ha visto agravada en los 

últimos años debido a la expansión del cultivo de variedades extra-tempranas 

(Marisol, Clausellina, Okitsu, etc.), extremadamente sensibles al ataque de la mosca 

mediterránea de la fruta. A estas pérdidas económicas de tipo directo, hay que 

sumar las cuantiosas pérdidas derivadas de la imposición de periodos de cuarentena 

y protocolos de exportación muy restrictivos. En este sentido, cabe señalar por su 

gravedad, el bloqueo a la exportación de clementinas españolas por parte de 

Estados Unidos en 2001, con pérdidas cifradas en unos 300 millones de euros 

(Castañera 2003a). 
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1.2.6 Métodos de control 

1.2.6.1 Control químico 

Tradicionalmente, el control de C. capitata en España se ha basado en aplicaciones 

regulares de insecticidas organofosforados, especialmente malatión, cebados con un 

atrayente alimenticio (proteínas hidrolizadas) (Primo-Millo et al. 2003). En la 

Comunidad Valenciana, además de las aplicaciones terrestres, se han realizado 

aplicaciones aéreas con malatión-cebo como parte de un programa regional de 

control de esta plaga. La elevada frecuencia de estos tratamientos ha originado la 

aparición de poblaciones de mosca resistentes a este producto (Ortego et al. 2005, 

Magaña et al. 2007). Además, los efectos perjudiciales que provocan estos 

tratamientos sobre la salud humana (Flessel et al. 1993) y el medio ambiente (Burns 

et al. 2001), y su acción nociva sobre la fauna útil presente en este cultivo (Hoelmer 

y Dahlsten 1993, Urbaneja et al. 2009b) han llevado a su exclusión del Anexo I del 

Registro Único Europeo (Directiva 91/414) desde enero de 2009. La salida de 

escena de este producto ha conllevado una rápida búsqueda de alternativas 

químicas a este insecticida que cumplan las condiciones de ser eficaces contra esta 

plaga y a su vez selectivos frente a la fauna útil. El insecticida de origen natural 

spinosad parece ser el sustituto con mejor acogida al cumplir satisfactoriamente con 

estas dos condiciones (Chueca et al. 2007, Urbaneja et al. 2009b). Actualmente, un 

tratamiento cebo con este producto, Spintor Cebo (GF-120, Dow AgroSciencies 

Ibérica, Madrid) consistente en una mezcla de spinosad, azúcares, agua y atrayentes 

(Dow AgroSciencies 2002) está siendo aplicado con éxito para el control de 

diferentes especies de tefrítidos plaga en distintas partes del Planeta (Burns et al. 

2001, Moreno y Mangan 2003, Stark et al. 2004). Otras materias activas 

recientemente recomendadas en la Comunidad Valenciana son los tratamientos 

cebo con los piretroides lambda-cihalotrín y etofenprox, y el organofosforado metil-

clorpirifos. La reducción de los tratamientos químicos sigue siendo una estrategia 

prioritaria en el control de esta plaga. Por esta razón, el manejo de C. capitata se 

está abordando a través de un plan de actuación integral que conlleva la utilización 

conjunta de diferentes aproximaciones no contaminantes e inocuas para la salud 

humana (Castañera 2007). 
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1.2.6.2 Medidas culturales 

El control de focos mediante la eliminación de frutos infestados, recolección y 

posterior enterrado de fruta no cosechada, y el arranque de frutales aislados o 

abandonados que se encuentran dentro del área citrícola, son medidas esenciales 

para poder disminuir las poblaciones de este fitófago a nivel regional (Primo-Millo et 

al. 2003). Sin embargo, este tipo de medidas son de difícil ejecución, ya que para 

que sean eficaces, su aplicación debería de realizarse a gran escala (Chueca 2007). 

De hecho, se ha observado en los últimos años en el área citrícola española una 

relación directa entre el creciente abandono de huertos, debido a la caída de precios, 

y un fuerte incremento en las poblaciones de esta plaga. 

1.2.6.3 Trampeo masivo 

El trampeo masivo consiste en la captura de adultos mediante la utilización de 

trampas y distintos tipos de atrayentes sintéticos. Actualmente se está generalizando 

el uso de la trampa Tephri-trap
®
 combinada con el atrayente alimenticio Tri-pack

®
, 

formado por la mezcla de tres componentes (acetato amónico, putrescina y 

trimetilamina), siendo este formulado de mayor eficiencia que los antiguos atrayentes 

basados en proteínas hidrolizadas líquidas. Junto al atrayente se pone una pequeña 

dosis de insecticida para matar las moscas capturadas. La reciente retirada del 

mercado del diclorvos (DDVP) por aplicación de la Directiva CE 91/414, está 

llevando a la búsqueda de nuevas materias activas que puedan se utilizadas como 

sustitutos de este insecticida (Escudero-Colomar et al. 2009). Las trampas utilizadas 

en este método de control se suelen disponer de manera homogénea a razón de 

unas 50 trampas por ha (Fibla et al. 2007), aunque también se han ensayado otras 

disposiciones de tipo perimetral que buscan evitar invasiones (Papadopoulos et al. 

2001). El método de trampeo masivo es especialmente eficaz cuando las 

poblaciones de la mosca aún no son muy elevadas (0,5 moscas por trampa y día) 

(Fibla et al. 2007). 

En la Comunidad Valenciana, se está utilizando el trampeo masivo en áreas 

citrícolas que requieren una especial protección, ya sea por su alta densidad de 

variedades extra-tempranas, por ser inaccesibles mediante los tratamientos 

convencionales a base de insecticidas, por estar ubicadas en áreas con un 

determinado valor ecológico, por encontrarse cerca de áreas urbanas, o por tratarse 
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de frutales aislados (Primo-Millo et al. 2003). Sin embargo, su alto coste desaconseja 

su uso a gran escala. 

1.2.6.4 Quimioesterilización 

Este método busca disminuir las poblaciones de la plaga mediante la reducción de la 

fertilidad o la fecundidad de los individuos de una población al entrar en contacto con 

una sustancia química que afecta negativamente a estos parámetros. Se ha 

observado que el lufenurón, inhibidor de la síntesis de quitina, anula la eclosión de 

los huevos puestos por hembras que han ingerido un cebo con un 0,1% de esta 

materia activa o que han copulado con machos expuestos a esta materia activa 

(Casaña-Giner et al. 1999). En un programa piloto desarrollado durante 4 años en 

Valencia, se demostró que la aplicación de este quimioesterilizante, incorporado a un 

cebo atrayente con difusor de liberación lenta, reducía significativamente la 

población de C. capitata (Navarro-Llopis et al. 2004, 2007a). Actualmente se 

comercializan trampas con el atrayente y el cebo que incorpora la materia activa 

(Adress
®
, Syngenta Agro S.A., España). Se recomienda la utilización de 24 trampas 

por ha, lo que supone un coste de aproximadamente 150 euros/ha. La 

quimioesterilización es una técnica que no deja residuo en la fruta. Además, gracias 

a su transmisión horizontal de machos a hembras, actúa efectivamente sobre un 

porcentaje de la población, y se obtienen por lo tanto, resultados evidentes con 

poblaciones elevadas de mosca (Navarro-Llopis et al. 2007b). La quimioesterilización 

podría afectar a otros componentes de la comunidad de artrópodos del cultivo, al 

verse atraídos por el cebo. En los estudios realizados hasta la fecha, no se ha 

observado ningún efecto perjudicial sobre la fauna útil (Navarro-Llopis et al. 2007b). 

1.2.6.5 Control autocida 

El método de control autocida o técnica del insecto estéril (TIE) se basa en la 

esterilización por irradiación de un gran número de machos que al ser liberados 

compiten con los machos salvajes por fecundar a las hembras salvajes (Kniplin 

1955). La descendencia producida por hembras que han copulado con estos machos 

irradiados no es viable, lo que repercute de forma negativa sobre las poblaciones 

salvajes de esta plaga (San Andrés et al. 2009). Los programas TIE son un método 

no contaminante de prevención, supresión o erradicación de C. capitata que está 

siendo aplicado en diferentes países (Linquist 2000, Hendrichs et al. 2002). En 
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España este método fue utilizado por primera vez en Tenerife, Murcia y Granada 

(Mellado 1917, Mellado et al. 1974). Desde 2002 existe un programa piloto de lucha 

autocida contra esta plaga en la Comunidad Valenciana (Primo-Millo et al. 2003, San 

Andrés 2008). En un principio, las moscas estériles eran importadas desde 

Argentina, se hacían evolucionar en Moncada (Valencia) y fueron utilizadas en 

estudios a pequeña y mediana escala con resultados satisfactorios. En 2007, la 

Consellería de Agricultura, Pesca y Alimentación inauguró en Caudete de las 

Fuentes (Valencia) una biofábrica para producir y liberar machos estériles a gran 

escala. La eficiencia de esta técnica es mucho más evidente cuando las poblaciones 

salvajes de la mosca son bajas. Por esta razón su utilización ha de ser 

complementada con la de otros métodos de control (Argilés y Tejedo 2007). 

1.2.6.6 Control biológico 

El control biológico de esta plaga se ha basado principalmente en las sueltas 

inundativas de parasitoides. Éstas se han aplicado en campo en varios países con 

diferentes grados de éxito. El primer programa de control biológico que utilizaba 

parasitoides foráneos se llevó a cabo en 1902 en Australia. Los mayores éxitos se 

lograron en Hawaii en los años 1950 con la introducción de Diachasmimorpha 

longicaudata (Ashmead) y Diachasmimorpha tryoni (Cameron) (Hymenoptera: 

Braconidae) (Wong et al. 1991). En España, a comienzos de los años 30 se intentó 

la cría y establecimiento sin éxito de los bracónidos, Psyttalia humilis (Silvestri) y D. 

tryoni (Gómez-Clemente 1932, 1934). Con el auge del control químico en la 

agricultura, el control biológico de esta plaga quedó relegado a un segundo plano. 

No obstante, en 1960 se introdujo el himenóptero eulófido Tetrastichus giffardianus 

(Silvestri) en Tenerife, especie supuestamente establecida pero cuya efectividad no 

se ha evaluado nunca (Moner et al. 1988). 

En el año 2002, se importaron dos especies de bracónidos parasitoides, D. tryoni, 

parasitoide de larvas, y Fopius arisanus (Sonan), parasitoide de huevos (Castañera 

2003b). Diachasmimorpha tryoni, nativo de Australia, fue introducido en Hawaii hacia 

1910, y rápidamente contribuyó a la reducción de las poblaciones de C. capitata, 

mientras que, F. arisanus, nativo del sureste asiático, ha sido introducido en 

diferentes regiones tropicales como Hawaii, Florida, Australia, Costa Rica, las islas 

Fidji o Italia (Snowball y Lukins 1966, Purcell 1998, Calvitti et al. 2002). Con estas 

dos especies se han llevado a cabo ensayos en laboratorio y en semi-campo para 
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poder determinar su potencial como agentes de control en España (Beitia et al. 

2007), aunque su capacidad de adaptación a nuestras condiciones no está todavía 

determinada. En algunos países como México, Guatemala o Costa Rica, se está 

aplicando con éxito la liberación combinada de machos estériles y parasitoides (Gurr 

y Kvedaras 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4 Estados de desarrollo biológico de C. capitata que se dan en el suelo de 

cítricos: A) Larvas de 3º estadío, B) estado de pupa, C) adulto recién emergido, con 

las alas sin desplegar y D) adulto con las alas parcialmente desplegadas. 

 

Otros agentes potenciales de control biológico de C. capitata son los depredadores 

polífagos presentes en el suelo de este cultivo. Como ya se ha comentado, la mosca 

mediterránea de la fruta desarrolla parte de su ciclo biológico en este medio. Así, 

tanto larvas de tercer estadío, como pupas y adultos recién emergidos son sensibles 

a la acción de estos depredadores (Fig. 1.4). Existen algunos trabajos que citan a 

hormigas, carábidos, estafilínidos y arañas como depredadores de larvas y pupas de 

moscas de la fruta (Eskafi y Kolbe 1990, Galli y Rampazo 1996, Urbaneja et al. 

2006). Aun así son pocos los estudios que hayan evaluado el impacto de este tipo de 

depredadores sobre C. capitata (Debouzie 1989). La utilización de manera efectiva 

de estos enemigos naturales pasa por la gestión y conservación de sus poblaciones, 

A) B)

C) D)

A) B)

C) D)
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principalmente a través de la manipulación de su hábitat (Barbosa 1998). Los largos, 

complejos y laboriosos estudios sobre la bioecología de estos enemigos naturales 

que conlleva este tipo de estrategia son la principal causa que ha llevado a 

despreciar su papel potencial en el control de esta plaga. 
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1.3 Objetivos 

La presente Tesis pretende estudiar las comunidades de depredadores polífagos 

que habitan en el suelo de los cítricos de la Comunidad Valenciana y evaluar su 

papel en el control de C. capitata. Un conocimiento más profundo de este sistema 

permitirá su incorporación en las actuales estrategias no contaminantes utilizadas 

para la gestión de esta plaga. Para ello se plantearon los siguientes objetivos: 

 

1. Identificar y evaluar el complejo de depredadores generalistas 

presentes en el suelo de cítricos. 

a. Conocer los grupos de depredadores que lo componen. 

b. Estudiar la actividad-densidad, composición y riqueza específica, y 

estructura poblacional de estos grupos, asociados a los distintos 

manejos del suelo más representativos de los cítricos. 

c. Determinar las actividades estacionales de estos grupos así como 

de las especies más importantes de cada uno de ellos. 

 

2. Evaluar en condiciones de laboratorio la capacidad depredadora frente 

a C. capitata de las especies más representativas de cada grupo de 

depredadores. 

a. Evaluar la preferencia por los distintos estados biológicos de C. 

capitata presentes en el suelo de cítricos. 

b. Obtener las curvas de respuesta funcional de los depredadores 

prevalentes frente a los distintos estados de C. capitata para 

comparar la eficiencia de cada depredador. 

  

3. Determinar en condiciones de campo, mediante marcadores 

moleculares, los depredadores más eficientes de C. capitata. 

a. Diseñar marcadores moleculares específicos frente a C. capitata. 



Capítulo 1 

 19 

b. Determinar en laboratorio tiempos máximos de detección de la 

presa en los tractos digestivos de las especies de depredadores 

seleccionadas. 

c. Utilizar estos marcadores con especímenes salvajes capturados en 

parcelas comerciales de cítricos para determinar si C. capitata 

forma parte de su dieta. 

 

4. Desarrollar un anticuerpo monoclonal específico frente a C. capitata 

que permita evaluar a gran escala la acción ejercida sobre esta plaga 

por el complejo de depredadores polífagos en suelos de cítricos. 

a. Obtención de un anticuerpo monoclonal de expresión en fagos, 

específico frente a C. capitata. 

b. Obtención de un anticuerpo policlonal de conejo específico frente a 

C. capitata.  

c. Comparación de los parámetros de sensibilidad y especificidad de 

ambos tipos de anticuerpo. 

 

 



 

 



Capítulo 2 

 21 

2 Identificación del complejo de 

depredadores polífagos presentes en 

el suelo de cítricos 
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2.1 Introducción 

A pesar de la larga tradición con la que cuenta el control biológico en la citricultura 

española (Jacas et al. 2006), la mayor parte de ejemplos son referidos a enemigos 

naturales específicos que habitan y actúan en la parte aérea. Sin embargo, el tipo de 

gestión de este cultivo, permite la existencia de hábitats epigeos semipermanentes 

capaces de albergar una rica comunidad de artrópodos con diferentes hábitos 

alimenticios. Entre ellos, el complejo de depredadores generalistas se nos presenta 

como una herramienta potencial de gran utilidad para la gestión de aquellas plagas 

que, como C. capitata, pueden aparecer en este hábitat. En contraste con lo que 

ocurre en la parte aérea, apenas existen estudios en cítricos que describan este 

complejo y evalúen su papel como agentes de control biológico (Urbaneja et al. 

2006). 

Aunque en la agricultura tradicional el manejo de plagas se ha sustentado 

principalmente en la acción de los enemigos naturales generalistas autóctonos 

(Symondson et al. 2002a), en las últimas décadas, el control biológico se ha basado 

en el estudio, evaluación y utilización de enemigos naturales con un elevado grado 

de especialización en sus presas, que además son en numerosas ocasiones de 

procedencia exótica. Este tipo de enemigos, con alta capacidad de respuesta a las 

poblaciones de la plaga, gracias a una elevada eficacia en los procesos de 

búsqueda, captura y manejo de la presa (respuesta funcional) y a su facilidad para 

incrementar sus poblaciones cuando lo hacen las del fitófago (respuesta numérica), 

ha sido mejor considerado que los enemigos naturales de hábitos generalistas 

(Hassell y May 1986). Además, su estudio y manejo es mucho más sencillo que el de 

estos últimos. Los depredadores generalistas poseen unas relaciones tróficas mucho 

más complejas, donde son frecuentes fenómenos tales como la depredación 

secundaria (Sheppard et al. 2005), el canibalismo (Borre et al. 2006, Wise 2006), o 

los comportamientos carroñeros (Foltan et al. 2005, King et al. 2008), que dificultan 

la evaluación del impacto real de éstos sobre los fitófagos; para poder subsistir, sus 

poblaciones suelen sustentarse en un amplio rango de presas, lo cual era 

interpretado como un menor grado de especialización y por lo tanto de eficiencia en 

su acción; en general sus ciclos de vida prolongados les impiden responder de 

manera rápida a las explosiones de un fitófago, conllevando además unos procesos 

más largos de establecimiento en un hábitat determinado. Muchos de estos rasgos, 
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denunciados en el pasado como poco convenientes a la hora de llevar a cabo un 

control efectivo de la plaga (Sabelis 1992), con los nuevos puntos de vista más 

globales e integradores de las teorías de la depredación, han pasado a ser 

reconocidos como cualidades favorables en los sistemas depredador-presa 

(Symondson et al. 2002a). Así, la capacidad de alimentarse sobre un amplio rango 

de presas (Holt y Lawton 1994, Harper et al. 2005) y la independencia de sus 

poblaciones de las del fitófago (Lövei y Sunderland 1996), va a permitir la presencia 

del depredador en niveles suficientes cuando el fitófago aun no está presente o ya 

ha desaparecido (Symondson et al. 2002a). Sus hábitos alimenticios oportunistas 

que les permiten explotar rápidamente muchos tipos de presa, pueden ser de vital 

importancia a la hora de poder actuar frente a cualquier plaga de nueva introducción. 

El canibalismo ayuda a mantener las poblaciones del depredador en los periodos de 

mayor escasez de presa (“estrategia del bote salvavidas”, [Wise 2006]), e incluso 

comportamientos carroñeros supondrán números más elevados en las poblaciones 

del depredador (Sunderland 1996) y pueden servir para atraer a éstos hacia lugares 

donde hay una mayor densidad de presas vivas (Juen y Traugott 2005). 

La utilización de uno de estos dos tipos de depredadores, generalista o especialista, 

no tiene por qué ser excluyente del otro. Contrariamente, su acción conjunta puede 

muchas veces resultar en un efecto sinérgico. La presencia de depredadores 

generalistas cuando los niveles de plaga son muy bajos va a suponer un efecto de 

contención, evitando que se disparen las poblaciones del fitófago hasta la más tardía 

llegada del especialista (Sunderland 1999, Symonson et al. 2002a). Por otro lado, la 

actuación del especialista en la parte aérea muchas veces conlleva la caída de 

presas de la planta al suelo, donde éstas pueden ser utilizadas por el generalista 

(Losey y Denno 1998, Kromp 1999). 

A día de hoy, se considera que la acción conjunta de todo el complejo de 

depredadores generalistas puede realizar un control efectivo sobre las poblaciones 

de un fitófago (Sunderland et al. 1997, Symondson et al. 2002a, Nyffeller y 

Sunderland 2003, Moreno et al. 2010). De hecho, se piensa que la combinación de 

las distintas estrategias de caza que utilizan las diferentes especies que componen 

este complejo (Marc y Canard 1997), puede resultar en una eficiencia mayor a la 

acción de un especialista. Además, debido a la gran diversidad de hábitos 

alimenticios de los distintos componentes del complejo, así como a sus diferentes 

patrones de actividad estacional, en numerosos casos, todos los estados biológicos 
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de la plaga pueden ser sensibles a la acción de estos depredadores y en cualquier 

época del año (Symondson et al. 2002a) Por esta razón, el manejo de las 

poblaciones de este complejo mediante la manipulación de su hábitat (Landis et al. 

2000), conocido como control biológico de conservación, se presenta como una de 

las estrategias más interesantes y a su vez menos explotadas, para el control de un 

amplio rango de especies plaga, tanto autóctonas como exóticas (Symondson et al. 

2002a). 

Los órdenes Araneae, Dermaptera, y las familias Carabidae, Cicindelidae y 

Staphylinidae del orden Coleoptera, son los grupos de mayor tradición en los 

estudios de depredadores generalistas epigeos realizados en diferentes sistemas 

agrícolas (Kromp 1999, Sunderland 1999, Symondson et al. 2002a). En el presente 

trabajo, definiremos por “grupo” a aquellas especies de depredadores 

filogenéticamente relacionadas que además comparten una misma área geográfica 

de distribución, un mismo tipo de hábitat y similares recursos alimenticios. 

Las arañas, junto a los carábidos, probablemente sean el grupo de depredadores 

polífagos más estudiado (Riechert y Lockley 1984, Sunderland 1999, Symondson et 

al. 2002a). El orden Araneae es uno de los más diversos del planeta con 41.000 

especies descritas (Platnick 2009) y entre 60.000 y 170.000 especies estimadas 

(Coddington y Levi 1991). Las arañas pueden ser encontradas en elevada 

abundancia en muchos tipos de agroecosistemas (Mansour et al. 1980, Oraze y 

Grigarick 1989) mostrando además, todas las especies conocidas de este orden un 

comportamiento depredador, generalmente insectívoro (Thompson 1984). Los 

grupos de arañas han sido capaces de reducir de manera significativa las 

poblaciones de diferentes especies plaga (Mansour y Whitecomb 1986, Sunderland 

et al. 1997, Sunderland 1999). 

Existen aproximadamente 40.000 especies de carábidos descritas (Lövei y 

Sunderland 1996). La inclusión de los carábidos dentro del control biológico disfruta 

de una larga tradición, principalmente en la agricultura centro-europea; de hecho, 

existen numerosas revisiones que evalúan su papel como agentes controladores de 

especies plaga (Thiele 1977, Allen 1979, Luff 1987, Lövei y Sunderland 1996, Kromp 

1999). Numerosos estudios de control biológico identifican a esta familia como 

depredadores de pulgones (Loughridge y Luff 1983, Holopainen y Helenius 1992, 

Kielty et al. 1996). También hay algunos trabajos que los citan como depredadores 
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voraces de pupas, larvas y huevos de dípteros (Allen y Hagley 1990, Tolonen 1995, 

Lys 1995). 

La familia Staphylinidae es la segunda más diversa del orden Coleoptera. Hasta la 

fecha se han descrito unas 47.000 especies en todo el planeta (Peck y Thayer 2003). 

El estudio del potencial depredador de esta familia en los sistemas agrícolas cuenta 

también con una larga tradición y son considerados importantes enemigos naturales 

de diferentes plagas de cereales (Dennis et al. 1990, Winder 1990). Actualmente 

existen algunas especies como Atheta coriaria (Kraatz) que son producidas de 

manera comercial (Atheta-System®, BIOBEST S.L., Almería) para el control de 

larvas de esciáridos (Diptera: Sciaridae) y de Frankliniella occidentalis (Pergande) 

(Thysanoptera) en cultivos bajo invernadero. 

Los dermápteros también han sido citados como agentes de control de numerosas 

plagas agrícolas (Carroll et al. 1985, Lenfant et al. 1994, Asante 1995, Piñol et al. 

2009). Sus hábitos alimenticios son omnívoros (Mueller et al. 1988). 

La familia Cicindelidae está muy relacionada con la familia Carabidae. Así, muchos 

autores la incluyen como una subfamilia de esta última (Pearson y Vogler 2001). Los 

cicindélidos se caracterizan por su comportamiento depredador muy voraz, aunque 

generalmente se les asocia más a ecosistemas forestales. De hecho, aparte de su 

valor como potenciales depredadores en los sistemas agrícolas, también destacan 

por su extendido uso como bioindicadores (Pearson y Vogler 2001).  

Los parámetros de abundancia, actividad estacional y riqueza de especies de un 

grupo de depredadores polífagos son de gran importancia para el control biológico. 

Existen numerosos estudios que relacionan la abundancia de los depredadores con 

el grado de incidencia en una especie plaga, de manera que se requieren 

densidades elevadas de éstos para conseguir un control eficiente del fitófago 

(Symondson et al. 2002b. Schmidt et al. 2005) La fenología de estos depredadores 

nos va a permitir conocer qué componentes del complejo se van a mostrar más 

activos cuando la plaga está presente. Una elevada diversidad en especies y 

genotipos supone una mayor variedad de estrategias de búsqueda y captura de la 

presa, incrementa la probabilidad de que todos los estados biológicos de ésta estén 

expuestos a la acción de los depredadores, y aumenta también la probabilidad de 

que existan componentes del complejo capaces de utilizar de manera eficiente la 

especie plaga como presa. 
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Un conocimiento más profundo del complejo de depredadores polífagos existente en 

los suelos de cítricos nos ayudará a entender cuáles son sus requerimientos 

ecológicos, qué potencial nos pueden ofrecer como agentes de control biológico, y 

sentará las bases para poder gestionar sus poblaciones en las diferentes estrategias 

de control biológico de conservación en este cultivo. En este capítulo se realiza un 

estudio del complejo de depredadores polífagos presentes en los suelos de cítricos, 

utilizando trampas de gravedad. Se ha estudiado la abundancia-densidad y 

composición específica de los distintos grupos de depredadores que componen todo 

el complejo, así como la actividad estacional de estos grupos y de aquellas especies 

más capturadas. Las poblaciones de estos depredadores parecen estar muy ligadas 

al tipo de gestión de suelo en el cultivo (Holliday y Hagley 1984, Sunderland y Samu 

2000, Landis et al. 2000). Por esta razón, nuestro estudio se ha realizado sobre los 

tres tipos de gestión del suelo más representativos de la citricultura española: suelos 

libres de la presencia de especies vegetales, mantenimiento de una cubierta vegetal 

espontánea y siembra de cubiertas monoespecíficas con la gramínea Festuca 

arundinacea Schreber (Poaceae). 
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2.2 Material y métodos 

2.2.1 Diseño experimental 

El estudio de los depredadores polífagos de los suelos de cítricos se realizó en tres 

parcelas comerciales de aproximadamente 1 ha de superficie situadas en los 

términos municipales de Bétera (UTM: X722106 Y4388610; 30 msnm), Olocau 

(UTM: X706741 Y4400206; 330 msnm) y Náquera (UTM: X722427 Y4385216; 110 

mnm) (Fig. 2.1). Las parcelas de Bétera y Olocau estaban plantadas con mandarinos 

de la variedad Clemenules. En la parcela de Bétera entre los mandarinos aparecía 

algún pie aislado de naranjo variedad Navelina. La parcela de Náquera era una 

plantación de naranjos de la variedad Navelina. Las parcelas de Bétera y Olocau 

conservaban una cubierta vegetal permanente mientras que en la de Náquera se 

mantenía el suelo libre de vegetación. En los tres casos, las parcelas llevaban un 

sistema de riego por goteo y éstas se encontraban rodeadas por otros huertos de 

cítricos. El control de la flora arvense en la parcela de Náquera se realizaba 

mediante aplicaciones periódicas del herbicida glifosato desde inicios de la 

primavera a finales de otoño. En Bétera se mantenía una cubierta vegetal 

espontánea que se segaba una o dos veces en primavera, dependiendo de la 

pluviometría de la estación, y otra vez en otoño. En la parcela de Olocau, se había 

sembrado una cubierta monoespecífica con la gramínea Festuca arundinacea 

Schreber (Poaceae), que se mantenía con una siega a mediados de primavera y una 

segunda siega opcional en otoño en función de la aridez de la temporada. 

En este estudio se evaluó la fauna de artrópodos depredadores epígeos 

pertenecientes a los órdenes Araneae, Dermpatera, y las familias Carabidade, 

Cicindelidae y Staphylinidae del orden Coleoptera. Para ello, se utilizaron trampas de 

gravedad, y con los datos generados a partir de éstas se analizó la composición 

específica, estructura poblacional y actividad estacional de los grupos de 

depredadores citados. En cada una de las parcelas se instalaron 12 trampas 

siguiendo la diagonal del campo y con una separación de aproximadamente 10 m 

entre ellas. Cada una de las trampas consistía en un recipiente de plástico de 12,5 

cm de diámetro y 12 cm de profundidad, con un pequeño agujero en su base para 

permitir el drenaje del agua de lluvia; un embudo de plástico con una luz superior  
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Figura 2.1 Situación geográfica de las parcelas muestreadas: A) Olocau, B) Náquera, C) Bétera. 

 

también de 12,5 cm de diámetro, de manera que encajase perfectamente en el 

recipiente de plástico; y un bote de plástico de un volumen de 150 ml que se 

rellenaba con una mezcla 70% etanol, 20,9% agua, 9% etilenglicol y 0,1% 

detergente. El alcohol realizaba las funciones de conservante, el etilenglicol evitaba 

la rápida evaporación de la mezcla y el detergente disminuía la tensión superficial de 

ésta. El recipiente de plástico de mayor volumen se enterraba a ras del suelo, en su 

interior se depositaba el bote de plástico con la mezcla, y acoplado a ambos 

recipientes se situaba el embudo de manera que éste quedaba a ras del suelo y los 

artrópodos que pasaban por encima caían al recipiente con la mezcla conservante 

(Fig. 2.2).  
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Figura 2.2 Componentes y proceso de instalación de una trampa de gravedad. 

 

 

El periodo de muestreo comprendió desde abril de 2004 a abril de 2007 en Náquera 

y Olocau, y desde agosto de 2003 a agosto de 2006 en la parcela de Bétera. El bote 

con la mezcla conservante se renovaba cada dos semanas y los especímenes de los 

distintos grupos de depredadores se determinaban taxonómicamente hasta nivel de 

especie en la mayoría de adultos, y hasta nivel de familia con los estados inmaduros. 

2.2.2 Análisis de datos 

2.2.2.1 Patrones de actividad-densidad 

Para cada fecha y sitio de muestreo se calculó el número medio de especímenes 

capturados por trampa y día pertenecientes a cada uno de los grupos de 

depredadores estudiados, y también a las especies más frecuentes de estos grupos. 

Los valores se expresaron como promedio ± error estándar. 

Para poder explicar la variabilidad en las capturas, entre años y estaciones 

meteorológicas del año, el número de especímenes adultos de cada uno de los 

grupos estudiados acumulado por trampa y estación fue analizado mediante el uso 

de un modelo lineal mixto generalizado con medidas repetidas (SAS 2004). En el 
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tratamiento de datos se asumió una distribución binomial negativa de la variable 

dependiente. Año y estación fueron consideraros como factores fijos, y trampa como 

aleatorio. Cuando la interacción entre ambos factores fijos era significativa también 

se incluyó en el modelo. Las comparaciones entre estaciones se realizaron mediante 

un test LSD ajustando la significación mediante la corrección de Bonferroni. 

2.2.2.2 Indicadores de estructura poblacional 

Para poder estudiar la estructura poblacional de aquellos grupos de depredadores 

con mayor número de capturas y más ricos en especies, se ajustaron los datos de 

abundancia a los modelos teóricos de distribución log-normal, series logarítmicas y 

series geométricas (Magurran 1998). Las distribuciones log-normal son 

características de grupos o comunidades bien estructuradas, mientras que tanto las 

series logarítmicas como especialmente las series geométricas describen mejor las 

comunidades presentes en medios degradados (Magurran 2004). En un ajuste al 

modelo teórico log-normal, como los datos con los que se construye la distribución 

pertenecen a una muestra de la población, es probable que no todas las especies 

menos abundantes estén registradas, por lo que la cola izquierda de la distribución 

muchas veces no aparece. Por esta razón, se utilizó el método de Preston (1948), y 

se ajustaron los datos a una distribución log-normal truncada. 

El ajuste de nuestros datos a los distintos tipos de distribución se realizó utilizando el 

test estadístico de Kolmogorov-Smirnov, ya que éste puede aplicarse a muestras de 

pequeño tamaño sin perder efectividad (Tokeshi 1993, Sokal y Rohlf 1995). Como 

paso previo al ajuste de datos se representaron gráficamente las distribuciones 

reales de cada uno de los grupos analizados. Las especies se separaron en clases 

de abundancia (octavas) con límites 1, 3, 9, 27, 81, etc., siguiendo el método de 

Preston utilizando logaritmos en base 3. Los datos de aquellos grupos que no 

presentaban una distribución log-normal característica, con una moda lejos de las 

primeras octavas, no eran ajustados a este tipo de distribución teórica. 

2.2.2.3 Estimación de la riqueza de especies 

El número real de especies de cada uno de los grupos muestreados se estimó 

utilizando dos aproximaciones. En la primera, se ajustaron los datos de abundancia a 

una distribución log-normal y posteriormente se estimó la parte oculta o no 

muestreada de la distribución (estimación paramétrica) (Preston 1948). Este método 
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se utilizó con aquellas distribuciones en las que el ajuste a este modelo teórico era 

significativo. En la segunda aproximación se aplicaron diferentes estimadores de 

riqueza no paramétricos, que utilizan la abundancia relativa de las especies menos 

frecuentes para poder estimar las especies aún no muestreadas (Bunge y Fitzpatrick 

1993, Colwell y Coddington 1994). Se representó gráficamente el valor medio de 

cada estimador no paramétrico frente a un incremento del número de muestras, 

después de realizar 50 reordenaciones aleatorias de éstas. Este tipo de análisis nos 

va a indicar cómo se comporta el estimador de riqueza conforme se va añadiendo 

más información. Si la curva de un estimador alcanza una asíntota antes de que 

todas las muestras hayan sido añadidas al análisis, el valor obtenido podrá 

considerarse como una estimación fiable del número de especies que conforman el 

grupo muestreado. Por el contrario, si el valor obtenido sigue incrementándose 

conforme se aumenta el tamaño muestral, la estimación de riqueza obtenida 

probablemente esté sesgada por no tener un muestreo lo suficientemente completo 

(Colwell y Coddington 1994, Logino et al. 2002). Para calcular la riqueza de especies 

con los distintos estimadores no paramétricos y para estudiar la estabilidad de éstos 

al añadir más muestras, se utilizó el software libre Estimates 8.0 (Estimates 2006). 

En este estudio se utilizaron los índices no paramétricos Chao1 y Chao2 (Chao et al. 

1993, Lee y Chao 1994, Colwell y Coddington 1994), Incidence-base Coverage 

Estimatator (ICE), Abundace-base Coverage Estimator (ACE) (Chao et al. 1993, Lee 

y Chao 1994), y los estimadores Jackknife de primer orden (Jack1) y Jackknife de 

segundo orden (Jack2) (Colwell y Coddington 1994). Con cada grupo de 

depredadores se seleccionaron aquellos índices que daban estimaciones más 

estables con el incremento de muestras en el análisis. Con los datos de los grupos 

de carábidos también se estimó el número de especies utilizando la ecuación de 

Michaelis-Menten como modelo asintótico de las curvas de acumulación de especies 

(Raaijmakers 1987, Colwell y Coddington 1994). 
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2.3 Resultados 

2.3.1 Artrópodos depredadores 

Durante los 3 años de muestreo con trampas de gravedad se capturaron 17.526 

especímenes adultos de artrópodos depredadores, agrupados en 110 especies 

diferentes pertenecientes a los órdenes Araneae, Dermaptera y las familias 

Carabidae, Staphylinidae y Cicindelidae. El grupo de depredadores más importante 

en número de capturas fue el de los estafilínidos, que supuso el 40% de todas ellas. 

Las arañas, con un 29,2% de capturas, fue el segundo en importancia. Carábidos y 

dermápteros se encontraron en números similares (2.524 y 2.472 adultos cada uno 

de ellos). La familia Cicindelidae, con 407 especímenes encontrados, fue la de 

menor presencia (Fig. 2.3). 

Al evaluar la riqueza en especies, el orden Araneae fue el grupo más diverso con 51 

especies diferenciadas, seguido por la familia Staphylinidae (34 especies) y 

Carabidae (19 especies). El Orden Dermaptera y la familia Cicindelidae fueron los 

grupos de depredadores menos diversos, con 4 y 2 especies encontradas 

respectivamente (Fig. 2.3). 
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Figura 2.3 Composición de la abundancia relativa (A) y riqueza específica (B) de los distintos grupos 

de depredadores polífagos encontrados en suelos de cítricos tras tres años de muestreos con 

trampas de gravedad en tres parcelas de cítricos de la provincia de Valencia. 

Staphylinidae 40%

Araneae 29,2%

Dermaptera 14,4%

Carabidae 14,1%

Cicindelidae 2,3%

Araneae: 51 especies

Staphylinidae: 34 especies

Carabidae: 19 especies

Dermaptera: 4 especies 

Cicindelidae: 2 especies

N = 17.526 individ. 

S = 110 especies 
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2.3.2 Arañas 

2.3.2.1 Composición de especies y abundancia relativa 

Se capturaron un total de 5.116 especímenes adultos de araña agrupados en 51 

especies y 20 familias diferentes (Tabla 2.1). Las familias Gnaphosidae, Linyphiidae 

y Salticidae fueron las más diversas en cuanto a número de especies (8 especies 

encontradas en cada una de ellas). Por otro lado, Lycosidae (n = 1.971), 

Gnaphosidae (1.353) y Zodariidae (980) fueron las familias más destacadas en 

número de capturas. El licósido Pardosa cribata Simon (Fig. 2.27) fue la especie 

más capturada con 1.151 individuos recolectados, lo que representa el 22,5% del 

total de las capturas de arañas. Esta especie apareció con una frecuencia elevada 

en los tres sitios de muestreo. La segunda especie de araña más capturada fue 

Zodarion sp. con 947 adultos encontrados. En este caso, el 96,8% de las capturas 

fueron obtenidas en la parcela de Bétera. 

 

2.3.2.2 Patrones de actividad-densidad 

Las arañas pudieron encontrarse a lo largo de todo el año en los tres huertos 

muestreados. Al analizar la actividad estacional de este grupo, se encontraron 

diferencias significativas entre las distintas estaciones del año (P < 0.0001 para las 

tres localizaciones) (Fig. 2.4). En general, el mayor número de capturas fue obtenido 

en verano, con picos secundarios en primavera y otoño dependiendo de la parcela y 

año de muestreos (Tabla 2.2, Fig. 2.4). Además, la especie más abundante, P. 

cribata, se mostró activa en inverno, aunque en valores reducidos. En general, las 

especies de araña que más actividad registraron, siguieron una tendencia similar a la 

descrita para todo el grupo (Fig. 2.5, 2.6, 2.7y 2.8). 

Al estudiar cada parcela por separado, no se encontraron diferencias significativas 

en el número de capturas entre los distintos años de muestreo. (Bétera, P = 0,5288; 

Olocau P = 0,0730 y Náquera P = 0,0916). Se observó una interacción entre año y 

estación para los tres huertos (Bétera, P < 0,0001; Olocau P = 0,0003 y Náquera, P 

= 0,0011). Este resultado es consecuencia del tercer año de estudio donde las 

poblaciones de araña mostraron un comportamiento diferente (mayor número de 

capturas en primavera) al de los dos años anteriores (Fig. 2.4). 
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Tabla 2.1 Número total de arañas del suelo capturadas con trampas de gravedad en tres parcelas de 

cítricos de la provincia de Valencia durante tres años de muestreos. 

 

 

Familia Especie Bétera Olocau Náquera Total 

Lycosidae Pardosa cribata Simon, 1878 786 111 254 1.151 

Zodariidae  Zodarion sp.  917 16 14 947 

Gnaphosidae Trachyzelotes fuscipes (L. Koch, 1836) 200 272 86 558 

Lycosidae Arctosa perita (Latreille, 1799) 165 77 53 295 

Gnaphosidae Setaphis carmeli (O.P. Cambridge, 1872) 143 71 58 272 

Dysderidae Dysdera crocota C.L. Koch, 1838 87 45 120 252 

Linyphiidae Erigone dentipalpis (Wider, 1834) 112 53 50 215 

Lycosidae Alopecosa albofasciata (Brullé, 1832) 72 32 60 164 

Linyphiidae Meioneta fuscipalpis (C.L. Koch, 1836) 78 58 24 160 

Thomisidae Xysticus bliteus (Simon, 1875) 110 10 7 127 

Lycosidae Hogna radiata (Latreille, 1817)   64 33 8 105 

Gnaphosidae Haplodrassus dalmatensis (L. Koch, 1866)  34 50 16 100 

Nemesiidae Nemesia dubia O. P. Cambridge, 1874 27 33 18 78 

Linyphiidae Typhochrestus digitatus (O.P. Cambridge, 1872) 61 7 6 74 

Linyphiidae Tenuiphantes zimmermanni (Bertkau, 1890) 15 50 7 72 

Titanoecidae Titanoeca tristis L.Koch, 1872 28 21 11 60 

Agelenidae Textris coarctata (Dufour, 1831) 13 28 16 57 

Gnaphosidae Micaria dives (Lucas, 1846) 5 31 17 53 

Linyphiidae Pelecopsis inedita (O.P. Cambridge, 1875) 36 5 8 49 

Liocranidae Phrurolithus minimus C.L. Koch, 1839 21 11 2 34 

Salticidae Aelurillus aeruginosus (Simon, 1871) 13 5 15 33 

Salticidae Phlegra bresnieri (Lucas, 1846) 21 3 5 29 

Thomisidae Xysticus nubilus Simon, 1875 17 5 4 26 

Agelenidae Tegenaria fuesslini (Pavesi, 1873) 3 21 2 26 

Philodromidae Thanatus vulgaris Simon, 1870 18 3 3 24 

Gnaphosidae Zelotes tenuis (L. Koch, 1866) 6 6 7 19 

Agelenidae Textris caudata L. Koch, 1872 0 19 0 19 

Salticidae Icius hamatus (C.L. Koch, 1846)  9 2 5 16 

Oecobiidae Oecobius maculatus Simon, 1870 8 2 2 12 

Cyrtaucheniidae Cyrtauchenius walckenaeri (Lucas, 1846) 5 7 0 12 

Titanoecidae Titanoeca hispanica Wunderlich, 1994 4 3 2 9 

Theridiidae Enoplognatha oelandica (Thorell, 1875) 0 3 5 8 

Gnaphosidae Haplodrassus severus (L. Koch, 1839)  0 5 1 6 

Eresidae Eresus niger (Petagna, 1787) 1 2 2 5 

Pisauridae  Pisaura mirabilis (Clerck, 1757) 1 3 1 5 

Zodariidae Zodarion styliferum (Simon, 1870)  0 0 5 5 

Gnaphosidae Nomisia exornata (C.L. Koch, 1839)  3 1 0 4 

Lycosidae Alopecosa sp. 2 2 0 4 

Sicariidae  Loxoceles rufescens (Dufour, 1820) 2 0 2 4 

Gnaphosidae Micaria coarctata (Lucas, 1846) 3 0 1 4 

Linyphiidae Pelecopsis bucephala (O.P. Cambridge, 1875) 4 0 0 4 

Theridiidae Steatoda albomaculata (De Geer, 1778) 0 4 0 4 

Salticidae Thyene imperialis (Rossi, 1846) 2 1 0 3 

Linyphiidae Erigone vagans Audouin, 1826 2 1 0 3 

Salticidae Talavera aequipes (O.P. Cambridge, 1871)  1 0 1 2 

Salticidae Chalcocirtus infimus (Simon, 1868)  1 1 0 2 

Miturgidae Cheiracanthium mildei L. Koch, 1874  0 1 0 1 

Linyphiidae Linyphiidae sp. 1 0 0 1 

Sparassidae Olios argelasius (Walckenaer, 1805)  0 1 0 1 

Salticidae Pseudeuophrys lanigera (Simon, 1871)  1 0 0 1 

Zodariidae Zodarion maculatum (Simon, 1870)  0 0 1 1 

Número total de individuos (N) 3.102 1.115 899 5.116 

Número total de especies (S) 43 43 38 51 
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Tabla 2.2 Valores de P del análisis de comparación por pares de datos entre estaciones (T1: 

invierno; T2: primavera; T3: verano; T4: otoño) del número de arañas recogidas por trampa (Modelo 

lineal mixto generalizado con medidas repetidas). Las áreas sombreadas corresponden a diferencias 

estadísticas en el análisis. 
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Parcela Año T1 vs T2 T1 vs T3 T1 vs T4 T2 vs T3 T2 vs T4 T3 vs T4 

Bétera 

1 0,0007 <0,0001 1,0000 <0,0001 0,0006 <0,0001 

2 <0,0001 <0,0001 0,0007 <0,0001 0,0008 <0,0001 

3 <0,0001 <0,0001 0,0298 0,2707 0,0016 0,2683 

Olocau 

1 0,0218 <0,0001 0,0119 0,0767 1,0000 0,1289 

2 0,1119 0,0002 0,0048 0,1829 1,0000 1,0000 

3 <0,0001 <0,0001 1,0000 1,0000 <0,0001 <0,0001 

Náquera 

1 0,4398 <0,0001 0,0056 0,0074 0,4920 0,4548 

2 0,0025 <0,0001 0,3759 0,0872 0,3175 0,0005 

3 <0,0001 <0,0001 0,3568 1,0000 0,0033 0,0019 

Figura 2.4 Promedio de adultos de araña 

capturados por trampa, para cada 

estación, en cada uno de los tres años 

del estudio y en las tres parcelas 

muestreadas: A) Bétera, B) Olocau y C) 

Náquera. 
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Figura 2.5 Número medio de especimenes de P. cribata (individuos/trampa y día ± ES) recogidos en 

trampas de gravedad durante un periodo de tres años en tres huertos de cítricos sometidos a 

diferente manejo de la cubierta vegetal: A) Bétera (cubierta espontánea), B) Olocau (cubierta 

monoespecífica de F. arundinacea) y C) Náquera (suelo desnudo). Las estaciones climáticas han 

sido diferenciadas y marcadas (Otñ: Otoño, Inv: Invierno, Prm: Primavera, Ver: Verano). 
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Figura 2.6 Número medio de especimenes de Zodarion sp. (individuos/trampa y día ± ES) recogidos 

en trampas de gravedad durante un periodo de tres años en la parcela de Bétera (cubierta 

espontánea).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.7 Número medio de especimenes de T. fuscipes (individuos/trampa y día ± ES) recogidos 

en trampas de gravedad durante un periodo de tres años en la parcela de Olocau (cubierta 

monoespecífica de F. arundinacea).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.8 Número medio de especimenes de A. perita (individuos/trampa y día ± ES) recogidos en 

trampas de gravedad durante un periodo de tres años en la parcela de Bétera (cubierta espontánea).  
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2.3.2.3 Indicadores de estructura poblacional 

Los datos de abundancia relativa de los grupos de arañas de los tres huertos 

muestreados se ajustaron a los modelos Log-normal y series logarítmicas de Fisher. 

En cambio, ninguno de ellos se ajustó al modelo de series geométricas (Tabla 2.3). 

Las tres distribuciones presentaron una moda fuera de la primera octava, con 

distribuciones tipo log-normal bastante evidentes en Bétera y Náquera (Fig. 2.9). 

 

 log-normal Series log Series geométricas 

  D0.05 D D0.05 D D0.05 D 

Bétera 0.136 0.046 0.136 0.038 0.136 0.2989* 

Olocau 0.136 0.119 0.136 0.097 0.136 0.1377* 

Náquera 0.145 0.043 0.145 0.118 0.145 0.1934* 

 

Los valores críticos han sido calculados para un nivel de singinficación de 0,05. Valores 

observados de D por encima del valor crítico (D0.05) implican que la distribución observada y 

la teórica son estadísticamente diferentes (*). 

 

Tabla 2.3 Test estadístico de Kolmogorov-Smirnov para el ajuste de los datos de abundancia de los 

tres grupos de arañas muestreados a los modelos teóricos de distribución: log-normal, series 

logarítmicas y series geométricas. 
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Figura 2.9 Distribuciones de abundancia de arañas en las parcelas muestreadas de A) Bétera y B) 

Olocau. Los datos de abundancia se han dividido en octavas utilizando una escala log3 y con límites 

superior de cada clase 1,5; 3,5; 9,5;… respectivamente. 
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C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2.4 Estimación de la riqueza de especies 

Los índices no paramétricos ACE, ICE, Chao1, Chao2, Jack1 y Jack2 produjeron 

estimaciones estables de la riqueza de especies, que apenas se incrementaban con 

la adición de nuevas muestras (Fig. 2.10). Todos estos índices junto con el 

estimador paraméterico S*, obtenido de la distribución log-normal, generaron valores 

bastante similares entre ellos y no mucho mayores al número de especies 

encontrado (Tabla 2.4). Bétera y Olocau produjeron los valores de riqueza más 

elevados para todos los índices utilizados (entre 47,1 - 50,9 especies en Bétera, y 

45,1 - 49,0 en Olocau). El grupo de arañas de Náquera fue el que obtuvo una 

estimación de riqueza más baja (entre 39,2 - 42,9 especies esperadas). El muestreo 

más completo se obtuvo en Náquera, según el número de especies observadas y el 

número de especies estimadas. Por otro lado, Bétera, a pesar de ser la parcela 

donde más individuos se capturaron, es el que presentó un muestreo más 

incompleto. 
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Figura 2.9 (cont) Distribución de 

abundancia de arañas en la parcela de 

C) Náquera. Los datos de abundancia 

se han dividido en octavas utilizando 

una escala log3 y con límites superior 

de cada clase 1,5; 3,5; 9,5;… 

respectivamente. 
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Figura 2.10 Valores promedios estimados de la riqueza de especies en las tres parcelas 

muestreadas, utilizando los índices ACE, ICE y Chao1 para cada incremento de muestras en el 

análisis y con 50 reordenaciones aleatorias del orden de entrada de éstas. 
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Figura 2.10 (cont.) Valores promedios estimados de la riqueza de especies en las tres parcelas 

muestreadas, utilizando los índices Chao2, Jackkinfe1 y Jackknife2, para cada incremento de 

muestras en el análisis y con 50 reordenaciones aleatorias del orden de entrada de éstas. 
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 Bétera Olocau Náquera 

  Valor ± DS IC inf IC sup Valor ± DS IC inf IC sup Valor ± DS IC inf IC sup 

Riqueza obs. 43   43   38   

ACE 47,4   46,6   40,6   

ICE 49,1   47,3   40,6   

Chao1 47,5 43,8 67,9 46,0 43,5 61,0 39,4 38,2 48,6 

Chao2 47,1 43,8 63,7 45,1 43,3 56,1 39,2 38,2 47,3 

Jack1 49,8 ± 3,1   48,8 ± 2,2   42,9 ± 2,1   

Jack2 50,9   49,0   41,2   

S* 47,5   45,6   40,4   

 

Tabla 2.4 Riqueza en especies de arañas estimada en las tres parcelas muestreadas. En algunos 

índices también se ha representado la desviación estándar (DS) o los intervalos de confianza (IC). 

 

2.3.3 Estafilínidos 

2.3.3.1 Composición de especies y abundancia relativa 

Durante los tres años de muestreo se recolectaron 7.007 estafilínidos adultos 

agrupados en 34 especies diferentes. Las dos especies más capturadas fueron 

Atheta (Xenota) mucronata Kraatz y Anotylus inustus (Gravenhorst) (Fig. 2.28) con 

2.993 y 1.617 individuos respectivamente, suponiendo entre ambas el 66% del total 

de capturas de esta familia (Tabla 2.5). Estas especies aparecieron en una elevada 

frecuencia en las tres parcelas muestreadas siendo en todos ellos las especies 

dominantes de este grupo de depredadores. Ocypus (Ocypus) olens (Muller), un 

estafilínido depredador de gran tamaño, fue la tercera especie más capturada en 

Bétera (155 individuos). 
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Especie Bétera Olocau Náquera Total  

Atheta (Xenota) mucronata Kraatz, 1859 678 1.893 422 2.993 

Anotylus inustus (Gravenhorst, 1806) 188 1.145 284 1.617 

Platystethus (Craetopycrus) cornutus (Gravenhorst 1802) 106 254 108 468 

Phloenomus minimus Erichson, 1839 3 327 39 369 

Oxypoda (Sphenoma) abdominalis Mannerheim, 1831 128 142 24 294 

Gauropterus fulgidus (Fabricius, 1787) 84 131 43 258 

Ocypus (Ocypus) olens (Muller, 1764) 155 37 54 246 

Oligota punctulata Heer, 1859 105 34 49 188 

Tasgius (Parastagius) ater (Gravenhorst, 1802) 14 111 5 130 

Lepidophallus hesperius (Erichson, 1839) 12 54 24 90 

Cordalia obscura (Gravenhorst, 1802) 71 5 9 85 

Tachyporus nitidulus (Fabricius, 1781) 62 18 2 82 

Holotrochus hispanicus n.sp 51 3 3 57 

Tachyporus hypnorum Fabricius, 1775 21 10 1 32 

Hydrosmecta thinobioides (Kraatz, 1854) 3 0 25 28 

Acrotona pygmaea (Gravenhorst, 1802) 16 2 1 19 

Platystethus nitens (Sahlberg, 1832) 0 8 2 10 

Cypha (= Hypocyphtus) laeviuscula Mannerheim, 1830 6 1 1 8 

Carpelimus (Trogophloeus) gracilis (Mannerheim, 1830) 1 3 1 5 

Neobisnius procerulus (Gravenhorst, 1806) 2 0 3 5 

Stenus (Parastenus) impressus Germar, 1824 0 0 4 4 

Scopaeus debilis Hochhuth, 1851 0 3 0 3 

morfoespecie 1 0 2 0 2 

Lordithon (Lordithon) exoletus (Erichson, 1839) 0 2 0 2 

morfoespecie 2 0 0 2 2 

morfoespecie 3 0 0 2 2 

Alaobia scapularis (Sahlberg, 1831) 0 1 0 1 

Hypomedon debilicornis (Wollaston, 1857) 1 0 0 1 

Gabrius nigritulus (Gravenhorst, 1802) 0 1 0 1 

Philonthus varians (Paykull, 1789) 0 1 0 1 

Quedius simplicifrons Fairmaire, 1862 0 0 1 1 

Xantholinus elegans (Olivier, 1795) 0 0 1 1 

morfoespecie 4 0 0 1 1 

morfoespecie 5 1 0 0 1 

Número total de individuos (N) 1.708 4.188 1.111 7.007 

Número total de especies (S) 21 24 26 34 

 

Tabla 2.5 Número total de estafilínidos capturados con trampas de gravedad en tres parcelas de 

cítricos de la provincia de Valencia durante tres años de muestreos. 

 

2.3.3.2 Patrones de actividad-densidad 

Los estafilínidos aparecieron durante todo el año en las tres parcelas muestreadas. 

Se dieron diferencias significativas en el número de capturas entre los distintos años 

de muestreo, en las 3 parcelas (P < 0,0001 en Bétera, P < 0,0001 en Olocau y P = 

0,0239 en Náquera). En el análisis de la actividad estacional de este grupo, también 

aparecieron diferencias significativas entre las distintas estaciones del año (P = 

0,0338 en Bétera, P < 0,0001 en Olocau y P < 0,0001 en Náquera) (Fig. 2.11). En 

todas las parcelas se detectó una clara interacción entre el año de muestreo y la 

estación (P < 0,0001 en Bétera, P < 0,0001 en Olocau y P = 0,0014 en Náquera) por 

lo que fue imposible describir una patrón de comportamiento estacional común para 
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este grupo (Tabla 2.6). En general la actividad más baja se registró en inverno. Cabe 

destacar que en las tres parcelas, hubo años con picos poblacionales destacados en 

otoño (Fig. 2.11). 

El análisis individualizado de las dinámicas estacionales de las especies más 

abundantes revela un patrón de comportamiento más regular tanto entre parcelas 

como entre estaciones (Fig. 2.12, 2.13 y 2.14), con el matiz de encontrar con 

frecuencia explosiones poblacionales en un determinado año y parcela que no tienen 

por qué repetirse en las otras temporadas ni tampoco en los otros puntos de 

muestreo. Los máximos poblacionales de A. mucronata se dieron en verano, con 

picos secundarios tanto en otoño como en primavera. Anotylus inustus presentó dos 

picos de actividad al año, uno en primavera y otro en otoño. Los máximos 

poblacionales de O. olens se dieron en otoño y su actividad se prolongó durante toda 

la estación fría. 

 

Parcela Año T1 vs T2 T1 vs T3 T1 vs T4 T2 vs T3 T2 vs T4 T3 vs T4 

Bétera 

1 1,0000 1,0000 0,6642 1,0000 0,9908 1,0000 

2 <0,0001 <0,0001 0,3417 1,0000 0,0066 0,0057 

3 1,0000 0,0979 0,0384 0,0236 0,1502 <0,0001 

Olocau 

1 0,4941 0,5448 0,0050 1,0000 0,4557 0,4120 

2 0,0890 0,0003 <0,0001 0,2598 0,0001 0,0010 

3 <0,0001 <0,0001 0,0001 0,9758 1,0000 0,0907 

Náquera 

1 0,0368 0,0457 0,0080 1,0000 1,0000 1,0000 

2 0,0026 <0,0001 <0,0001 1,0000 1,0000 1,0000 

3 1,0000 0,1202 1,0000 0,0210 1,0000 0,0244 

 

Tabla 2.6 Valores de P del análisis de comparación por pares de datos entre estaciones (T1: 

invierno; T2: primavera; T3: verano; T4: otoño) del número de estafilínidos por trampa (Modelo lineal 

mixto generalizado con medidas repetidas). Las áreas sombreadas corresponden a diferencias 

estadísticas en el análisis. 
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Figura 2.12 Número medio de especímenes de A. mucronata (individuos/trampa y día ± ES) 

recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de tres años en A) Olocau (cubierta 

monoespecífica de F. arundinacea). Las estaciones climáticas han sido diferenciadas y marcadas 

(Otñ: Otoño, Inv: Invierno, Prm: Primavera, Ver: Verano). 

 

 

Figura 2.11 Promedio de adultos de 

estafilínidos capturados por trampa, para 

cada estación, en cada uno de los tres 

años del estudio y en las tres parcelas 

muestreadas: A) Bétera, B) Olocau y C) 

Náquera. 
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B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.12 (cont.) Número medio de especímenes de A. mucronata (individuos/trampa y día ± ES) 

recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de tres años B) Bétera (cubierta espontánea). 
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Figura 2.13 Número medio de especímenes de A. inustus (individuos/trampa y día ± ES) recogidos 

en trampas de gravedad durante un periodo de tres años en A) Olocau (cubierta monoespecífica de 

F. arundinacea) y B) Náquera (suelo desnudo). 
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A) 
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Figura 2.14 Número medio de especímenes de O. olens (individuos/trampa y día ± ES) recogidos en 

trampas de gravedad durante un periodo de tres años en A) Bétera (cubierta espontánea) y B) 

Náquera (suelo desnudo). 

 

2.3.3.3 Indicadores de estructura poblacional 

Como ninguna de las tres distribuciones asemejaba al modelo log-normal 

(distribución normal con una moda más o menos centrada), de hecho, en Olocau y 

Náquera la moda se dio en las dos primeras octavas, mientras que en Bétera ésta 

aparecía aislada en la penúltima octava (Fig. 2.15), el ajuste de datos se realizó con 

los modelos teóricos de las series logarítmicas y las series geométricas. Los tres 

grupos de estafilínidos muestreados ajustaron al modelo de las series logarítmicas. 
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(Tabla 2.7). 
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 Series logarítmicas Series geométricas 

  D0.05 D D0.05 D 

Bétera 0,287 0,195 0,193 0,133 

Olocau 0,269 0,190 0,181 0,269* 

Náquera 0,259 0,152 0,174 0,285* 

 

Los valores críticos han sido calculados para un nivel de significación de 

0,05. Valores observados de D por encima del valor crítico (D0.05) implican 

que la distribución observada y la teórica son estadísticamente diferentes 

(*). 

 

Tabla 2.7 Test estadístico de Kolmogorov-Smirnov para el ajuste de los datos de abundancia de los 

tres grupos de estafilínidos muestreados a los modelos teóricos de distribución: log-normal, series 

logarítmicas y series geométricas. 
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Figura 2.15 Distribuciones de abundancia 

de estafilínidos en las tres parcelas 

muestreadas: A) Bétera, B) Olocau, C) 

Náquera. Los datos de abundancia se han 

dividido en octavas utilizando una escala 

log3 y con límites superior de cada clase 

1,5; 3,5; 9,5;… respectivamente. 
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2.3.3.4 Estimación de la riqueza de especies 

La estabilidad de los valores de riqueza estimados al ir incrementando el número de 

muestras fue diferente en función del índice utilizado y de la parcela muestreada 

(Fig. 2.16). Los valores más estables se obtuvieron en Bétera. Además, en esta 

parcela se estimó un número de especies teórico bastante similar al que se registró 

con los muestreos (21 especies encontradas y entre 22-24 estimadas) (Tabla 2.8). 

Por otro lado, los distintos índices utilizados mostraron poca robustez al analizar los 

datos de la parcela de Náquera. En ésta, los índices ACE y ICE mantienen una 

tendencia a ir incrementando el valor estimado cuando ya se ha añadido toda la 

información de la que disponemos, y los valores de Chao1 y Chao2 varían mucho en 

función de la cantidad de información que se esté utilizando. Además, en esta 

parcela el número de especies observado (26 especies), fue bastante inferior al 

estimado (entre 32 y 42 especies) (Tabla 2.8). En Olocau, los índices ACE y Chao1 

produjeron los valores más estables. La riqueza estimada en esta parcela fue entre 4 

y 9 especies superior a la registrada. 

 

 

 

 Bétera Olocau Náquera 

  Valor  IC inf IC sup Valor IC inf IC sup Valor IC inf IC sup 

Riqueza obs. 21     24     26     

ACE 23,87    27,96    34,89    

ICE 22,77    31,85    41,61    

Chao1 22,5 21,15 36,08 26,67 24,38 42,86 32,13 27,21 57,04 

Chao2 22,46 21,14 35,72 33 25,52 77,28 36,13 28,26 71,28 

 

Tabla 2.8 Riqueza en especies de estafilínidos estimada en las tres parcelas muestreadas. En los 

índices Chao1 y Chao2 también se han mostrado los intervalos de confianza (IC). 
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Figura 2.16 Valores promedios estimados de la riqueza de especies en las tres parcelas 

muestreadas, utilizando los índices ACE, ICE y Chao1, para cada incremento de muestras en el 

análisis y con 50 reordenaciones aleatorias del orden de entrada de éstas. 
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Figura 2.16 (cont.) Valores promedios estimados de la riqueza de especies en las tres parcelas 

muestreadas, utilizando el índice Chao2, para cada incremento de muestras en el análisis y con 50 

reordenaciones aleatorias del orden de entrada de éstas. 

 

2.3.4 Carábidos 

2.3.4.1 Composición de especies y abundancia relativa 

Durante los tres años de muestreo se recogieron un total de 2.472 carábidos adultos 

agrupados en 19 especies distintas. La parcela de Bétera, que mantenía una 

cubierta de vegetación espontánea, fue la que más capturas registró. De hecho, en 

esta parcela se recogió el 85% del total de carábidos del estudio (Tabla 2.9). La 

especie Pseudoophonus (Pseudoophonus) rufipes (De Geer) (Fig. 2.28) fue la más 

importante en número de capturas (52% del total de carábidos), seguida por 

Harpalus (Harpalus) distinguendus (Duftschmid) que fue la especie más abundante 

en Náquera y Olocau. Estas dos especies supusieron el 82% del total de capturas 

realizadas. 
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Especie Bétera Olocau Náquera Total 

Pseudoophonus (Pseudoophonus) rufipes (De Geer 1774) 1.188 40 51 1.279 

Harpalus (Harpalus) distinguendus (Duftschmid, 1812) 599 96 66 761 

Amara aenea De Geer, 1774 137 34 3 174 

Acinopus picipes (Olivier, 1795)  67 11 0 78 

Pseudoophonus (Pseudoophonus) griseus (Panzer, 1796)  32 7 4 43 

Licinus punctatulus granulatus Dejean, 1826  34 2 4 40 

Cymindis lineola Dufour, 1820  16 2 3 21 

Microlestes corticallis (Dufour, 1820)  5 11 1 17 

Olistophus sp.  9 1 7 17 

Metallina (Neja) ambiguum (Dejean, 1831)  4 6 5 15 

Anchomenus dorsalis (Pontoppidan, 1763) 5 4 0 9 

Paradromius (Manodromius) linearis (Oliver, 1795) 0 5 1 6 

Elaphropus (Tachyura) parvulus (Dejean, 1831) 0 3 0 3 

morfoespecie 1 0 2 1 3 

Dixus clypeatus (Rossi, 1790) 0 2 0 2 

Brachinus (Brachynidius) sclopeta (Fabricius, 1792) 1 0 0 1 

Pseudomasoreus canigoulensis (Fairmaire & Laboulbène, 1854) 0 1 0 1 

morfoespecie 2 1 0 0 1 

morfoespecie 3 0 0 1 1 

Número total de individuos (N) 2.098 227 147 2.472 

Número total de especies (S) 13 16 12 19 

 

Tabla 2.9 Número total de carábidos capturados con trampas de gravedad en tres parcelas de 

cítricos de la provincia de Valencia durante tres años de muestreos. 

 

2.3.4.2 Patrones de actividad-densidad 

En las tres parcelas muestreadas, aparecieron diferencias significativas en el número 

de carábidos capturados entre los distintos años del estudio (Bétera, P = 0,0009; 

Olocau, P < 0,0001; Náquera, P < 0,0001) y también entre las distintas estaciones 

(Bétera, P < 0,0001; Olocau, P < 0,0001; Náquera, P < 0,0001) (Fig. 2.17). Con este 

grupo de depredadores también se dio una interacción entre año de muestreo y 

estación. Ésta fue claramente significativa en Náquera (P < 0,0001) y en Olocau (P = 

0,0278), y significativa a un nivel del 10% en Bétera (P < 0,745). En general, el 

mayor número de capturas se obtuvo en verano, con picos secundarios en primavera 

y otoño dependiendo del sitio y del año de muestreo (Tabla 2.10, Fig. 2.17). 

En el análisis de la actividad estacional de las tres especies más capturadas se 

puede ver que P. rufipes presentó en los tres años dos máximos de actividad 

marcados, uno a mediados de verano y otro en otoño (Fig. 2.18). H. distinguendus 

mostró una actividad moderada desde finales del invierno hasta mediados del otoño, 

y Amara aenea (De Geer) desde finales del invierno a mediados del verano 

registrándose sus máximos en la primavera. 
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Tabla 2.10 Valores de P del análisis de comparación por pares de datos entre estaciones (T1: 

invierno; T2: primavera; T3: verano; T4: otoño) del número de carábidos por trampa (Modelo lineal 

mixto generalizado con medidas repetidas). Las áreas sombreadas corresponden a diferencias 

estadísticas en el análisis. Los datos de la estación T1 de Náquera han sido excluidos del análisis ya 

que T1-año 2 y T1-año 3 no presentaron capturas y por lo tanto no existía variabilidad en estas 

combinaciones. 
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Parcela Año T1 vs T2 T1 vs T3 T1 vs T4 T2 vs T3 T2 vs T4 T3 vs T4 

Bétera 

1 0,0148 <0,0001 0,0089 0,0065 1,0000 0,0106 

2 <0,0001 <0,0001 <0,0001 1,0000 0,0815 0,9889 

3 0,2669 <0,0001 <0,0001 0,0072 0,0174 1,0000 

Olocau 

1 0,0008 <0,0001 1,0000 0,2563 0,0082 <0,0001 

2 0,0055 0,0187 1,0000 1,0000 0,0010 0,0091 

3 0,3137 1,0000 1,0000 0,9053 0,1907 1,0000 

Náquera 

1 __ __ __ <0,0001 1,0000 <0,0001 

2 __ __ __ 0,1058 0,1368 1,0000 

3 __ __ __ 0,4627 0,4627 1,0000 

Figura 2.17 Promedio de adultos de 

carábidos capturados por trampa, para 

cada estación, en cada uno de los tres 

años del estudio y en las tres parcelas 

muestreadas: A) Bétera, B) Olocau, C) 

Náquera. 
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Figura 2.18 Número medio de especímenes (individuos/trampa y día ± ES) de A) P. rufipes, B) H. 

distinguendus y C) A. aenea, recogidos en trampas de gravedad durante un periodo de tres años en 

la parcela de Bétera (cubierta espontánea). Las estaciones climáticas han sido diferenciadas y 

marcadas (Otñ: Otoño, Inv: Invierno, Prm: Primavera, Ver: Verano). 
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2.3.4.3 Estimación de la riqueza de especies 

En el grupo de carábidos de Olocau, los índices ACE, ICE, Chao1 y Jack2 dieron 

estimaciones de la riqueza de especies bastante estables con la adición de nuevas 

muestras (Fig. 2.19). En el grupo de Bétera, los valores más estables se obtuvieron 

con los índices ACE y MM; los índices ICE y Chao1 también ofrecieron unas 

estimaciones cercanas a alcanzar un valor asintótico. En Náquera, el valor más 

estable se dió con el estimador MM, estando también las estimaciones de ACE e ICE 

cercanas a alcanzar un valor asintótico. La riqueza estimada en Olocau fue entre 1 y 

5 especies superior a la registrada mediante los muestreos (Tabla 2.11), en Bétera 

entre 1 y 4 especies, y en Náquera 3 especies superior. 

 

 

 Bétera Olocau Náquera 

  Valor  IC inf IC sup Valor IC inf IC sup Valor 

Riqueza obs. 13   16   12 

ACE 14.28   17   14.92 

ICE 14.42   19.93   15.03 

Chao1 14 13.07 27.14 16.5 16.04 22.24 __ 

Jack 2 16.83   20.91   __ 

MM 13.11     __     14.56 

 

Tabla 2.11 Riqueza en especies de carábidos estimada en las tres parcelas muestreadas. En el 

índice Chao1 se han representado los intervalos de confianza (IC). 
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Figura 2.19 Valores promedios estimados de la riqueza de especies en las tres parcelas 

muestreadas, utilizando los índices ACE, ICE y Chao1, para cada incremento de muestras en el 

análisis y con 50 reordenaciones aleatorias del orden de entrada de éstas. 
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Figura 2.19 (cont.) Valores promedios estimados de la riqueza de especies en las tres parcelas 

muestreadas, utilizando los índices MM y Jack2, para cada incremento de muestras en el análisis y 

con 50 reordenaciones aleatorias del orden de entrada de éstas. 
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especie más abundante con 1.022 individuos recolectados. El 99% de los 

especímenes de esta especie se recogieron en la parcela de Olocau. Forficula 

auricularia L. fue la segunda especie en número de capturas (895). A diferencia de 

E. moesta, las capturas de esta especie fueron relativamente abundantes en las 3 

parcelas muestreadas. 

 

 

Familia Especie Bétera Olocau Náquera Total 

Anisolabididae Euborellia moesta (Gené, 1839) 1 1.013 8 1.022 

Forficulidae Forficula auricularia Linnaeus, 1758 473 226 196 895 

Anisolabididae Euborellia annulipes (Dohrn, 1864) 31 396 18 445 

Labiduridae Labidura riparia (Pallas, 1773) 102 5 34 141 

Número total de individuos (N) 607 1.640 256 2.503 

 

Tabla 2.12 Número total de dermápteros capturados con trampas de gravedad en tres parcelas de 

cítricos de la provincia de Valencia durante tres años de muestreos. 

 

2.3.5.2 Patrones de actividad-densidad 

Al analizar los datos por parcela, no se encontraron diferencias significativas entre 

años en el número de dermápteros capturados en Bétera (P = 0,2427) pero las hubo 

en Olocau y Náquera (P < 0,0001). En las tres parcelas hubo diferencias 

significativas en el número de capturas entre estaciones (P < 0,0001 en Bétera y 

Olocau, y P < 0,0760 en Náquera), y se dio también una interacción entre el año y la 

estación, especialmente marcada en Olocau y Bétera (P < 0,0001 y P = 0,0045 

respectivamente) y con un menor grado de significación en Náquera (P = 0,0855). 

Los dermápteros aparecieron durante todo el año, con picos de actividad en verano 

e invierno en función de la parcela y el año analizado (Tabla 2.13, Fig. 2.20). 

Euborellia moesta se mostró activa durante todo el año exceptuando la estación fría, 

registrando su máximo de actividad durante el verano (Fig. 2.21). Se obtuvieron 

capturas de F. auricularia durante todo el año con picos de actividad en el invierno 

(Fig. 2.22). El mayor número de capturas de Euborellia annulipes (Dohrn) se dio 

durante el verano y el otoño (Fig. 2.23). 
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Tabla 2.13 Valores de P del análisis de comparación por pares de datos entre estaciones (T1: 

invierno; T2: primavera; T3: verano; T4: otoño) del número de dermápteros por trampa (Modelo lineal 

mixto generalizado con medidas repetidas). Las áreas sombreadas corresponden a diferencias 

estadísticas en el análisis. 
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Parcela Año T1 vs T2 T1 vs T3 T1 vs T4 T2 vs T3 T2 vs T4 T3 vs T4 

Bétera 

1 0,8206 1,0000 0,0141 1,0000 0,4847 0,1351 

2 0,1811 1,0000 1,0000 0,0582 0,4770 1,0000 

3 < 0,0001 0,0002 < 0,0001 1,0000 1,0000 1,0000 

Olocau 

1 0,0051 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 1,0000 

2 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,9873 < 0,0001 

3 0,1179 0,0007 1,0000 0,0156 0,1179 0,0007 

Náquera 

1 0,4928 0,0006 1,0000 0,0624 0,2955 0,0003 

2 1,0000 0,1655 0,9852 1,0000 1,0000 1,0000 

3 0,9025 1,0000 0,4600 1,0000 1,0000 1,0000 

Figura 2.20 Promedio de adultos de 

dermápteros capturados por trampa, 

para cada estación, en cada uno de los 

tres años del estudio y en las tres 

parcelas muestreadas: A) Bétera, B) 

Olocau y C) Náquera. 
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Figura 2.21 Número medio de especímenes E. moesta (individuos/trampa y día ± ES) recogidos en 

trampas de gravedad durante un periodo de tres años en la parcela de Olocau (cubierta 

monoespecífica de F. arundinacea). Las estaciones climáticas han sido diferenciadas y marcadas 

(Otñ: Otoño, Inv: Invierno, Prm: Primavera, Ver: Verano). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.22 Número medio de especímenes F. auricularia (individuos/trampa y día ± ES) recogidos 

en trampas de gravedad durante un periodo de tres años en la parcela de Bétera (cubierta 

espontánea).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.23 Número medio de especímenes E. annulipes (individuos/trampa y día ± ES) recogidos 

en trampas de gravedad durante un periodo de tres años en la parcela de Olocau (cubierta 

monoespecífica de F. arundinacea).  

Ver Otñ Inv Prm Ver VerOtñ OtñInv InvPrm Prm

6-4-04 23-10-04 11-5-05 27-11-05 15-6-06 1-1-07
0,00

0,22

0,44

0,66

0,88

1,10

In
d

iv
id

/t
ra

m
p

a
 y

 d
ía

18-12-03 27-2-04 15-9-04 3-4-05 20-10-05 8-5-06

Otñ Inv Prm Ver Otñ OtñInv InvPrm PrmVer Ver

0,00

0,06

0,13

0,19

0,26

0,32

In
d

iv
id

/t
ra

m
p

a
 y

 d
ía

Ver Otñ Inv Prm Ver VerOtñ OtñInv InvPrm Prm

6-4-04 23-10-04 11-5-05 27-11-05 15-6-06 1-1-07
0,00

0,12

0,24

0,36

0,48

0,60

In
d

iv
id

/t
ra

m
p

a
 y

 d
ía



Depredadores polífagos en el suelo de cítricos  

 62 

2.3.6 Cicindélidos 

2.3.6.1 Composición de especies y abundancia relativa 

Durante los tres años de muestreo se capturaron 407 especímenes adultos de la 

familia Cicindelidae y se diferenciaron dos especies distintas. Cicindela (Cicindela) 

campestris L. (Fig. 2.31) fue la especie más abundante. Esta especie apareció en las 

tres parcelas. La mayor parte de las capturas de Cicindela (Cicindela) lagunensis 

Gautier des Cottes se dieron en Bétera (Tabla 2.14).  

 

 

Especie Bétera Olocau Náquera Total 

Cicindela (Cicindela) campestris L. 1758 25 120 46 382 

Cicindela (Cicindela) lagunensis Gautier des Cottes 1872 22 0 3 25 

Número total de individuos (N) 47 120 49 407 

 

Tabla 2.14 Número total de cicindélidos capturados con trampas de gravedad en tres parcelas de 

cítricos de la provincia de Valencia durante tres años de muestreos. 

 

2.3.6.2 Patrones de actividad-densidad 

Los cicindélidos mostraron una estacionalidad muy marcada, con picos 

poblacionales en primavera y verano (Fig. 2.24). Cicindela campestris restringe su 

actividad a la primavera (Fig. 2.25), con algún pico ocasional secundario en el otoño. 

Cicindela lagunensis tan sólo fue capturada en los meses de verano (Fig. 2.26). 
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Figura 2.25 Número medio de especímenes C. campestris (individuos/trampa y día ± ES) recogidos 

en trampas de gravedad durante un periodo de tres años en la parcela de Olocau (cubierta 

monoespecífica de F. arundinacea). Las estaciones climáticas han sido diferenciadas y marcadas 

(Otñ: Otoño, Inv: Invierno, Prm: Primavera, Ver: Verano). 

 

 

 

Figura 2.24 Promedio de adultos de 

cicindélidos capturados por trampa, para 

cada estación, en cada uno de los tres 

años del estudio y en las tres parcelas 

muestreadas: A) Bétera, B) Olocau, C) 

Náquera. 
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Figura 2.26 Número medio de especímenes C. lagunensis (individuos/trampa y día ± ES) recogidos 

en trampas de gravedad durante un periodo de tres años en la parcela Bétera (cubierta espontánea).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.27 Especies de arañas con mayor frecuencia de capturas en suelos 

de cítricos mediante trampas de gravedad. A) Pardosa cribata Simon, B) 

Zodarion sp., C) Trachyzelotes fuscipes (L. Koch) y D) Arctosa perita (Latreille).  
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Figura 2.28 Especies de estafilínidos de elevada frecuencia de capturas durante este 

estudio en suelos de cítricos mediante trampas de gravedad. A) Anotylus inustus 

(Gravenhorst), B) Atheta (Xenota) mucronata Kraatz, C) Platystethus cornutus Gravenhorst 

y D) Ocypus olens (Müller). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.29 Especies de carábidos con mayor frecuencia de capturas en 

suelos de cítricos mediante trampas de gravedad. A) Pseudoophonus 

(Pseudoophonus) rufipes (De Geer), B) Amara aenea De Geer C) Harpalus 

(Harpalus) distinguendus (Duftschmid). 
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Figura 2.30 Especies de dermápteros presentes en suelos de cítricos. 

A) Forficula auricularia L., B) Euborelia annulipes (Dohrn), C) 

Euborellia moesta (Gené) y D) Labidura riparia (Pallas). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.31 Especies de cicindélidos presentes en suelos de cítricos. A) 

Cicindela (Cicindela) campestris L. y B) Cicindela (Cicindela) lagunensis 

Gautier des Cottes. 
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2.4 Discusión 

En este capítulo se ha demostrado la existencia de un abundante y rico complejo de 

depredadores polífagos que tiene por hábitat los suelos de los cítricos. Algunas de 

las especies o géneros encontrados ya han sido citadas como agentes de control 

biológico en numerosos ecosistemas agrícolas (Sorokin 1981, Loughridge y Luff 

1983, Holopainen y Helenius 1992, Riechert y Lawrence 1997, Lang et al. 1999, 

Nicholas et al. 2005), en cambio, también se han hallado diferentes especies de 

nueva cita para la ciencia o en la región donde se ha desarrollado el trabajo. Como 

ejemplo más notable tenemos a la araña del género Zodarion (Zodarion sp.) descrita 

por primera vez en este trabajo y que además, fue la araña más capturada en una de 

las parcelas. Las especies del género Zodarion son especialistas en la depredación 

de hormigas (Pekár 2005). Según estudios realizados, esta nueva especie aparece 

en la parcela de Bétera asociada, como depredador, a la hormiga argentina 

Linepithema humile, especie exótica de carácter invasor. Dentro de la familia 

Staphylinidae, la especie más capturada A. mucronata, es de nueva cita en la 

Península Ibérica y Holotrochus hispanicus n.sp, ha sido descrita aquí por primera 

vez. En numerosas ocasiones, comunidades de depredadores más diversas 

permiten un control biológico más eficiente de una determinada plaga (Mansour y 

Whitecomb 1986, Nyffeller y Benz 1997). Además de este beneficio directo, una 

mayor diversidad también supone una mayor plasticidad y capacidad de respuesta 

frente a la aparición de cualquier plaga (Duelli et al. 1999), permitiendo de esta 

manera, recuperar más rápidamente el equilibrio original del sistema (Pimm 1991). 

La predominancia de Zodarion sp. en el grupo de arañas de Bétera parece reflejar 

esta capacidad de respuesta ante un desequilibrio como el que supuso la entrada en 

esa parcela de la hormiga argentina.  

El complejo de depredadores polífagos estudiado se mostró activo a lo largo de todo 

el año gracias a la combinación de los diferentes patrones de actividad estacional de 

las distintas especies que lo conforman. La permanente presencia de depredadores 

polífagos en los suelos de este cultivo puede posibilitar una rápida respuesta a la 

aparición de un organismo plaga y puede ayudar a frenar el crecimiento de sus 

poblaciones hasta la posterior acción de otros agentes de control. Como muestra de 

esta combinación de actividades estacionales tenemos a P. cribata, la araña más 

abundante de este estudio, P. rufipes, el carábido más capturado, y F. auricularia, el 
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dermáptero más importante en el conjunto de las tres parcelas muestreadas. 

Forficula auricularia era la especie dominante en los meses más fríos, en la 

primavera P. cribata se convertía en la especie más activa, y en los meses de verano 

y otoño era P. rufipes quien se mostraba más activo. 

El grado de estructuración de los diferentes grupos muestreados parece variar en 

función del grupo de depredadores analizado. Así, las arañas conforman el grupo 

que presenta poblaciones mejor estructuradas. Por un lado, los datos de los tres 

grupos de arañas se distribuyeron como una log-normal, distribución que caracteriza 

aquellas poblaciones bien estructuradas (Marrugan 2004). Además, destaca la 

presencia de licósidos, arañas que se desplazan principalmente caminando (Luczak 

1979, Weyman et al. 2002), dominando sobre otras familias como los linífidos, que al 

dispersarse con el viento suelen ser preponderantes en ecosistemas agrícolas más 

simplificados (Glück y Ingrisch 1990). Esto sugiere que el agroecosistema cítricos 

ofrece un hábitat semipermante capaz de albergar una comunidad de arañas 

estable. 

Los grupos de estafilínidos estudiados presentan estructuras poblacionales más 

cercanas a los modelos teóricos de las series logarítmicas y geométricas, que 

describen comunidades pertenecientes a ecosistemas más degradados, o con un 

elevado componente específico itinerante (Whittaker 1965, 1972, Magurran y 

Henderson 2003). Muchas especies de estafilínidos presentan una elevada 

capacidad de desplazamiento a través del vuelo (Markgraf y Basedow 2002). De 

hecho, se ha demostrado que algunas especies del género Tachyporus realizan 

vuelos a más de 10 m de altura (Sunderland 1992). Al analizar la composición 

específica de este grupo podemos ver que las especies dominantes son de pequeño 

tamaño y con elevada capacidad de vuelo. Se ha demostrado que cuanto más 

degradado se encuentra un hábitat, sus comunidades de estafilínidos tienden a estar 

dominadas por especies de tamaño pequeño (< 3 mm de longitud), y pueden ser 

además las poblaciones de éstas especialmente abundantes (Jennings y Tallamy 

2006, Nichols et al. 2007, Caballero et al. 2009). La destacada importancia de O. 

olens, en el grupo de estafilínidos de Bétera, la parcela con presencia de una 

cubierta vegetal espontánea, probablemente sea debida a la mayor complejidad del 

hábitat que conlleva este tipo de manejo y que supone un mayor rango de presas 

alternativas y una mayor variedad de refugios tanto para el depredador como para 
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sus potenciales presas (Landis et al. 2000, Sunderland y Samu 2000, Marshall et al. 

2003, Clough et al. 2007). 

Los carábidos no aparecieron en una riqueza específica y abundancia suficientes, en 

al menos dos de los tres grupos, como para poder hacer un análisis robusto de la 

estructura de éstos. Diferentes trabajos denuncian los inconvenientes de utilizar 

trampas de gravedad a la hora de realizar un estudio de poblaciones de artrópodos 

del suelo (Halsall y Wratten 1988, Topping y Sunderland 1992). En el caso de los 

carábidos, se ha demostrado que las especies de mayor tamaño se capturan con 

mayor facilidad que aquéllas de menor tamaño, desvirtuando de esta manera los 

resultados obtenidos (Spence y Niemelä 1994, Kromp 1999). Aun así, y a pesar de 

estos inconvenientes, el seguimiento con trampas de gravedad en estudios 

intensivos a medio y largo plazo en sistemas agrícolas o en amplias zonas 

geográficas se considera irremplazable (Samways 1990, Kromp 1999). 

El número de especies de dermápteros y cicindélidos encontrados fue tan bajo que 

no tiene ningún sentido hablar de grupos independientes con estos depredadores. El 

orden Dermaptera ya es de por sí un orden poco diverso con tan solo 1.784 

especies, 182 géneros y 11 familias descritas en todo el planeta (Jarvis et al. 2005). 

La comunidad de arañas del suelo resultó ser el grupo de depredadores más 

diverso. La riqueza en especies estimada más elevada se obtuvo en Bétera y 

Olocau, ambos con cubiertas vegetales permanentes. De la misma manera, los 

números de capturas de arañas más altos también se obtuvieron en estas dos 

parcelas. De nuevo, como ya se ha demostrado en otros estudios con arañas 

epigeas (Frank y Nentwig, 1995), la presencia de una cubierta vegetal parece ser 

beneficiosa a la hora de conservar este grupo de depredadores. Alvis (2003) estudió 

la comunidad de arañas presentes en la parte aérea de los cítricos, en la misma 

región citrícola donde se ha realizado este trabajo. En su estudio, se determinaron 

un número similar de especies al aquí obtenido. Sin embargo, al comparar las 

composiciones específicas de ambas comunidades, se puede ver que apenas 

comparten un pequeño número de especies minoritarias. En la copa, Salticidae (con 

un 40,7% del total de capturas) y Therididae (35,7%) fueron las familias más 

abundantes, mientras que Lycosidae (32,0%), Gnaphosidae (22,0%) y Zodaridae 

(15,9%) fueron las que dominaron la comunidad de arañas del suelo. Green (1999) 

obtuvo unas conclusiones similares al comparar ambas comunidades en cítricos de 
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Australia. A pesar de estas diferencias tan marcadas entre las dos comunidades de 

arañas, hay trabajos que sugieren la existencia de una interacción entre ambas 

(Altieri y Schmidt 1986, Wyss 1995, Wyss et al. 1995), de manera que una cubierta 

vegetal más compleja puede suponer un incremento en las poblaciones de arañas 

epigeas y a su vez, en las poblaciones de arañas de la parte aérea del cultivo (Frank 

y Nentwig 1995). La riqueza de la comunidad de arañas del suelo registrada en el 

estudio de Green (1999) fue similar (41 especies) a la registrada y estimada en éste. 

En cambio, Benfatto y di Franco (2002) encontraron más del doble de especies (116) 

en un estudio equivalente realizado en el sur de Italia. En ambos estudios, la familia 

dominante de la comunidad fue también Lycosidae. Las notables diferencias en los 

valores de riqueza obtenidos entre algunos trabajos probablemente se encuentren 

fuertemente influenciadas por la composición paisajística del entorno donde se han 

realizado los muestreos. En nuestro estudio, las parcelas se encontraban en una 

región donde predomina el monocultivo de cítricos, por lo que existe una 

composición paisajística poco diversa. Paisajes más simplificados albergan 

comunidades de artrópodos menos diversas y en consecuencia, a un menor número 

de especies depredadoras (Riechert y Lawrence 1997, Sunderland y Samu 2000). 

Un incremento del número de hábitats fuera del cultivo, probablemente implicaría la 

aparición de comunidades más diversas, tanto de arañas como de los otros grupos 

de depredadores (Schmidt et al. 2003).  

La segunda comunidad en riqueza observada y estimada fue la de los estafilínidos. 

Al contrario que ocurre con las arañas, las predicciones de riqueza específica más 

elevadas se obtuvieron en Náquera, parcela que mantenía el suelo libre de especies 

vegetales. Cabe destacar que el grupo de estafilínidos de esta parcela es el que 

registró un mayor número de especies “raras” (1 o 2 individuos capturados). Por esta 

razón, los estimadores mostraron menos estabilidad y la predicción de riqueza 

estimada fue mucho mayor que la registrada. Además, a pesar de ser el grupo en el 

que se estima una mayor riqueza específica, es el que menor número de capturas 

registró en el estudio. El menor número de capturas de estafilínidos y la elevada 

presencia de especies ocasionales, parecen indicar que nos encontramos ante un 

grupo formado principalmente por especies no establecidas de manera permanente 

en este cultivo, que proceden de otros hábitats y en sus desplazamientos entran por 

azar en nuestra zona de estudio. Es probable que el mayor número de especies 

capturado en esta parcela se deba a que al no existir una cubierta vegetal, los 
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especímenes ocasionales encuentran con más facilidad las trampas de captura. 

Según nuestro conocimiento, no existen otros trabajos que estudien en profundidad 

la comunidad de estafilínidos presentes en los suelos de cítricos. Al comparar la 

comunidad de estafilínidos descrita en este trabajo con la obtenida en otros estudios 

realizados en otros cultivos, en España y en el resto de Europa, se observa que 

aunque existen algunas especies comunes a todas ellas, se da una gran variabilidad 

en la composición específica de la comunidad y en la abundancia relativa de las 

especies que la componen en función de la zona agroclimática y el tipo de cultivo 

(Krooss y Schaefer 1998, Andersen y Eltun 2000, Farinós et al. 2008, Miñarro et al. 

2009). 

Tanto la riqueza específica observada como la estimada en los tres grupos de 

carábidos fueron bastante bajas al compararlas con la registrada en otros estudios 

en diferentes cultivos. Miñarro et al. (2009) encontraron 35 especies diferentes de 

carábidos en un trabajo realizado en manzanos en Asturias. Farinós et al. (2008) 

registraron 32 especies de esta familia al estudiar la influencia del maíz transgénico 

en la fauna auxiliar presente en los suelos de ese cultivo. Kromp y Nitzlader (1995) 

encontraron 86 especies de carábidos en campos de cebada bajo manejo ecológico, 

situados en un entorno poco antropizado. Es probable que otra vez, estas diferencias 

se deban más a aspectos geográficos y paisajísticos que a otros factores intrínsecos 

al manejo del cultivo. Desender et al. (1994) denuncia cómo en las últimas décadas 

unas pocas especies de carábidos se han hecho mucho más abundantes a costa de 

un gran número de especies infrecuentes, que han disminuido más aún en su 

número llegando muchas incluso a desaparecer. Este fenómeno se ha achacado 

principalmente a la pérdida, durante la segunda mitad del siglo XX, de gran parte de 

los hábitats naturales y seminaturales que rodeaban los sistemas agrícolas 

(Desender et al. 1994, Kromp 1999). Aunque no hubo grandes diferencias entre los 

valores de riqueza estimados para los tres grupos de carábidos, éstas sí que se 

dieron en cuanto al número de capturas. El grupo de Bétera, con cubierta 

espontánea, registró un número de capturas muy superior a los otros dos. Además, 

este fenómeno no fue causado por el aporte de una sola o unas pocas especies muy 

abundantes, sino que prácticamente todas las especies del grupo fueron mucho más 

abundantes que en las otras dos parcelas. Al igual que ocurre con las arañas y 

estafilínidos de mayor tamaño, probablemente como consecuencia de un hábitat 

más complejo y estructurado, las poblaciones de carábidos se ven favorecidas por 
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este tipo de manejos. La comunidad de carábidos se caracteriza por el elevado 

componente granívoro de muchas de las especies que la componen. Como ejemplos 

más representativos tenemos el caso de los géneros Amara, Harpalus y 

Pseudoophonus (Luff 1980, Jorgensen y Toft 1997). Las cubiertas espontáneas, con 

una rica composición florística, ofrecen semillas en abundancia prácticamente 

durante todo el año, sirviendo éstas de alimento alternativo a muchas especies de 

carábidos (Powell et al. 1985, Honek y Martinkova 2001, Honek et al. 2003). Este 

fenómeno podría explicar las grandes diferencias en abundancia encontradas entre 

parcelas. Holliday y Hagley (1984) al comparar la influencia de la cubierta vegetal en 

los grupos de carábidos de parcelas de manzano en Canadá, obtuvieron resultados 

similares a los nuestros. En ese estudio, las poblaciones más elevadas de carábidos 

se obtuvieron con las cubiertas naturales, las menos abundantes se encontraron en 

suelo desnudo, mientras que en cubiertas monoespecíficas de festuca y centeno se 

obtuvieron unos valores de abundancia intermedios. A diferencia de lo que ocurre 

con los estafilínidos, las especies mayoritarias de esta comunidad, también lo han 

sido en otras comunidades de carábidos descritas en diferentes sistemas agrícolas y 

regiones europeas. Así, P. rufipes, la especie más capturada en este estudio, 

también ha sido encontrada como especie dominante en manzano (Miñarro et al. 

2009), fue la segunda especie en frecuencia de capturas en el estudio sobre maíz 

transgénico de Farinós et al. (2008), y fue la especie preponderante en numerosos 

estudios realizados sobre comunidades de carábidos en sistemas agrícolas del este 

y centro de Europa (Lövei y Sárospataki 1990, Hartke et al. 1998, Andersen y Eltum 

2000). Langmaack et al. (2001) al describir las seis especies mayoritarias de la 

comunidad de carábidos en colza de inverno en el norte de Alemania, cita entre ellas 

a P. rufipes, A. aenea, y una especie del género Harpalus. 

El complejo de depredadores generalistas que habita en los suelos de cítricos podría 

ejercer un papel importante en el manejo de C. capitata. Existen estudios previos en 

este cultivo que relacionan depredación en campo y desaparición de pupas con la 

acción de estos depredadores así como con las hormigas (Eskafi y Kolbe 1990, 

Urbaneja et al. 2006). En este trabajo se decidió excluir la familia Formicidae, ya que 

a pesar de haber sido demostrada en otros estudios su eficiencia como 

depredadores de numerosas plagas, incluyendo C. capitata, (Wong y Wong 1998, 

Stuart et al. 2003) son más los inconvenientes que presenta su manejo al ser 
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asistentes de diferentes especies plaga productoras de melaza (Palacios et al. 

1999). 

Aparte del efecto global sobre la mosca mediterránea de la fruta de todo el conjunto 

de depredadores, es probable que especies de este complejo puedan llegar a 

desempeñar un papel importante por sí solas (Symondson et al. 2002a). Allen y 

Hagley (1990), identificaron por métodos serológicos a los carábidos A. aenea, 

Harpalus (Harpalus) affinis y al dermáptero F. auricularia como depredadores 

relevantes de larvas y pupas enterradas del tefrítido Rhagoletis pomonella (Walsh) 

en huertos de manzano. 

Una vez conocida la composición específica de este complejo, la abundancia relativa 

de las especies que lo componen y sus actividades estacionales, para poder 

determinar su importancia en el control de C. capitata es necesario llevar a cabo una 

evaluación más exhaustiva de su acción como conjunto y también de aquellas 

especies que se piense, puedan afectar de una manera más importante a las 

poblaciones de esta plaga. 
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3 Evaluación de la capacidad 

depredadora de las especies más 

representativas de depredadores 

frente a Ceratitis capitata 
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3.1 Introducción 

Según los resultados obtenidos en el capítulo anterior, el suelo de cítricos es un 

medio capaz de albergar una rica y abundante fauna de depredadores polífagos que 

además presenta diferentes actividades estacionales. Por su condición de 

generalistas, las dinámicas poblacionales de éstos depredadores probablemente 

sean independientes de las fluctuaciones poblacionales de una determinada presa 

(Symondson et al. 2002a). También, es de esperar que éstos muestren diferentes 

preferencias en cuanto a presas y estados biológicos de éstas (Bilde y Toft 1998, 

Symondson et al. 2002a). En un estudio previo realizado por Urbaneja et al (2006), 

se relacionó la mortalidad de pupas de Ceratitis capitata (Wiedemann) en campo con 

la acción de diferentes grupos de depredadores polífagos. Esta relación se hizo en 

base a diferentes síntomas de depredación observados en pupas enterradas en 

parcelas de cítricos que luego fueron corroborados en laboratorio, donde en ensayos 

sin elección, se comprobó que diferentes especies de depredadores polífagos 

encontradas en este estudio, eran capaces de utilizar el estado de desarrollo de 

pupa como alimento. 

Como ya se ha comentado con anterioridad, aparte del estado de pupa, C. capitata 

también aparece en el suelo en forma de larva de 3º estadío y como adulto recién 

emergido. Ya que estos estados pueden también ser susceptibles a la acción de los 

depredadores polífagos, se decidió realizar una primera evaluación en laboratorio de 

la capacidad depredadora de aquellas especies más representativas de cada grupo 

estudiado, frente a estos tres estados de desarrollo de la mosca mediterránea de la 

fruta. 

Aparte del trabajo de Urbaneja et al. (2006), apenas existe información que nos 

ayude a seleccionar qué depredadores, dentro de todo el complejo existente, pueden 

ser a priori más aptos a la hora de tenerlos en cuenta en las diferentes estrategias de 

control de C. capitata. Por ello, se decidió utilizar un criterio de selección en base a la 

frecuencia de capturas y actividad estacional obtenidos en el capítulo anterior. 

Además, también se tuvo en cuenta la abundancia de publicaciones científicas, 

dentro del control biológico, que hasta la fecha existen de las diferentes especies 

candidatas. Este último criterio nos dará una idea del carácter cosmopolita de las 

especies y géneros seleccionados y a su vez, de su adaptabilidad y aptitud a la hora 
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de poder se utilizados en programas de control biológico. De esta manera, y según 

los criterios citados, se seleccionaron el licósido Pardosa cribata Simon, como 

representante de las arañas, el carábido Pseudoophonus (Pseudoophonus) rufipes 

(De Geer) y el dermáptero Forficula auricularia L.  

El género Pardosa destaca por su carácter cosmopolita y por su gran adaptabilidad a 

diferentes medios y tipos de cultivo, siendo generalmente, especies de este género 

las que suelen dominar las comunidades de arañas del suelo en una gran variedad 

de cultivos (Luczak 1975, Oraze et al. 1989, Mansour y Heimbach 1993, Farinós et 

al. 2008). Dentro del grupo de las arañas, las especies pertenecientes a la familia 

Lycosidae, presentan unos rasgos de comportamiento depredador similar, 

caracterizados por su elevada actividad depredadora diurna, el amplio espectro de 

presas utilizado en sus dietas y por el modo de vida errante de gran parte de sus 

especies. Entre las 10 arañas depredadoras generalistas más capturadas en el 

presente estudio, cuatro especies pertenecían a esta familia, pudiendo ser por lo 

tanto P. cribata, además, una especie modelo del comportamiento depredador frente 

a C. capitata de una de las familias de arañas de mayor relevancia en los suelos de 

cítricos. 

Pseudoophonus rufipes ha sido ya objeto de estudio en diferentes trabajos 

relacionados con el control biológico de plagas (Loughridge y Luff 1983, Holopainen 

y Helenius 1992, Kromp 1999) e incluso con el de manejo de la flora arvense (Hartke 

et al. 1998, Honek et al. 2003). A pesar de su ciclo univoltino (Jones 1979, den Boer 

y den Boer-Daanje 1990), y al igual que ocurre con el genero Pardosa, esta especie 

destaca por su ubicuidad y capacidad de adaptarse a medios sometidos a 

numerosas alteraciones como es el caso de los agrarios, siendo también una de las 

especies de carábidos dominantes en diferentes cultivos y diferentes regiones del 

planeta (Coaker y Williams 1963, Jones 1976, Lövei y Sárospataki 1990). 

El carácter cosmopolita de F. auricularia es incluso mayor que el de los dos 

anteriores, existiendo numerosas citas de su presencia en diferentes cultivos y en 

ambos hemisferios (Suckling et al. 2006, He et al. 2008, Piñol et al. 2009). Además, 

existe una larga tradición de trabajos en los que se utiliza o evalúa la acción de este 

depredador frente a diferentes plagas (Carroll et al. 1984, Mueller et al. 1988, 

Solomon et al. 2000). 
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A pesar de que las tres especies de estafilínidos más capturadas, Atheta (Xenota) 

mucronata, Anotylus inustus (Gravenhorst) y Platystethus (Craetopycrus) cornutus 

(Gravenhorst), aparecieron en frecuencias muy elevadas, fueron excluidas de este 

estudio ya que en pruebas previas realizadas en laboratorio (datos sin publicar) 

ninguna de estas tres especies mostró actividad depredadora frente algún estado de 

desarrollo de C. capitata. Estas tres especies son de un tamaño muy reducido y es 

probable que utilicen presas de un menor tamaño. De hecho, como ya se ha 

comentado, otras especies del género Atheta son utilizadas, incluso de manera 

comercial, en diferentes programas de control biológico para el manejo de ácaros, 

tisanópteros o dípteros de menor tamaño (Gósrki et al. 2006, Jandricic et al. 2006). A 

pesar de no haber seleccionado ningún estafilínido para este estudio, existen varias 

especies de mayor tamaño que probablemente puedan también incorporarse al 

manejo de esta plaga. De hecho, Urbaneja et al. (2006) ya demostró que en ensayos 

sin elección de laboratorio, Ocypus (Ocypus) olens (O. Muller), la séptima especie de 

estafilínido más capturada en el presente trabajo y la tercera en la parcela con 

cubierta espontánea, era uno de los depredadores más voraces de pupas de mosca 

mediterránea de la fruta. 

Tradicionalmente se han descrito dos tipos de respuesta que relacionan al 

depredador y su presa, con la idea de poder evaluar la eficiencia depredadora de 

éste frente a ese tipo de presa (Solomon 1949, Holling 1959a, Hassell 1978). Una de 

estas respuestas es aquélla que relaciona la proporción de presas consumidas con 

la densidad poblacional del depredador, y que comúnmente es conocida como 

“respuesta numérica”. Probablemente porque son más fáciles de caracterizar, hasta 

la fecha, los estudios de los sistemas presa-depredador se han realizado 

principalmente con depredadores especialistas en los que sus poblaciones y las de 

la presa están altamente relacionadas (Sabelis 1992, Hassell y May 1986). Según el 

enfoque clásico, para que se dé un control eficaz de la especie presa, las 

poblaciones del depredador han de ser densidad-dependiente de las poblaciones de 

la presa, de manera que incrementos en las poblaciones de la presa supongan 

incrementos en las poblaciones del depredador que permitan un control eficiente de 

ésta. Este enfoque discrimina a los depredadores generalistas, en los que suele 

haber una desconexión entre las poblaciones del depredador y las de la presa 

(Riechert y Lockely 1984, Symondson et al. 2002a). Los depredadores generalistas 

suelen basar su dieta en un amplio espectro de fuentes de alimentación, de manera 
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que son capaces de mantener sus poblaciones en ciertos niveles incluso cuando un 

determinado tipo de presa no está presente (Settle et al. 1996, Sunderland 1999). 

Por otro lado, sus comúnmente largos ciclos de vida, con una o muy pocas 

generaciones al año (Riechert y Lockley 1984, Lövei y Sunderland 1996, Burnip et al. 

2002) impide a sus poblaciones responder de una forma densidad-dependiente a 

corto plazo frente a rápidos incrementos de la presa. Por todas estas razones, la 

respuesta numérica de los depredadores generalistas ha de evaluarse con criterios 

diferentes a los tradicionales. Por un lado, no van a ser capaces de responder 

directamente a rápidos incrementos poblacionales de un determinado fitófago pero, 

por otro lado, debido a que sus poblaciones son más estables, pueden ejercer un 

control del fitófago cuando las poblaciones de éste son aún bajas y no está por lo 

tanto presente el especialista, e incluso pueden ayudar a este último, retrasando con 

su acción posibles explosiones poblacionales del fitófago hasta la posterior llegada 

del especialista (Zhang 1992). Las tres especies de depredadores seleccionadas, 

mostraron una elevada actividad estacional y también una elevada estabilidad 

poblacional al comparar los tres años de estudio. Por lo tanto, según los nuevos 

criterios aplicados para los depredadores generalistas (Riechert y Lockley 1984, 

Symondson et al. 2002a), las tres especies de depredadores seleccionadas, 

cumplirían unos requisitos adecuados desde el punto de vista de una respuesta 

numérica frente posibles plagas. 

El otro tipo de respuesta que define la relación presa-depredador es aquel referido a 

la eficiencia que demuestra un depredador a la hora de rastrear y cazar una presa. 

Este tipo de respuesta es el que se conoce como “respuesta funcional” y relaciona el 

número de presas consumidas por un depredador en función de la densidad de 

presa (Holling 1966). La respuesta funcional puede ser descrita mediante diferentes 

ecuaciones que definen distintos tipos de comportamiento del depredador (Hassell 

1978). Existen descritos tres tipos de respuesta funcional con larga tradición en los 

estudios de comportamiento de depredadores (Holling 1966, Trexler et al. 1988) 

(Fig. 3.1). Así, se ha definido una respuesta “tipo I” en la que la eficiencia 

depredadora responde de manera lineal a los incrementos en las densidades de 

presa. Este tipo de respuesta no suele ser aplicable a estudios con artrópodos 

(Hassell 1978). Otro tipo de respuesta, “tipo II”, relaciona la eficiencia del depredador 

con la densidad de presas de una forma inversa densidad-dependiente, de manera 

que al ir incrementando el número de presas, el depredador va perdiendo eficiencia 
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en cuanto a la proporción de presas depredadas, de forma hiperbólica hasta 

alcanzar una asíntota horizontal en la que por más presas que sean ofrecidas a éste, 

no va a poder incrementar el número de presas depredadas en cierta unidad de 

tiempo. El tercer tipo de respuesta, “tipo III” o “sigmoidea”, relaciona de manera 

densidad-dependiente, para cierto rango inicial de densidades de presa, la eficiencia 

del depredador, de tal forma que ésta se incrementa al ir incrementado las 

densidades. Tras superar este rango inicial de densidades de presa, como ocurre en 

la respuesta “tipo II”, la eficiencia del depredador pasa a ser inversa densidad-

dependiente hasta alcanzar una asíntota horizontal. Este tipo de respuesta es el que 

a priori, va a permitir una más rápida estabilización de las poblaciones de la presa 

(Hassell et al. 1977, Hassell 1978). Existen descritos otros tipos de respuesta 

aunque de uso menos generalizado en el estudio del comportamiento depredador de 

artrópodos (Holling 1965, Pekár 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1 Representación gráfica de los tipos de respuesta funcional teóricos más frecuentes: A) 

Respuesta tipo I, B) Respuesta tipo II, C) Respuesta tipo III. 

 

Con la respuesta funcional se definen también dos parámetros, “tiempo de manejo” 

(Th) e “índice de ataque” (a’). El “tiempo de manejo” nos describe la habilidad de un 

depredador a la hora de capturar y procesar la presas, y también el tiempo que tarda 

el depredador luego de haber capturado y procesado una presa, en ponerse a 

buscar una nueva presa. Tiempos de manejo menores resultarán en una mayor 

eficiencia en la depredación. El índice de ataque describe la habilidad e intensidad 

con la que el depredador busca a su presa. Éste depende de la velocidad de 

movimiento tanto del depredador como de la presa, de la distancia de reacción del 
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depredador a su presa y de la proporción de ataques con éxito (Hassell 1978). 

Índices de ataque mayores resultarán en una eficiencia mayor en la depredación. 

La obtención de la respuesta funcional y los parámetros de “tiempo de manejo” e 

“índice de ataque”, de nuestros depredadores frente a los diferentes estados de 

desarrollo de C. capitata ensayados, bajo unas mismas condiciones de ensayo, nos 

va a permitir evaluar su eficiencia depredadora frente a esta plaga y poder realizar 

comparaciones entre ellos. La respuesta funcional y sus parámetros asociados, 

pueden estar influidos por la acción de diferentes factores tanto bióticos 

(competencia inter e intraespecífica, presencia de presas alternativas [Holling 1959b, 

Sabelis 1992, Skalski y Gilliam 2001]), como abióticos (estructura del medio, 

presencia de refugios para la plaga o el depredador, temperatura y humedad relativa 

[Thompson 1978, Symondson 2002]) difícilmente controlables en el laboratorio. Por 

lo tanto, los resultados obtenidos mediante este tipo de estudios no pueden ser 

extrapolados de manera directa a condiciones de campo, aunque nos van a permitir 

realizar una primera evaluación y selección de aquellas especies que valdría la pena 

ser estudiadas más a fondo en su medio natural, y frente a qué estados del ciclo 

biológico de la especie plaga. 
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3.2 Material y métodos 

Depredadores 

Tanto para los ensayos de preferencia como para los de respuesta funcional se 

utilizaron especímenes adultos de P. cribata, P. rufipes y F. auricularia recolectados 

en campos de cítricos cercanos al Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias 

(IVIA). Los especímenes de P. cribata fueron capturados de manera directa en las 

horas diurnas de mayor actividad de este licósido. Los carábidos se recogieron 

mediante la utilización de trampas de gravedad que no contenían mezcla 

conservante. Las trampas se revisaban cada 24 h y a primera hora de la mañana. 

Como la actividad de este carábido es nocturna esto nos aseguraba que los 

individuos capturados permanecían menos de 12 h dentro de la trampa. Los 

dermápteros también se recolectaron por captura directa examinando el tipo de 

estructuras que suelen utilizar como refugio durante el día.  

Con la finalidad de estandarizar el apetito de los depredadores, cada individuo fue 

introducido en un bote de plástico transparente de 100 ml de volumen y con un 

algodón humedecido como suministro de agua. En estas condiciones de ayuno los 

botes se dejaron durante 7 días para las arañas y 2 para los carábidos y 

dermápteros en el interior de un incubador climático a 25 ± 2ºC de temperatura, 60 ± 

5% de humedad y 16:8 horas (luz:oscuridad) de fotoperiodo. En todos los ensayos 

se guardó una proporción de sexos 1:1.  

Presas 

Para evaluar la capacidad depredadora de estos depredadores frente a C. capitata 

se utilizó como presa larvas de tercer estadío, pupas y adultos. Los individuos de C. 

capitata utilizados en estos ensayos fueron obtenidos de la cría de laboratorio 

mantenida en el IVIA desde 2002. Tras recolectar huevos de menos de 24 h éstos 

eran sembrados a una densidad de 4 huevos g-1 de dieta (Alonso et al. 2005) en 

bandejas de plástico con dieta artificial consistente en 400 g de salvado de hojas de 

trigo (Belenguer S. A, Valencia, España), 112 g de azúcar, 58 g de levadura de 

cerveza (Sorribas S. A, Barcelona, España), 4,5 g de metilo p-hidroxibenzoato 

(Sigma Co., St. Louis, MO, USA), 4,5 g de propilo p-hidroxibenzoato (Sigma Co.), 4 g 

de ácido benzoico (Quimivita S. A, Barcelona, España) y 900 ml de agua (Albajes y 

Santiago-Álvarez, 1980). Las bandejas de siembra se situaban en estantes de reja y 

se cubrían con papel de aluminio para evitar posibles contaminaciones con 
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Drosophila spp. y simular el desarrollo de las larvas en oscuridad dentro de los 

frutos. Bajo éstas estanterías se situaban otras bandejas con arena húmeda. Las 

larvas desarrolladas en la dieta, 16 días después, saltaban fuera de las bandejas 

para enterrarse y pupar dentro de la arena. Para realizar los ensayos de depredación 

se utilizaron larvas de 15 días y pupas de 1 día. Para la obtención de adultos se 

recogieron 1.000 pupas de menos de 24 h y se introdujeron en una caja transparente 

de metacrilato (20 x 20 x 20 cm) hasta su emergencia. Éstos eran luego mantenidos 

con una dieta a base de azúcar y proteína hidrolizada (Biokar Diagnostics Co., 

Pantin, France) con una proporción 4:1 (p:p) y se les suministraba agua mediante 

frascos lavadores con una mecha absorbente. Todo el proceso de cría se realizó en 

cámaras climáticas con condiciones controladas de temperatura (25 ± 2ºC), 

humedad (60 ± 5%) y fotoperiodo (16:8 horas, luz:oscuridad). 

3.2.1 Ensayos de preferencia 

Los ensayos de preferencia tan sólo fueron realizados con el licósido P. cribata. 

Mediante este tipo de ensayo se evaluó la capacidad depredadora de esta araña 

frente a los tres estados de C. capitata que aparecen en el suelo. Tras el periodo de 

ayuno, los especímenes de araña fueron transferidos de manera individual a cajas 

de plástico (15 x 7 x 10 cm) en las que en su tapa se realizó un agujero de (12 x 8 

cm) cubierto con una muselina para favorecer la ventilación. El suministro de agua 

se realizó de la misma manera que durante el periodo previo de ayuno. Se realizaron 

tres tratamientos, cada uno utilizando uno de los estados de C. capitata 

anteriormente citados. En cada unidad de ensayo se introdujeron diariamente 5 

pupas sin enterrar, 5 larvas de 3º estadío o 5 adultos de tres días dependiendo del 

tratamiento. En cada tratamiento se introdujo un control en el que había 5 individuos 

de la presa sin presencia depredador. Para los tratamientos de pupas y adultos se 

realizaron 12 repeticiones mientras que para el de larvas se realizaron 11 

repeticiones. El número de individuos muertos y/o consumidos por el depredador fue 

contabilizado diariamente. 

3.2.2 Respuesta funcional 

Los ensayos de respuesta funcional se realizaron con las tres especies de 

depredadores seleccionadas y utilizando como presa los tres estados de C. capitata 

previamente citados. En el caso de P. cribata se utilizó como presa únicamente 
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adultos, ya que fue frente a este estado de desarrollo biológico con el que mejores 

resultados se obtuvieron en los ensayos de preferencia. Con P. rufipes, se obtuvo la 

respuesta funcional para los tres estados, y F. auricularia fue ensayada frente a 

larvas de 3º estadio ya que pruebas previas con pupas y adultos habían demostrado 

una baja eficiencia depredadora. En todos los casos se enfrentaron especímenes 

individualizados del depredador correspondiente a diferentes densidades de presa, 

en una unidad de ensayo consistente en una placa Petri cerrada (14 cm de diámetro 

y 1,6 cm de alto) (Fig. 3.2A). La unidad de ensayo utilizada fue escogida con la 

finalidad de simular en el tratamiento con adultos, un comportamiento de adultos 

recién emergidos, en el que las moscas no pueden escapar volando del depredador. 

La decisión de simular el tratamiento de adultos recién emergidos en vez de utilizar 

éstos directamente, fue tomada debido a que los adultos son menos delicados a la 

hora de su manipulación, permite estandarizar los tiempos de ensayo en la 

respuesta funcional a 24 h, y además, en pruebas realizadas previamente, no se 

encontraron diferencias estadísticas en la depredación entre adultos recién 

emergidos y adultos, utilizando esta unidad de ensayo. En los ensayos con P. rufipes 

y F. auricularia, para facilitar el movimiento de los depredadores se añadió en el 

interior de la placa una capa fina de sustrato humedecido de perlita (Floreal, 

Agroperlita F-13®; Semillas Diago S.L. Picassent, Valencia, Esp). 

La respuesta funcional de P. cribata frente a adultos de C. capitata fue obtenida 

utilizando como densidades de presa 2, 4, 6, 8, 12, 20 y 40 adultos. La respuesta 

funcional de P. rufipes se obtuvo utilizando como densidades de presa 2, 4, 8, 12, 

20, 40 y 60 individuos. En el caso de F. auricularia se utilizaron densidades de 2, 4, 

8, 12, 20, 60, 80 individuos. Para cada densidad se realizaron 8 repeticiones. El 

tiempo de ensayo fue de 24 h, tras el cual, el depredador era retirado y se 

contabilizaba el número de presas muertas y/o depredadas. En ningún caso hubo 

reposición de presas. Para cada ensayo de respuesta funcional se realizó un 

tratamiento control en ausencia del depredador y a una densidad de presa de 20 

individuos con la finalidad de evaluar la mortalidad en presas debidas a causas 

naturales. En los tratamientos en los que se utilizaron adultos de C. capitata, para 

evitar la mortalidad debida a la falta de alimentación, se dispuso de dieta de azúcar y 

proteína hidrolizada (Fig. 3.2B). Para evaluar la posible mortalidad debida a un 

comportamiento anti-depredador de los adultos de C. capitata al intentar escapar del 

depredador y estrellarse contra las paredes de la placa, se realizó un segundo 



Capacidad depredadora frente a C. capitata  

 86 

tratamiento control en el que dentro de la unidad de ensayo, el depredador estaba 

confinado en una placa petri de 4 cm de diámetro. De esta manera, el depredador y 

la presa eran capaces de reconocerse mediante contacto visual pero se evitaba la 

mortalidad directa por depredación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.3 Análisis de datos 

En el ensayo de preferencia, para analizar las diferencias en la depredación entre los 

diferentes estados, los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis de varianza 

de un factor (SPSS 1999). 

En los experimentos de respuesta funcional, para poder discriminar entre respuestas 

tipo II y tipo III, se realizó una regresión logística de la proporción relativa de presas 

muertas en cada densidad (Trexler et al. 1988, Juliano 2001). Los datos se ajustaron 

a una función polinómica de segundo orden a través del método de máxima 

verosimilitud (SPSS 1999). Tras este ajuste, la obtención de un coeficiente lineal 

positivo y uno cuadrático negativo supone que los datos ajustan mejor a una 

respuesta tipo III, mientras que la obtención de un coeficiente linear negativo implica 

un mejor ajuste a una respuesta tipo II. Una vez realizado este análisis preeliminar, 

los datos fueron ajustados a su correspondiente ecuación de respuesta funcional. 

A) 

C) 

B) Figura 3.2 A) Unidad 

experimental utilizada 

para la evaluación de la 

respuesta funcional. B) 

Suministro de alimento 

para los adultos de C. 

capitata dentro de la 

unidad de ensayo. C) 

Síntomas de depredación 

en pupas causados por el 

carábido P. rufipes. 
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Debido a que en estos ensayos se utilizaron depredadores y además no hubo 

reposición de presas, el ajuste se realizó utilizando la ecuación “random-predator” 

(Royama 1971, Rogers 1972) para respuestas tipo II. Para una mayor precisión en el 

ajuste, se excluyeron en cada caso, los datos de densidades en los que todas las 

presas habían sido depredadas. En los tratamientos en los que se utilizaron larvas 

de 3º estadío, a la hora de realizar el análisis, se descontaron los valores de larvas 

que puparon durante el tiempo de ensayo. El ajuste de datos para la obtención de 

las ecuaciones de respuesta funcional se realizó mediante regresión no linear de 

mínimos cuadrados utilizando el método iterativo de estimación de Levenber-

Maarquardt (SPSS 1999). A partir de los ajustes a estas ecuaciones se estimaron los 

parámetros de respuesta funcional, índice de ataque (a’) y tiempo de manejo (Th). 

En los tratamientos de respuesta funcional en los que se utilizaron adultos, para 

conocer si había un efecto significativo por el comportamiento anti-depredador, los 

datos de los dos tipos de control fueron sometidos a un t-test de comparación de 

medias. 

En el ensayo de respuesta funcional de P. cribata frente a adultos de C. capitata, 

para conocer si existían diferencias entre el número de presas muertas y el número 

de presas consumidas al ir incrementando la densidad de presas, se realizó un 

análisis con Modelos Lineales Generalizados de la proporción de presas consumidas 

(consumido/muerto), asumiendo un distribución binomial de la variable, y se 

obtuvieron los contrastes entre densidades. 



Capacidad depredadora frente a C. capitata  

 88 

3.3 Resultados 

3.3.1 Pardosa cribata 

3.3.1.1 Ensayos de preferencia 

Pardosa cribata fue capaz de depredar larvas y adultos de C. capitata pero no 

pupas. El número promedio de adultos muertos por P. cribata (2,32 ± 0,16) fue 

significativamente superior al número de larvas de tercer estadío muertas (1,22 ± 

0,17) (F = 20,598; gl = 1, 22; P < 0,001). Sin embargo, no hubo diferencias 

estadísticas entre el número medio de adultos y larvas de tercer estadío consumidos 

(1,45 ± 0,13 y 1,12 ± 0,17 respectivamente) (F = 1,584; gl = 1, 22; P = 0,222). El 

número de adultos muertos (2,32 ± 0,16) fue significativamente superior al número 

de adultos consumidos (1,45 ± 0,13) (F = 15,843; gl = 1, 23; P < 0,001). Por tanto P. 

cribata mató más presas de las que luego consumió. Por el contrario, no se 

encontraron diferencias significativas entre el número medio de larvas muertas (1,22 

± 0,17) y el número medio de larvas consumidas (1,12 ± 0,17) (F = 0,041; gl = 1, 23; 

P = 0,842) (Fig. 3.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3 Depredación media (X ± ES) por día de larvas, pupas y adultos de C. capitata por P. 

cribata en un ensayo sin elección. A cada araña se le ofrecieron 5 presas. Dentro de cada 

tratamiento, letras mayúsculas diferentes implican diferencias significativas entre presas depredadas 

y consumidas. Entre tratamientos, letras minúsculas diferentes implican diferencias significativas 

entre presas depredadas o entre presas consumidas (LSD, P < 0.05) 

Larvas 3º estadío Pupas Adultos

0

1

2

3

Depredados

Consumidos

Ab Aa

Aa

Ba

In
d

iv
id

. 
d

e
p

re
d

a
d

o
s

-c
o

n
s

u
m

id
o

s



Capítulo 3 

 89 

3.3.1.2 Respuesta funcional 

La mortalidad en los dos controles diseñados, en ausencia del depredador y en 

presencia de éste pero confinado, fue del 1,3 y 1,9%, respectivamente. No hubo 

diferencias significativas entre ambos controles (t = 0,509; gl = 14; P = 0,6186). 

Pardosa cribata mató más moscas de las que luego consumió (Tabla 3.1). Se 

encontraron diferencias significativas entre el número de adultos muertos y 

consumidos al ir incrementándose la densidad de presa (F = 10,95; gl = 6, 49; P < 

0,0001). Éstas diferencias aparecieron a la densidad de 20 (t = 2,50; gl = 49; P = 

0,0015 en el contraste 12 vs. 20) y aumentaron significativamente a la densidad de 

40 (t = 2,50; gl = 49; P = 0,0156 en el contraste 20 vs. 40). El valor estimado de los 

coeficientes lineal y cuadrático de la regresión logística de la proporción de presas 

muertas fue -0,165 ± 0,036 y 0,0025 ± 0,0007, respectivamente. Ambos parámetros 

resultaron significativos (gl = 45. lineal: 
2
 = 22,38; P < 0.05. cuadrático: 

2
 = 13,35; P 

< 0,05). La respuesta funcional obtenida fue tipo II (Figura 3.4) ya que el coeficiente 

lineal estimado fue negativo y el cuadrático positivo. El índice de ataque estimado 

fue de 0,771 ± 0,213 días
-1

 y el tiempo de manejo de 0,051 ± 0,013 días (Tabla 3.2). 

 

 

Densidad de presa Adultos muertos Adultos consumidos 

2 1,50 ± 0,19 1,25 ± 0,16 

4 2,75 ± 0,37 2,25 ± 0,37 

6 4,50 ± 0,60 4,13 ± 0,64 

8 4,00 ± 0,65 3,13 ± 0,44 

2 6,25 ± 1,16 5,13 ± 1,20 

20 6,38 ± 1,21 3,13 ± 0,67 

40 11,25 ± 2,41 3,13 ± 0,79 

 

Tabla 3.1 Adultos de Ceratitis capitata muertos y consumidos (X ± ES) por P. cribata a diferentes 

densidades de presa. 
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3.3.2 Pseudoophonus rufipes 

3.3.2.1 Respuesta funcional 

Los coeficientes lineal y cuadrático estimados en la regresión logística de la 

proporción de presas muertas fueron -0,169 ± 0,021 y 0,0015 ± 0,0003, 

respectivamente para el ensayo con pupas. Ambos parámetros resultaron 

significativos (gl = 57. lineal: 
2
 = 83,60; P < 0,01. cuadrático: 

2
 = 35,92; P < 0,01). 

En el ensayo con larvas, los valores estimados de los coeficientes lineal y cuadrático 

fueron -0,081 ± 0,015 y 0,0008 ± 0,0002, respectivamente, siendo también aquí los 

dos parámetros significativos (gl = 55. lineal: 
2
 = 28,99; P < 0,01. cuadrático: 

2
 = 

14,95; P < 0,01). En el ensayo frente a adultos, los valores estimados de estos 

coeficientes fueron -0,082 ± 0,024 y 0,0009 ± 0,0003 con ambos parámetros 

significativos (gl = 55. lineal: 
2
 = 12,24; P < 0,01. cuadrático: 

2
 = 6,74; P < 0,01). La 

respuesta funcional obtenida en todos los casos fue tipo II (Figura 3.4) ya que todos 

los coeficientes lineales estimados fueron negativos y los cuadráticos positivos. Los 

índices de ataque obtenidos fueron de 3,070 ± 1,134 días
-1

 para la respuesta frente a 

pupas, 0,855 ± 0,213 días
-1

 para el ensayo con las larvas y 0,055 ± 0,101 días
-1

 para 

el de adultos. Los tiempos de manejo estimados fueron de 0,048 ± 0,003 días para el 

ensayo con pupas, 0,044 ± 0,008 días para el de larvas y 0,095 ± 0,043 días (para el 

de adultos (Tabla 3.2). En la respuesta funcional con adultos, como los intervalos de 

confianza estimados de los dos parámetros incluyen el 0, la estimación de éstos no 

fue considerada como significativa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4 Número de presas muertas (X ± ES) a las diferentes densidades de presa para P. cribata 

frente a adultos de C. capitata, P. rufipes frente a pupas, larvas y adultos, y F. auricularia frente a 

larvas, y sus correspondientes curvas de respuesta funcional (tipo II) por ajuste no lineal de mínimos 

cuadrados. 
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3.3.3 Forficula auricularia 

3.3.3.1 Respuesta funcional 

Los coeficientes lineal y cuadrático estimados de la regresión logística de la 

proporción de presas muertas fueron -0,049 ± 0,014 y 0,0004 ± 0,0002, 

respectivamente. Ambos parámetros resultaron significativos (gl = 46. lineal: 
2
 = 

12,27; P < 0,01. cuadrático: 
2
 = 5,14; P < 0,05). La respuesta funcional obtenida fue 

tipo II (Figura 3.4) ya que el valor estimado del coeficiente lineal fue negativo y del 

cuadrático positivo. El índice de ataque obtenido fue de 0,296 ± 0,075 días
-1

 y el 

tiempo de manejo de 0,065 ± 0,014 días (Tabla 3.2). 

 

 

 Índice de ataque (d
-1

) Tiempo de manejo (d) 

  Estimación Error típico Estimación Error típico 

P. cribata sobre adultos 0,771 0,213 0,051 0,013 

P. rufipes sobre pupas 3,07 1,134 0,048 0,003 

P. rufipes sobre larvas  0,855 0,213 0,044 0,008 

P. rufipes sobre adultos 0,055 0,101 0,095 0,043 

F. auricularia sobre larvas 0,296 0,075 0,065 0,014 

 

Tabla 3.2 Índices de ataque y tiempos de manejo estimados para P. cribata, P. rufipes y F. 

auricularia, ensayados frente a los diferentes estados de Ceratitis capitata que pueden aparecer en 

el suelo, tras el ajuste a sus correspondientes curvas de respuesta funcional. 
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3.4 Discusión 

Las tres especies de depredadores estudiadas utilizaron como presa a C. capitata en 

los ensayos de sin elección realizados en laboratorio. Además, cada una de ellas 

mostró una eficiencia depredadora diferente dependiendo del estado de desarrollo 

ofrecido como presa, de manera que las tres especies se complementarían en su 

acción como agentes de control de esta plaga. De hecho, P. cribata se mostró más 

eficaz frente adultos, P. rufipes frente a pupas y larvas de 3º estadío, y F. auricularia 

frente a la larvas de 3º estadío. 

Para todos los ensayos de respuesta funcional realizados se obtuvieron respuestas 

tipo II. Por las características previamente descritas, las respuestas tipo III son las 

consideradas tradicionalmente como más eficientes en el manejo de plagas. A pesar 

de ello, son más los casos en la literatura en los que artrópodos depredadores con 

potencial uso en control biológico muestran una respuesta tipo II, siendo además 

capaces de realizar un control efectivo de su presa. De hecho, tradicionalmente a la 

respuesta tipo II se le ha denominado “la curva de los invertebrados” (Hassell 1978, 

Samu y Biró 1993). 

Si comparamos los tiempos de manejo e índices de ataque estimados para los 

diferentes depredadores y tipos de presa, podemos observar que P. rufipes fue la 

especie depredadora que mostró una mayor eficiencia a la hora de depredar a C. 

capitata. De hecho, con esta especie se obtuvieron los tiempos de manejos menores 

y los índices de ataque mayores para el caso de pupas y larvas de 3º estadío. 

Forficula auricularia fue de las tres especies ensayadas, la que mostró una menor 

eficiencia en la depredación. 

Según nuestro conocimiento, no existen otros trabajos en los que se calcule los 

parámetros de respuesta funcional de estos depredadores frente a moscas de la 

fruta. Samu y Biró (1993) calcularon la respuesta funcional del licósido Pardosa 

hortensis Thorell cuando utilizaba como presa la mosca del vinagre, Drosophila 

melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae). En este trabajo no se calculó el índice 

de ataque pero el tiempo de manejo obtenido fue ligeramente inferior a los 

calculados para nuestras especies ensayadas. Esto probablemente se deba al 

menor tamaño de D. melanogaster que supondría un manejo y consumo de la presa 

más rápido. 
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Pardosa cribata se mostró activa depredando tanto el estado de adultos como el de 

larvas de 3º estadio y en cambio no presentó actividad frente pupas. En el trabajo 

realizado por Urbaneja et al. (2006), P. cribata llegó a utilizar pupas de C. capitata 

como presa. La diferencia en los resultados obtenidos respecto a nuestro trabajo 

probablemente sea debida a diferencias en la metodología utilizada. Aun así, los 

valores de depredación obtenidos frente a pupas por Urbaneja et al. (2006) son muy 

bajos. El comportamiento depredador descrito para P. cribata puede deberse 

principalmente a que el ataque de las arañas es estimulado por el movimiento; 

contra más móvil sea la presa más se va a ver incitado este depredador a atacar. 

Esta cualidad de las arañas también se ve reflejada al comparar los resultados de 

depredación entre larvas de 3º estadío y adultos. Pardosa cribata mató más adultos 

(de mayor actividad) que larvas de 3º estadío. En cambio, no se encontraron 

diferencias significativas entre el número de larvas y el número de adultos 

consumidos. Pardosa cribata mató muchos más adultos de los que luego se 

alimentó. Este fenómeno conocido como “overkilling” o “sobreexplotación”, es 

considerado una característica positiva en el control biológico, y ya ha sido descrito 

en otras especies de araña (Riechert y Lockley 1984, Mansour y Heimbach 1993, 

Pekár 2005). 

Pseudoophonus rufipes fue el depredador más voraz de los tres ensayados. Los 

carábidos destacan por su gran voracidad pudiendo llegar a consumir en un día una 

masa similar a la de su cuerpo (Thiele 1977, Kromp 1999). La tribu Harpalini, es 

considerada omnívora con un alto componente granívoro (Jorgensen y Toft 1997, 

Holland y Luff 2000, Honek et al. 2003). Además, P. rufipes, parece mostrar una 

mayor preferencia por aquellas semillas de un mayor tamaño y con testas más 

blandas (Honek et al. 2003). Aunque históricamente los carábidos han sido 

considerados como depredadores generalistas (Thiele 1977, Allen 1979, Luff 1987), 

en numerosas ocasiones la aportación de proteína animal a su dieta la realizan 

aprovechando el material de presas poco activas, ya sean estados de desarrollo que 

presentan baja movilidad, presas dañadas o incluso cadáveres, pudiendo ser 

considerados casi más como saprófagos carroñeros que como depredadores 

(Lindroth 1992). Es probable que sea por estas razones por las que P. rufipes mostró 

una elevada actividad en la depredación de pupas (que además podrían asemejar en 

su morfología y tamaño a semillas), larvas de 3º estadío, que presentan una 

movilidad restringida, y en cambio, apenas mostró depredación frente a adultos, que 
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son el estado más activo. Los carábidos presentan una elevada capacidad de 

rastrear las presas (Lövei y Sunderland 1996). Así, existen estudios que demuestran 

que P. rufipes puede rastrear colonias de pulgones al identificar el principal 

constituyente de la feromona de alarma de áfidos (E)-β-farneseno (EBF) (Kielty et al. 

1996). En laboratorio, Finch y Elliot (1994) demostraron que el carábido Pterostichus 

melanarius (Illiger) reducía poblaciones de larvas de típulas (Tipula ssp.) 

probablemente buscando esta presa bajo el suelo gracias a la utilización de 

estímulos olfativos. Monteith (1975) encontró que las especies de carábidos 

Calosoma calidum (Fabricius) y Harpalus pennsylvanicus De Geer detectaban, 

desenterraban y consumían pupas de Rhagoletis pomonella (Walsh) (Diptera: 

Tephritidae) bajo condiciones de laboratorio. Además, muchas especies son capaces 

de recuperar semillas de plantas que están enterradas en los 3 primeros centímetros 

de la superficie del suelo (Schremmer 1960, Manley 1971, Hartke et al. 1998), medio 

en el que en la mayoría de casos se va a desarrollar el estado de pupa de la mosca 

mediterránea de la fruta. Según nuestro conocimiento, no existen estudios que 

evalúen la capacidad de rastrear pupas de dípteros por parte de esta especie de 

carábido, aunque Urbaneja et al. (2006) identificó síntomas de depredación 

atribuidos a carábidos o estafilínidos en pupas de C. capitata enterradas a una 

profundidad de aproximadamente 5 cm en parcelas de cítricos. 

Forficula auricularia utilizó como presa en laboratorio larvas de 3º estadío, aunque 

según los parámetros obtenidos de respuesta funcional, no presentó tanta eficiencia 

como P. cribata y P. rufipes. Existen numerosos estudios que evalúan y demuestran 

la eficacia de este depredador polífago en el control de diferentes especies de 

pulgones en frutales de pepita (Carroll et al. 1985, Mueller et al. 1988, Nicholas et al. 

2005). Además de éstos, se conoce que esta especie se alimenta también de 

dípteros, coleópteros, lepidópteros, himenópteros, colémbolos y otros hemípteros 

(Phillips 1981, Lenfant et al 1994). Piñol et al. (2009) relacionó el control de pulgones 

con la actividad depredadora de esta especie, en cítricos del mediterráneo español. 

Por otro lado, no hay estudios que nos hablen de la capacidad de depredación de 

esta especie frente a dípteros en cítricos. Debido al elevado componente fitófago en 

sus hábitos alimenticios, poblaciones elevadas de este dermáptero pueden suponer 

un problema añadido sobre todo en plantaciones jóvenes y en épocas de brotación, 

ya que a veces utilizan los brotes tiernos como fuente de alimentación mermando de 

esta manera el vigor de la planta (Beitia 1998). 
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Como los ensayos realizados para evaluar la capacidad depredadora de estas tres 

especies de artrópodos son ensayos de laboratorio, en condiciones artificiales que 

simplifican aquellas que se dan en campo, la forma de las curvas de respuesta 

funcional estimadas probablemente sean diferentes a las que se obtendrían en su 

medio natural, en las que numerosos factores, tanto bióticos como abióticos afectan 

a las relaciones presa-depredador (Symondson et al. 2002a). La existencia de una 

gran variedad de presas alternativas, la elevada complejidad estructural del medio en 

el que se dan estas relaciones y unas condiciones ambientales mucho más variables 

que las simuladas en laboratorio son algunos de estos factores que van a determinar 

el verdadero valor de estos depredadores a la hora de ser utilizados en programas 

de control biológico. Por esta razón, es necesario completar el presente estudio con 

una evaluación de la capacidad depredadora de las especies seleccionadas, en 

condiciones reales de campo. 
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4 Detección de depredación de           

Ceratitis capitata por marcadores 

moleculares 
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4.1 Introducción 

Conocida la composición del complejo de depredadores polífagos que habita en los 

suelos de cítricos, sus patrones de actividad estacional y el comportamiento 

depredador en laboratorio de las especies más representativas, el siguiente objetivo 

planteado fue realizar una primera evaluación del impacto real de estas especies 

sobre la mosca mediterránea de la fruta. Los resultados obtenidos en el capítulo 

anterior nos orientarán en el diseño de un ensayo de campo y nos ayudarán a 

interpretar con mayor precisión los resultados obtenidos en éste. 

Existen diferentes aproximaciones a la hora de poder obtener un registro de cómo se 

está comportando un sistema depredador-presa en su medio natural. De ellas, la 

más evidente es la observación directa, ya sea por observadores en campo o 

utilizando sistemas de vídeo (Merfield et al. 2004, Frank et al. 2007). La observación 

directa presenta la ventaja de proporcionar una información muy valiosa acerca de 

los procesos que determinan el encuentro entre el depredador y su presa. Por otro 

lado, tiene los inconvenientes de requerir de mucho tiempo y mano de obra 

(Sunderland 1988, Völkl 1992); para poder llevarse a cabo de manera efectiva ha de 

ser fácilmente identificable tanto el depredador como su presa; y además, la sola 

presencia del observador muchas veces supone la alteración de las condiciones en 

las que se da este encuentro (Symondson 2002). 

Otro enfoque utilizado en la realización de este tipo de estudios es la manipulación 

de un entorno natural más o menos controlado, a través de ensayos de exclusión 

(Mansour et al. 1980, Itô et al. 1962), o mediante la recreación de un entorno artificial 

que simule las condiciones de campo (Riechert y Lawrence 1997). El problema de 

este tipo de ensayos es que son muy costosos y además, cuando se trabaja con 

depredadores generalistas, donde el rango de presas que utilizan es tan amplio, 

resulta prácticamente imposible reproducir con suficiente fidelidad el escenario real 

(Sunderland 1988). 

Una tercera aproximación al problema de la evaluación de la depredación en campo 

es la que tradicionalmente se ha conocido como metodologías post-mortem 

(Sunderland 1988, Symonson 2002, Harper et al. 2005). Esta clase de ensayos 

evalúa la depredación una vez ya ha sucedido. Para ello, aquellos depredadores 

objeto de estudio son capturados y llevados al laboratorio donde se analiza el 
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contenido de su tracto digestivo, y de esta manera, se puede conocer qué tipos de 

presa han estado utilizando. La principal ventaja de esta clase de ensayos es que el 

observador no influye en el proceso de depredación (Sunderland 1988, Symondson 

2002). Además, con este tipo de métodos es posible evaluar la depredación de 

sistemas depredador-presa que de otra manera sería muy difícil por el carácter 

críptico del encuentro (Thomas et al. 2009). Como ejemplo claro tendríamos el 

estudio de los carábidos, familia en la que muchas de sus especies son nocturnas, 

de hábitos solitarios y que en numerosas ocasiones buscan sus presas bajo tierra y 

por lo tanto ocultas al observador. Los principales inconvenientes que presentan 

estas técnicas son que en muchos casos la identificación de la presa no es algo 

directo; es difícil darle un valor cuantitativo a los datos obtenidos; y como además no 

existe una observación del proceso, muchas veces es imposible discernir si el 

resultado obtenido se debe a depredación directa, depredación secundaria o 

comportamientos carroñeros (Foltan et al. 2005, Juen y Traugott 2005). 

El método de análisis post-mortem de más larga tradición es la visualización directa 

o bajo lupa binocular del contenido del tracto digestivo del depredador, y la 

subsecuente identificación taxonómica de los posibles restos de presa aún no 

digeridos (Forbes 1883, Aussel y Linley 1994, Triltsch 1997). Este tipo de análisis 

requiere de poco soporte técnico, pero presenta el gran inconveniente de que 

muchos depredadores se alimentan parcial o totalmente de partes no sólidas de sus 

presas, haciendo imposible su identificación y por lo tanto, proporcionado una 

información sesgada (Dennison y Hodkinson 1983). Otras metodologías utilizadas 

para los análisis post-mortem incluyen el estudio comparativo de los patrones 

electroforéticos de isoenzimas, generalmente esterasas, del depredador, de la presa 

y de las posibles presas alternativas (Walrant y Loareau 1995, Camara et al. 2003, 

Traugott 2003); la liberación de presas marcadas artificialmente, ya sea con 

colorantes (Hawkes 1972), tierras raras (Hamman y Iwannek 1981), isótopos 

radioactivos (McCarty et al. 1980) o isótopos estables (Nienstedt y Poehling 2004); y 

el uso de diferentes técnicas serológicas que conllevan la obtención de anticuerpos, 

policlonales o monoclonales, específicos frente a la especie presa en estudio, y su 

utilización sobre el contenido del tracto digestivo del depredador (Hagler et al. 1994, 

Hagler y Naranjo 1997, Symondson et al 1997, Agustí et al. 1999a, Harwood et al. 

2005). 
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Gracias al desarrollo de la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR, 

Ehrlich, 1989), se abre una nueva vía en el campo de la detección de presas. 

Mediante el diseño de cebadores específicos de una especie o grupo diana y la 

posterior amplificación del ADN de la presa por análisis “singleplex” (Agustí et al. 

1999b, 2000, 2003a, 2003b, Zaidi et al. 1999, Chen et al. 2000, Hoogendoorn y 

Heimpel 2001), o más recientemente “multiplex” (Harper et al. 2005), va a ser posible 

visualizar la presencia de cantidades muy pequeñas de nuestro ADN diana y así 

evaluar el fenómeno de la depredación. Esta nueva técnica presenta una serie de 

ventajas respecto a aquellas que la habían precedido, y que poco a poco han 

supuesto su consolidación en el campo de los estudios de depredación in situ (King 

et al. 2008): El diseño y obtención de cebadores específicos es relativamente 

sencillo, no supone un coste económico muy elevado y la inversión en tiempo es en 

general mucho menor que la que por ejemplo supone la obtención de un anticuerpo 

monoclonal clásico (Symondson 2002); a día de hoy además, ya existen muchas 

secuencias de ADN de artrópodos en los bancos de datos que van a facilitar 

enormemente la obtención de nuevos marcadores moleculares; los protocolos 

utilizados son fácilmente reproducibles por lo que una vez obtenido un marcador 

molecular éste puede ser rápidamente transferido a cualquier laboratorio que lo 

necesite; la facilidad con la que pueden obtenerse marcadores específicos a distintos 

niveles taxonómicos, convierten este tipo de técnicas en la única aproximación 

viable, hasta la fecha, para el estudio de redes tróficas complejas, como pueda ser el 

caso de los depredadores generalistas, que utilizan multitud de presas distintas y a 

diferentes niveles de la cadena trófica (Symondson et al. 2002a, Sheppard y 

Harwood 2005, King et al. 2008). Por otro lado, esta técnica también presenta 

algunas limitaciones respecto a otras. Así, no se puede alcanzar un grado de 

especificidad tan elevado como por ejemplo con el uso de anticuerpos, donde éstos 

pueden llegar a diferenciar entre estados biológicos de desarrollo (Greenstone y 

Morgan 1989, Hagler et al. 1994, Greenstone 1995); los tiempos de detección 

aunque se han ido prolongando (Agustí et al. 2003b, Hoogedoorn y Heimpel 2001), 

no son tan largos como algunos obtenidos con anticuerpos monoclonales (Harwood 

et al. 2001, Schenk y Bacher 2004); cuando se pretende realizar estudios a gran 

escala con un solo tipo de presa, a día de hoy, sigue siendo más rápido y barato la 

utilización de anticuerpos para la detección mediante protocolo ELISA, que la 

utilización de la PCR (Symondson 2002, Hagler y Naranjo 2005). La utilización de 
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uno u otro tipo de técnicas en un estudio, vendrá determinada por las características 

de cada experimento diseñado. 

En este capítulo, la aplicación del análisis PCR al contenido del tracto digestivo de 

especímenes de P. cribata y P. rufipes en campos de cítricos donde se ha simulado 

una alta infestación de C. capitata, va a permitir conocer de una manera rápida y 

directa si estos depredadores incorporan esta especie plaga en su dieta cuando hay 

disponibilidad de ella y de otras presas. Los resultados aquí obtenidos junto con los 

datos del comportamiento depredador conseguidos en laboratorio ayudarán a valorar 

mejor si estas especies pueden llegar a influir en las poblaciones de C. capitata. 
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4.2 Material y métodos 

4.2.1 Puesta a punto del método 

4.2.1.1 Artrópodos 

Para el desarrollo de los cebadores específicos frente a C. capitata se seleccionaron 

42 especies de artrópodos, tanto fitófagos como depredadores (Tabla 4.1). La mayor 

parte de los artrópodos utilizados fueron capturados vivos en parcelas de cítricos 

localizadas en la provincia de Valencia (España). Las especies del género 

Bactrocera, exceptuando Bactrocera oleae (Gmelin), fueron capturadas en trampas 

pegajosas en Queensland (Australia) por personal del Department of Primary 

Industries and Fisheries (DPI & F). Anastrepha suspensa (Loew) fue recogida en 

huertos de Guayabas (Psidium spp.) en Florida. Como cepas de referencia de C. 

capitata se utilizaron la de la cría IVIA2002, y la Vienna-8 tsl, de las instalaciones de 

cría masiva de machos estériles en Caudete de las fuentes (Valencia). 

4.2.1.2 Diseño de los cebadores 

Cebadores específicos de C. capitata. Para el diseño de los cebadores, se 

utilizaron secuencias del espaciador transcrito interno 1 (ITS1) de diferentes tefrítidos 

que fueron obtenidas de la base de datos GenBank [AF307848 (C. capitata), 

AF189690 (Ceratitis rosa Karsch), AF276515 (Bactrocera cucurbitae Coquillett) y 

AF276516 (Bactrocera dorsalis (Hendel))], y fueron alineadas con la aplicación 

informática GeneDoc (Nicholas et al. 1997) empleando el algoritmo MSA 

implementado en el software con un blossom 62 como scoring table, un coste 

constante de longitud de 20, un coste de apertura de gap 8 y un coste de extensión 

de gap 4. Se diseñaron tres cebadores (CcITS1-2dir, CcITS1-2rev y CcITS737) en 

las regiones no conservadas con otros tefrítidos del ITS1 de C. capitata utilizando el 

software OLIGO v4 (Rychlik 1992) (Tabla 4.2). En los ensayos realizados, se 

utilizaron dos combinaciones diferentes de los cebadores diseñados: CcITS1-2 (con 

CcITS1-2 dir y CcITS1-2 rev) y CcITS737 (con CcITS1-2dir y CcITS737rev). 

Cebadores Universales. Se diseñaron un par de cebadores Univ18SrADN 

(18S_lo1270 y 18S_up1060) sobre una región altamente conservada obtenida del 

alineamiento de varias secuencias del 18S rADN de la base de datos GenBank 
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[AF096450 (C. capitata). AF012518 (Cicindela sedecimpunctata Klug (Coleoptera: 

Cicindelidae)), Z97594 (Forficula auricularia L. (Dermaptera: Forficulidae)), X89492 

(Leptothorax acervorum (Fabricius) (Hymenoptera: Formicidae)), EF012870 (Lasius 

(Acanthomyops) californicus Wheeler (Hymenotpera: Formicidae)), AF487712 

(Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphidae)) y AF062961 (Tetranychus urticae 

Koch (Acari: Tetranychidae))] siguiendo un procedimiento similar al descrito 

anteriormente. 

4.2.1.3 Condiciones de amplificación 

Cada par de cebadores fue utilizado en un volumen de reacción de 20 µl que 

contenía: 300 nM dNTPs (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania), 1 x DNA pol buffer 

(Biotools B&M labs S.A., Madrid), 3mM MgCl2 (Biotools), 0,75 u DNA polimerasa 

(Biotools) 10 pmol de cada cebador, y 10 ng de ADN total. El perfil de amplificación 

fue: un primer paso de desnaturalización a 94ºC durante 2 minutos, 40 ciclos de 94ºC 

30 segundos, 50ºC 30 segundos, y 72ºC 15 segundos, seguidos de una extensión 

final a 72ºC durante 150 segundos. El proceso de amplificación se llevó a cabo en un 

termociclador de gradiente Mastercycler
®
 ep-S (Eppendorf AG, Hamburgo, 

Alemania). Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de 

agarosa D-1 low EEO (Pronadisa, Sumilab S.L., Madrid) al 2% en un tampón 0,5x 

TBE. Los resultados eran visualizados bajo luz ultravioleta tras la tinción del gel con 

bromuro de etidio. 



 

 

 

Tabla 4.1 Especies de artrópodos utilizadas para la evaluación de los cebadores diseñados específicos frente a C. capitata. Las especies han sido 

clasificadas en depredadores y fitófagos, incluyendo el orden y la familia al que pertenecen, así como la localidad y el país en el que fueron muestreadas. 

A cada una de ellas se la ha asignado un código de identificación. 

Grupo Orden Familia Especie Localidad País Código Muestra en 
la Fig. 4.5 

Espcímenes 
ensayados 

Depredadores Acari Phytoseiidae Phytoseiulus persimilis (Athias-Henriot) IVIA Lab strain España Ppe – 3 
   Amblyseius (Neoseiulus) californicus (McGregor) IVIA Lab strain España Nca – 3 
 Araneae Gnaphosidae Trachyzelotes fuscipes (Koch) Olocau, VLC España Tfu – 3 
   Nomisia exornata (Koch)  Bétera, VLC España Nex – 1 
  Linyphiidae Erigone dentipalpis (Wider) Bétera, VLC España Ede – 2 
   Meioneta fuscipalpis (Koch) Olocau, VLC España Mfu – 3 
   Pelecopsis inedita (Cambridge) Olocau, VLC España Pin – 2 
  Lycosidae Pardosa cribata Simon Bétera, VLC España Pc 1 >50 
  Nemesiidae Nemesia dubia Cambridge Bétera, VLC España Ndu – 2 
  Thomisidae Xysticus bliteus (Simon) Bétera, VLC España Xbl – 2 
  Thomisidae Xysticus nubilus Simon Bétera, VLC España Xnu – 2 
  Zodariidae Zodarion sp. Moncada, VLC España Zpu – 3 
 Coleoptera Cicindelidae Cicindela campestris L. Liria, VLC España Cca 6 2 
  Carabidae Pseudoophonus (Pseudoophonus) rufipes (De Geer) Liria, VLC España Psr 7 20 
  Coccinelidae Cryptolaemus montrouzieri Mulsant Almazora, CS España Cmo 8 5 
 Dermaptera Forficulidae Forficula auricularia L. Moncada, VLC España Fau 4 20 
  Anisolabididae Euborellia moesta (Gené) Liria, VLC España Emo 5 2 
 Hymenoptera Formicidae Formica rufibarbis Fabricius Liria, VLC España Fru 2 6 
   Messor barbarus (L.) Liria, VLC España Mba 3 6 
Fitófagos Acari Tetranychidae Tetranychus urticae Koch IVIA Lab strain España Tur 9 10 
   Panonychus citri (McGregor) Almussafes, VLC España Pci – 2 
 Collembola  Entomobrya sp. Liria, VLC España Esp – 2 
 Diptera Agromicidae Liriomyza sp. Liria, VLC España Lsp – 2 
  Calliphoridae Calliphora sp. Liria, VLC España Cal – 1 
  Cecidomyiidae Feltiella acarisuga (Vallot) La Mojonera, ALM España Fac – 3 
  Drosophilidae Drosophila melanogaster Meigen Moncada, VLC España DmY – 5 
    Moncada, VLC España Dmel – 3 
  Sciaridae Undetermined species Liria, VLC España Sci – 2 
  Syrphidae Episyrphus balteatus (De Geer) La Mojonera, ALM España Eba – 2 
  Tephritidae Anastrepha suspensa (Loew) Immokalee, FL USA Asu 13 5 
   Bactrocera (D.) oleae (Gemlin) Almussafes, VLC España Bol 14 2 
   Bactrocera tryoni (Froggatt) Cairns, QL Australia Btr 15 5 
   Bactrocera neohumeralis (Hardy) Cairns, QL Australia Bne 16 5 
   Bactrocera musae (Tryon) Cairns, QL Australia Bmu 17 5 
   Bactrocera frauenfeldi (Schiner) Cairns, QL Australia Bfr 18 5 
   Ceratitis rosa Karsch Hex River Valley Sudáfrica Cro 19 5 
   Ceratitis capitata (Wiedemann) IVIA Lab strain, 

Vienna-8 strain  
España Cc, Ccv8 20, 21 5, 3 

 Hemiptera Aphididae Myzus persicae (Sulzer) Picassent, VLC España Mpe 10 8 
   Aphis(Aphis) gossypii Glover Picassent, VLC España Ago 11 10 
   Aphis (Aphis) spiraecola Picassent, VLC España Asp 12 7 
 Lepidoptera Gelechiidae Tuta absoluta (Meyrick) IVIA Lab strain  España Tab – 3 
  Noctuidae Spodoptera exigua (Hübner) Lab strain, ALM España Sex – 2 
 Thysanoptera Thripidae Frankliniella occidentalis (Pergande) IVIA Lab strain España Foc – 4 
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Ta, temperatura de anillamiento 

Tabla 4.2 Secuencias de los cebadores (5’-3’) y condiciones de la PCR. 

4.2.1.4 Extracción del ADN 

Todos los especímenes utilizados, tanto para el diseño de los marcadores como para 

los posteriores ensayos de laboratorio y campo (Tabla 4.1), fueron previamente 

congelados a -80ºC durante al menos 20 minutos. La extracción del ADN total se 

llevó a cabo siguiendo los protocolos de Latorre et al. (1986) y/o “Salting-out” 

(Sunnucks y Hales 1996). En el caso de P. cribata las extracciones se realizaron 

utilizando sólo el opistosoma de la araña, ya que es en esta parte donde más se 

ramifica el tracto digestivo y por lo tanto donde más proporción de ADN de la presa 

respecto al del depredador debería haber. Con P. rufipes, para minimizar la cantidad 

de ADN del depredador, se diseccionó cada espécimen, se extrajo el tracto digestivo 

(Fig. 4.1) y se utilizó sólo éste en el protocolo de extracción. En ambos casos se 

siguió el protocolo “Salting-out”. El ADN total extraído se disolvió en 20-100 µl de 

LTE-R (10mM Tris-HCl pH 8,0; 0,1 mM EDTA pH 8,0; 6 µg/ml RNAsa A), 

dependiendo del tamaño del espécimen utilizado. Cada muestra de ADN era 

verificada por electroforesis en gel de agarosa al 1%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nombre 

del par de 

cebadores 

Secuencia del cebador dir. Secuencia del cebador rev. Ta 

(ºC) 

Amplicón 

tamaño 

(bp) 

CcITS1-2 TAA ATG GAT GAA AGA AGA TGA TG GCC GAG TGA TCC ACC GCT TAG AG 55 333 

CcITS737 TAA ATG GAT GAA AGA AGA TGA TG TAG TCC AAC AAA AAC AGT AT 50 130 

Univ18SrADN AGT TAG AGG TTC GAA GGC GAT CAG  TGG TAA GTT TTC CCG TGT TGA GTC 55 233 

Figura 4.1 Extracción 

del tracto digestivo de 

P. rufipes después de 

ser alimentado con una 

pupa de C. capitata. 
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4.2.1.5 Pruebas de reactividad cruzada y sensibilidad 

La especificidad de cada par de cebadores CcITS diseñado fue evaluada con varios 

individuos de las dos líneas de C. capitata, varias especies filogenéticamente 

cercanas, y un amplio grupo de artrópodos, potenciales presas y otros 

depredadores, que pueden darse en los suelos de cítricos de la zona en estudio 

(Tabla 4.1). La inclusión en este estudio de varias especies de tefrítidos, 

consideradas exóticas en España, valida la utilización de estos marcadores en otras 

regiones del planeta donde C. capitata coexiste con estos tefrítidos. 

La sensibilidad de nuestros marcadores fue determinada mediante su evaluación con 

diluciones seriadas 1:10 del ADN total de C. capitata, con una dilución en origen de 

10 ng/µl y una dilución final de 1:10
10

. 

4.2.2 Detección de la depredación de Ceratitis capitata 

por Pardosa cribata y Pseudoophonus rufipes 

4.2.2.1 Curvas de degradación y tiempos de detección 50 

4.2.2.1.1 Pardosa cribata 

Los adultos de P. cribata utilizados en los experimentos que a continuación se 

detallan se capturaron en parcelas de cítricos cercanas al IVIA. Cada araña fue 

introducida de manera individualizada en un bote de plástico de 150 ml de volumen 

(Fig. 4.2A) y se mantuvo en ayuno (con suministro de agua a través de un algodón 

humedecido) durante un periodo de 7 días a 25ºC y 16:8 h (L:O), para vaciarle el 

tracto digestivo. Tras este periodo, a cada araña se le ofreció como presa un 

individuo adulto de C. capitata procedente de la colonia IVIA2002. Una vez la presa 

era capturada se dejaba que la araña se alimentara de ésta durante 3 horas (tiempo 

de predigestión e ingestión) (Fig. 4.2C). Transcurrido este tiempo, los restos de la 

presa aun no consumidos eran retirados y comenzaba a contabilizarse el tiempo de 

digestión del depredador. Las arañas se dividieron en lotes (Fig. 4.2B) y a cada uno 

de éstos se les dejó un tiempo diferente de digestión, en condiciones de 25ºC y 16:8 

h (L:O) y con sólo suministro de agua, hasta el momento de su congelación (a -

80ºC). Los tiempos de digestión ensayados fueron: 0 h (las arañas de este lote eran 

congeladas tras retirar los restos de presa después de las 3 horas de ingestión), 6, 



Detección de depredación (marcadores moleculares) 

 108 

12, 24, 36, 48, 72 y 96 h. Para cada uno de los tiempos se ensayaron 20 arañas 

(excepto en el lote de 96 h en el que se dispuso de 19 individuos). Se realizó un lote 

adicional de arañas (n = 20) en el que después de los 7 días de ayuno no se les 

ofreció presa y fueron congeladas. Las arañas de este lote se utilizaron como 

controles negativos de la PCR. 

El ADN de cada extracción de araña fue analizado por triplicado mediante PCR, 

considerando positiva la detección si al menos una de las tres repeticiones daba 

positiva (Agustí et al 2003a). Todas las muestras que dieron negativo en las tres 

pruebas se probaron con el par de cebadores universales para verificar si el 

resultado negativo era debido a la ausencia de ADN de C. capitata o si se debía a un 

fallo de la PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para cada par de cebadores, la proporción de muestras que dieron positivo para los 

distintos tiempos de digestión se sometió a un análisis de regresión Probit con la 

aplicación Proc Probit en PC SAS versión 9.1.3 (SAS 2004). Para determinar el 

ajuste de los datos al modelo Probit, se realizó un test Chi-cuadrado (
2
). Se 

determinaron los tiempos de detección 50 (tiempo post-digestión en el que aún se 

puede detectar un 50% de muestras positivas) (Greenstone y Hunt 1993, 

Greenstone et al. 2007). De manera adicional, se realizó un test 
2
 de paralelismo 

A) B) 

C) 

Figura 4.2 Ensayo de obtención 

de curvas de degradación del 

ADN de la presa. A) Botes de 

plástico en los que se le ofrece la 

presa al depredador, B) Lotes 

realizados para congelar a los 

distintos tiempos de digestión y 

C) P. cribata alimentándose de 

un adulto de C. capitata (fase de 

predigestión e ingestión). 
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con la finalidad de poder evaluar si existían diferencias significativas entre los datos 

de los dos pares de cebadores. Para ello, se comprobó si las pendientes y 

ordenadas en el origen de los ajustes de cada conjunto de datos eran iguales o no. 

4.2.2.1.2 Pseudoophonus rufipes 

Para conocer la curva de degradación de P. rufipes con C. capitata como presa, se 

recolectaron especímenes adultos en parcelas de cítricos, instalando en éstas, 

trampas de gravedad en las que el bote de captura no se cebaba con líquido 

conservante. Los individuos capturados se llevaron a laboratorio y se dejaron 2 días 

en ayuno en las mismas condiciones descritas anteriormente para P. cribata. 

Después del periodo de ayuno se le ofreció a cada adulto una pupa de 2 días de C. 

capitata. Con la finalidad de estandarizar la cantidad de presa ingestada, tan sólo se 

utilizaron aquellos especímenes que se alimentaron de la pupa durante un periodo 

15 min, tiempo tras el cual los posibles restos que quedaran de ésta eran retirados. 

En ese momento se comenzaba a contabilizar el tiempo de digestión. Los tiempos de 

digestión ensayados fueron 0 h (n = 15), 1 h (n = 16), 6 h (n = 15), 12 h (n = 17), 24 h 

(n = 16), 48 h (n = 18), 72 h (n = 16). Adicionalmente se realizó la extracción de ADN 

total de 11 especímenes, a los que tras el periodo de ayuno no se les ofreció 

ninguna pupa. Éstos fueron utilizados como controles negativos de la PCR. 

La obtención de la curva de degradación y tiempo de detección 50 se realizó con el 

par de cebadores CcITS737. Los datos obtenidos fueron tratados de la misma 

manera descrita para P. cribata. 

Para poder constatar si existían diferencias significativas entre los tiempos de 

detección 50 de ambos depredadores se realizó un test 
2
 de paralelismo en el que 

se compararon los datos obtenidos para cada depredador. 

4.2.2.2 Detección en campo 

4.2.2.2.1 Pardosa cribata 

El ensayo de campo se llevó a cabo a inicios del mes de julio de 2007 en la parcela 

comercial de clementinos situada en Bétera, donde se había realizado el estudio de 

artrópodos depredadores descrito en el primer capítulo, y en la que se había 

registrado una elevada actividad poblacional de P. cribata durante los tres años de 

muestreos. En esta parcela se liberaron de forma manual, a primera hora de la 
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mañana, aproximadamente 40.000 pupas a punto de emerger, de la línea estéril 

Vienna-8 tsl, simulando una infestación natural grave (R. Argilés e I. Pla, TRAGSA, 

comunicación personal). Se decidió utilizar pupas a punto de emerger para conseguir 

en la parcela poblaciones elevadas de adultos recién emergidos. Una vez realizada 

la infestación, transcurridas 24, 48, 72, 96 h y 7 días, se capturaron manualmente en 

la zona central de la parcela 20 especímenes diarios de adultos de P. cribata (Fig. 

4.3). Todos los individuos recolectados se llevaron inmediatamente al laboratorio y 

fueron congelados a -80ºC para realizar las posteriores extracciones del ADN total. 

El ADN extraído del opistosoma de cada araña fue analizado por triplicado mediante 

PCR, utilizando el par de cebadores CcITS737. Finalmente se obtuvo el porcentaje 

de muestras que dieron un resultado positivo para cada día de capturas así como 

para el total del ensayo. Con el fin de conocer la proporción diaria de emergencia de 

adultos de la cepa Vienna-8, se colocaron en la parcela 4 trampas McPhail 

modificadas, con cebo trimedlure
®
 y una pastilla de insecticida diclorvos

®
. Durante 

todo el periodo de ensayo se contabilizó el número diario de capturas de adultos 

estériles en estas trampas y se estimó el número de moscas por trampa y día (MTD). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3 Parcela de Bétera en 

la que se realizaron los ensayos 

de detección de depredación en 

campo con P. cribata y P. rufipes. 
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4.2.2.2.2 Pseudoophonus rufipes 

El ensayo de campo se llevó a cabo en la segunda quincena de septiembre de 2007 

en la parcela de Bétera, donde se había registrado una elevada actividad de este 

carábido con un pico poblacional a inicios del otoño. Como P. rufipes mostró una 

mayor eficacia en laboratorio depredando el estado de pupa, la parcela se infestó 

con 40.000 pupas de aproximadamente dos días de edad de la línea estéril Vienna-8 

tsl. Las pupas se liberaron de forma manual distribuyéndose homogéneamente por 

toda la superficie de liberación determinada en la parcela. En la zona central de ésta 

se instalaron 8 trampas de gravedad sin mezcla conservante (Fig. 4.3). 

Transcurridas 24, 48, 72, 96 h, 6, 7 y 8 días se recogieron vivos, a primera hora de la 

mañana, los carábidos capturados en las trampas. Éstos se llevaron inmediatamente 

al laboratorio y se congerlaron a -80ºC. El ADN extraído del tracto digestivo de cada 

carábido se analizó por triplicado mediante PCR, utilizando el par de cebadores 

CcITS737. Aquellas muestras que dieron amplicones poco perceptibles fueron 

analizadas en una cuarta PCR ajustando las concentraciones del ADN. Como el 

número de carábidos capturados durante el ensayo no fue muy elevado (n = 36), tan 

sólo se estudió el porcentaje total de individuos que dieron positivo en la detección 

de ADN de C. capitata. 
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4.3 Resultados 

4.3.1 Diseño de los marcadores y test de reactividad 

cruzada 

En primer lugar se diseñó el par de cebadores CcITS1-2 (CcITS1-2 dir y CcITS1-2 

rev) sobre el alineamiento de la región ITS-1. CcITS1-2 rev se diseñó sobre una 

región conservada del 5.8S rADN cercana al final del ITS-1. Este par de cebadores 

amplificaba un fragmento de 330 pb en la presencia de ADN de C. capitata, mientras 

que este amplicón no se daba con el resto de tefrítidos ni en los otros artrópodos 

ensayados. (Fig. 4.4A). Sin embargo, CcITS1-2 producía amplificado inespecífico de 

fondo en todas las muestras, exceptuando los controles negativos. Este resultado 

probablemente sea debido a que el cebador CcITS1-2 rev, diseñado sobre una 

región conservada, era capaz de unirse al ADN de los artrópodos no diana. Para 

solucionar este inconveniente se diseñó un tercer cebador (CcITS1-737) sobre una 

región del ITS-1 específica de C. capitata, que en combinación con el cebador 

CcITS1-2 dir (CcITS737 par de cebadores), daba un fragmento amplificado de 130 

pb solamente detectable sobre ADN de C. capitata (Fig. 4.4B). El par de cebadores 

Univ18SrADN se utilizó para demostrar la especificidad frente a C. capitata de los 

cebadores ITS-1 diseñados (Fig. 4.4C), así como para diferenciar entre negativos en 

la PCR debidos a la ausencia del ADN diana y negativos debidos a la ausencia de 

cualquier tipo de ADN o al funcionamiento incorrecto de la PCR. 

En la prueba de sensibilidad, el par de cebadores CcITS737 fue más sensible, de 

manera que con éste se pudo amplificar ADN de C. capitata hasta concentraciones 

de 1 pg (Fig. 4.5). 
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Figura 4.4 Patrón de amplificación de los dos pares de cebadores ITS específicos frente a C. 

capitata y del par de cebadores control 18SrADN al ser probados frente a diferentes artrópodos. A) 

Amplificación específica del CcITS1-2. B) Amplificación específica del CcITS1-737. C) Amplificación 

control con 18SrADN; M corresponde a la escalera de marcadores de 100 pb; c- corresponde al 

control negativo de la PCR; las muestras 1-32 se corresponden a las especies citadas en la Tabla 

4.1, cuyos códigos respectivos son (Pc, Fru, Mba, Fau, Emo, Cca, Psr, Cmo, Tur, Mpe, Ago, Asp, 

Asu, Bol, Btr, Bne, Bmu, Bfr, Cro, Cc y Ccv8). Los ADNs de la especie C. capitata y el control 

negativo han sido destacados sobre los demás. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5 Test de sensibilidad de los dos pares de cebadores CcITS (‘1-2’ y ‘737’) con diluciones 

seriadas de ADN de C. capitata; M corresponde a la escalera de marcadores de 100 pb; c- 

corresponde al control negativo de la PCR. 

1-2 1-2 1-2 1-2 1-2 

737 737 737 737 737 
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4.3.2 Tiempos de detección 

4.3.2.1 Pardosa cribata 

La proporción de detecciones positivas para los distintos tiempos de digestión 

ensayados cumplía los requisitos de ajuste del modelo Probit para los dos pares de 

cebadores (
2
 = 0,2055; gl = 3; P = 0,977 para CcITS1-2 y 

2
 = 0,1519; gl = 3; P = 

0,985 para CcITS737) (Fig. 4.6). Los tiempos de detección 50 fueron de 78,25 h y 

78,08 h para CcITS1-2 y CcITS7373 respectivamente. No se encontraron diferencias 

significativas entre estos dos valores. De hecho, al realizar el test de paralelismo 

entre ambos conjuntos de datos, tampoco se encontraron diferencias significativas 

(2 = 1,9407, gl = 1, P = 0,1636). 

4.3.2.2 Pseudoophonus rufipes 

La proporción de detecciones positivas para los distintos tiempos de digestión 

ensayados cumplía los requisitos de ajuste del modelo Probit (
2
 = 5,3756; gl = 4; P 

= 0,2509) (Fig. 4.7). El tiempo de detección 50 estimado fue de 32,33 h. 

Al comparar los tiempos de detección obtenidos con P. cribata (CcITS1-737) y con P. 

rufipes (CcITS1-737), se obtuvieron diferencias significativas tanto en las pendientes 

como en las ordenadas en el origen de las curvas estimadas para cada conjunto de 

datos (2 = 19,9284; gl = 1, P < 0,0001 para la prueba de pendientes y 
2
 = 63,3726; 

gl = 2; P < 0,0001 para la prueba de ordenadas en el origen) Por lo tanto, podemos 

concluir que los tiempos de detección 50 estimados para cada depredador fueron 

significativamente diferentes. 
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Figura 4.6 Curvas de probabilidad de detección de ADN de C. capitata en P. cribata para los 

diferentes tiempos de digestión. Las líneas indican el ajuste al modelo probit con sus intervalos de 

confianza 95%. Los triángulos negros y las líneas continuas corresponden al par de cebadores 

CcITS1-2 mientras que los triángulos blancos y líneas discontinuas corresponden al CcITS1-737. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.7 Curva de probabilidad de detección de ADN de C. capitata en P. rufipes para los 

diferentes tiempos de digestión utilizando el par de cebadores CcITS1-737. Las líneas indican el 

ajuste al modelo probit con sus intervalos de confianza 95%. 
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4.3.3 Ensayo de campo 

4.3.3.1 Pardosa cribata 

En la prueba de campo diseñada se analizaron un total de 100 especímenes adultos 

de P. cribata. El 5% de estas arañas dio un resultado positivo en la detección de 

ADN de C. capitata. Al analizar estos datos por día de muestreo (Fig. 4.8), se 

comprobó que esta proporción se incrementaba hasta un 15% de detecciones 

positivas 72 h después de la infestación artificial. El número de adultos estériles 

capturados en las trampas situadas en la parcela de ensayo fue incrementándose de 

manera gradual desde las 24 h después de la infestación hasta las 96 h, donde se 

registró el máximo de capturas (84,2 ± 18,3 MTD). De aquí en adelante, el número 

de moscas capturadas disminuyó hasta estabilizarse en una cifra de 

aproximadamente 25 MTD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.8 Porcentaje de arañas que dieron positivo en el ensayo de campo con el par de cebadores 

CcITS1-737, y promedio (± ES) del número de adultos estériles capturados por trampa y día (MTD). 

4.3.3.2 Pseudoophonus rufipes 

En el ensayo de campo se analizaron un total de 36 especímenes adultos. El 22,9% 

de los carábidos dieron positivo en la detección de ADN de C. capitata (Fig. 4.9). 
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Figura 4.9 Amplificaciones positivas de C. capitata con el marcador CcITS737 sobre el contenido del 

tracto digestivo de 36 especímenes de P. rufipes capturados en una parcela comercial de 

clementinos tras una infestación artificial con pupas de C. capitata. Los carábidos fueron capturados 

1, 2, 3, 4, 6, 7 y 8 días después de la infestación. Cada muestra está etiquetada con el día de 

captura y número de espécimen. Se utilizó la escalera de marcadores de 100 pb; C-i, controles 

negativos de la PCR. En blanco se encuadran aquellas muestras consideradas como detección 

positiva. A) PCR1y B) PCR2.  
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Figura 4.9 (cont.) Amplificaciones positivas de C. capitata con el marcador CcITS737 sobre el 

contenido del tracto digestivo de 36 especímenes de P. rufipes capturados en una parcela comercial 

de clementinos tras una infestación artificial con pupas de C. capitata. Los carábidos fueron 

capturados 1, 2, 3, 4, 6, 7 y 8 días después de la infestación. Cada muestra está etiquetada con el 

día de captura y número de espécimen. Se utilizó la escalera de marcadores de 100 pb; C-i, 

controles negativos de la PCR; *las muestras 1.8 y 7.1 se analizaron a dos concentraciones 

diferentes de ADN. En blanco se encuadran aquellas muestras consideradas como detección 

positiva. C) PCR3 y D) PCR4. 
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4.4 Discusión 

Se ha aplicado con éxito una técnica post-mortem para la evaluación de la 

depredación de la mosca mediterránea de la fruta ejercida por los depredadores 

polífagos presentes en los suelos de cítricos. Gracias a ésta, se ha demostrado que 

P. cribata y P. rufipes pueden utilizar como presa a C. capitata en condiciones de 

campo, donde existe una gran variedad de presas alternativas y por lo tanto, el 

depredador tiene la capacidad de elección (Symondson 2002, Symondson et al. 

2002a). Además, esta es la primera vez que se aplica este tipo de técnicas en la 

evaluación de la depredación de tefrítidos en condiciones de campo, y es uno de los 

pocos estudios que hasta la fecha, utilizan estas técnicas para el estudio de los 

sistemas depredador-presa directamente en parcelas comerciales (Hoogendoorn y 

Heimpel 2002, Agustí et al. 2003b, Dodd et al. 2003, Kaspar et al. 2004, Harper et al. 

2005 y Ma et al. 2005). 

Los largos tiempos de detección 50 obtenidos en laboratorio para ambos 

depredadores y la especificidad demostrada de los dos pares de cebadores 

diseñados validan la aplicación de la técnica en condiciones de campo. 

El tiempo de detección 50 obtenido para P. rufipes (32,3 h) se encuentra entre los 

valores registrados para otros carábidos en otros estudios realizados (entre 18 y 88,5 

h) (Sheppard et al. 2005, Harper et al. 2005, Juen y Traugott 2007). De la misma 

manera, los valores de detección 50 obtenidos con P. cribata (aprox. 78 h) también 

se ubican en el rango de tiempos citados en otras especies de araña (ej. 96 h 

[Harwood et al. 2001] ó 105.4 h [Ma et al. 2005]). 

Los cebadores diseñados presentan varias características que explicarían los largos 

tiempos de detección obtenidos en este estudio: 

 Éstos se diseñaron sobre una región multicopia del genoma. Los genes 

ribosomales 18S, 5.8S, 28S y los espaciadores transcritos internos ITS1 y 

ITS2 aparecen en clústers repetidos en tándem en el genoma nuclear de 

eucariotas (Hoy 2003, Beebee y Rowe 2004) en cientos o miles de copias. 

Se ha demostrado que los marcadores diseñados sobre regiones multicopia 

del ADN, ya sean nucleares o mitocondriales, ofrecen tiempos de detección 

mucho más largos que aquellos obtenidos con marcadores diseñados sobre 

regiones monocopia (Zaidi et al 1999, Chen et al. 2000, Agustí et al. 2003b). 
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 Los amplicones de mayor tamaño son más fácilmente degradables en los 

procesos de digestión que aquellos de menor tamaño, conllevando tiempos 

de detección menores (Agustí et al. 1999b, 2000, 2003b, Zaidi et al 1999, 

Chen et al. 2000, Hoogendoorn y Heimpel 2001). En el presente trabajo se 

utilizaron pares de cebadores que amplifican fragmentos de 130 pb y 330 pb 

cada uno de ellos. Estos tamaños de amplicón se encuentran en el rango 

recomendado (King et al. 2008). Cuando se comparó con P. cribata los 

tiempos de detección de los dos pares de cebadores diseñados, aunque no 

se observaron diferencias significativas entre ambos, sí que se intuye una 

tendencia a tiempos de detección más prolongados con el par de cebadores 

que amplifica un fragmento de menor tamaño. 

 La cantidad de ADN ingerido también puede influir en los tiempos de 

detección de éste (de León et al. 2006), aunque por otro lado, hay estudios 

en los que no se pudo encontrar esta relación (Zaidi et al. 1999, 

Hoogendoorn y Heimpel 2001, Juen y Traugott 2005). En el sistema 

estudiado en el presente trabajo, la presa utilizada es de un tamaño 

considerable comparada con el de sus depredadores, especialmente 

respecto a P. cribata, por lo que la ingesta de un solo individuo supone la 

adquisición de una gran cantidad de ADN diana. 

 Parece existir una correlación entre sensibilidad y eficiencia en la detección, 

de manera que una mayor sensibilidad implica una mayor eficiencia en la 

detección de la presa. De León et al. (2006) obtuvieron una sensibilidad de 

6,0 pg para un marcador sobre la subunidad mitocondrial citocromo oxidasa 

I (COI) y de 25,0 pg para un segundo marcador sobre la COII. En dicho 

trabajo se logró una mayor eficiencia en la detección para el marcador COI 

independientemente del tamaño del fragmento amplificado. En nuestro 

estudio, obtuvimos una sensibilidad de 100 pg para el par de cebadores 

CcITS1-2 y de 1pg para el par de cebadores CcITS737. 

 Además, en nuestro trabajo se ha podido comprobar que el diseño 

específico de los cebadores es crucial para el éxito de la amplificación, 

independientemente de otros factores como puedan ser el tamaño del 

fragmento amplificado. En general, el par de cebadores CcITS737 que daba 
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el amplicón de menor tamaño, producía bandas más claras que el par de 

cebadores CcITS1-2. Este resultado es opuesto al obtenido por Juen y 

Traugott (2005) en el que el par de cebadores con amplicones de menor 

tamaño era el que amplificaba unas bandas menos claras. Nuestro resultado 

probablemente se deba a las amplificaciones inespecíficas que producía el 

cebador CcITS1-2rev. 

Algunos de los trabajos publicados recientemente en este campo desaconsejan la 

utilización de marcadores sobre las regiones ITS en favor de aquéllos diseñados 

sobre las regiones COI y COII del ADN mitocondrial (Greenstone 2006, King et al. 

2008). Las regiones ITS presentan un grado de variabilidad muy elevado, tanto 

interesepecífica como intraespecífica e incluso intraindividuo (Wesson et al. 1992, 

Parkin y Butlin 2004). Por un lado es necesario que la región del ADN donde se van 

a diseñar los cebadores sea poco conservada para que luego seamos capaces de 

diferenciar entre especies (Hackett et al. 2000). Por otro lado, un exceso de 

variabilidad en la región diana de nuestros cebadores puede provocar que no 

seamos capaces de amplificar todas las poblaciones de nuestra especie objetivo, o 

que por el contrario obtengamos amplificaciones no deseadas en otras especies. A 

pesar de estos riesgos potenciales, en nuestro caso no obtuvimos amplificaciones en 

ninguna de las 40 especies de artrópodos ensayadas y además, fuimos capaces de 

amplificar con éxito todos los individuos evaluados de dos cepas de C. capitata no 

relacionadas, la línea IVIA2002 y la línea estéril Viena-8. La elección de esta región a 

la hora de diseñar los cebadores se basó en su presencia en cientos o miles de 

copias en el genoma y en la gran disponibilidad de secuencias de esta región en las 

bases de datos. Aparte de este trabajo, existen otros estudios en el que aplican con 

éxito marcadores moleculares diseñados sobre la región ITS1 (Hoogendoorn y 

Heimpel 2001, Ma et al. 2005). 

Los tiempos de detección más prolongados obtenidos con P. cribata respecto a P. 

rufipes entran dentro de lo esperado. Se ha comprobado en otros estudios que existe 

una relación directa entre tipos de ingestión ejercidos por los depredadores y 

tiempos de detección (Greenstone et al. 2007). Además, el modo de vida y hábitos 

alimenticios de las arañas, hacen que su aparato digestivo esté diseñado para que 

éstas sobrevivan durante largos periodos de ayuno (Greenstone y Bennett 1980, 

Harwood et al. 2001), ralentizando los procesos de digestión y por lo tanto de 

degradación del ADN ingerido. 
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El porcentaje de individuos que dieron positivo en la detección del ADN diana fue 

menor en P. cribata (5%) que en P. rufipes (23%). Una de las principales causas de 

este resultado probablemente sea que el estado de desarrollo al que ataca la araña 

(adulto recién emergido) es de corta duración y por lo tanto, la probabilidad del 

encuentro entre el depredador y su presa es mucho menor que en el caso de P. 

rufipes, que puede utilizar como presa las pupas. Esta hipótesis se ve reforzada al 

observar los resultados del ensayo de P. cribata analizado por días de capturas. En 

éste, el pico de detecciones positivas (15%) se obtiene 72 h después de la 

infestación, coincidiendo con el momento de mayor emergencia de adultos, según 

los datos de capturas obtenidos de las trampas colocadas en la parcela. En éstas, 

los máximos de MTD se obtuvieron 24 horas después del pico máximo de 

detecciones positivas. 

Aunque P. cribata mostró una eficiencia algo menor en la depredación tanto en 

campo como en laboratorio que P. rufipes, su actividad estacional se prolonga en el 

tiempo mucho más que la del carábido. Por lo tanto, P. cribata y C. capitata 

coexisten en los suelos de cítricos durante más tiempo, lo que compensa con creces 

de manera numérica su menor eficiencia respecto al carábido. Además, los valores 

de depredación registrados con este tipo de técnicas no son capaces de detectar 

otro tipo de acciones que afecten a la presa pero no supongan una ingestión de ésta. 

Un ejemplo de estas acciones podría ser la “sobreexplotación”. En los ensayos de 

laboratorio realizados con este depredador se comprobó que P. cribata mataba 

muchas más presas de las que luego consumía. Esta cualidad de las arañas implica 

que los valores reales de depredación en campo pueden ser mayores que los 

registrados por técnicas de detección de presas. En diferentes trabajos realizados 

con este tipo de técnicas, se alerta también de la posible sobrevaloración de la 

depredación al no considerar otros comportamientos inherentes a los depredadores 

generalistas, tales como la depredación secundaria o los hábitos carroñeros, que nos 

van a proporcionar falsos positivos (Harwood et al. 2001, Foltan et al. 2005, Juen y 

Traugott 2005, Sheppard et al. 2005). Aunque los hábitos carroñeros son impropios 

de las arañas, de hecho en nuestro estudio P. cribata no mostró interés por los 

estados inmóviles de C. capitata, sería interesante profundizar más en este tipo de 

relaciones tróficas para poder precisar más la acción de estos depredadores. 

Por último, cabe destacar la gran complementariedad que muestran las dos especies 

de depredadores estudiadas en cuanto a su acción frente a esta plaga. Los estados 
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biológicos de la mosca a los que ataca cada depredador son diferentes. Pardosa 

cribata prefiere los adultos recién emergidos, aunque también puede alimentarse de 

larvas de 3º estadio, mientras que P. rufipes utiliza principalmente como presa las 

pupas y larvas de 3º estadío. Ambos depredadores presentan la actividad 

depredadora en momentos distintos del día, Pseudoophonus rufipes es de hábitos 

nocturnos mientras que P. cribata es de hábitos diurnos, y de esta manera, abarcan 

entre los dos todo el periodo potencial de actividad de su presa. La actividad 

estacional de cada uno también muestra patrones diferentes. Así, tal y como ya se 

ha descrito, P. cribata presenta actividad durante todo el año con un máximo desde 

inicios de la primavera hasta mediados del otoño, que coincidirá con la emergencia 

de adultos de aquellas pupas que sobreviven al invierno, con la de las primeras 

generaciones de moscas en variedades de naranja tardías, y con la de aquellos 

adultos que emerjan a inicios de otoño en parcelas plantadas con variedades de 

mandarina extra-tempranas. En cambio, P. rufipes presenta una estacionalidad más 

acusada con dos picos de actividad muy marcados, uno a finales de la primavera-

inicios del verano y otro en otoño, siendo este segundo pico de actividad el que 

pueda incidir más efectivamente sobre esta plaga, al coincidir con la presencia de 

pupas en parcelas con variedades extra-tempranas y tempranas de mandarina. 

Como ya se ha mencionado con anterioridad, P. cribata y P. rufipes se han estudiado 

como especies modelo del complejo de depredadores polífagos que se da en suelos 

de cítricos del mediterráneo español. El principal activo de este complejo es 

precisamente la combinación de una gran variedad de estrategias depredadoras, 

preferencias por presas y estados biológicos de éstas, actividades estacionales y 

circadianas, que ya queda en evidencia al estudiar a tan sólo dos representantes de 

este complejo. Además, por los resultados obtenidos en éste y otros trabajos, 

mediante una manipulación adecuada del medio en el que se encuentran, como por 

ejemplo a través del manejo de las cubiertas vegetales, se podría optimizar los 

procesos ecológicos que favorecen sus poblaciones (Riechert y Bishop 1990, Samu 

et al. 1999). De esta manera, a través del manejo de sus poblaciones se podría 

mejorar el control biológico de aquellas especies plaga que, como C. capitata, están 

expuestas a su acción conjunta. 

Para conocer más a fondo la acción de este complejo de depredadores frente a C. 

capitata, el siguiente paso recomendado sería realizar una evaluación a gran escala, 

en toda la región citrícola en estudio, de la acción ejercida por el mayor número 
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posible de especies que componen dicho complejo. Para este tipo de ensayos a gran 

escala donde deben analizarse un número de depredadores muy elevado, la 

aplicación de anticuerpos monoclonales específicos frente a C. capitata se nos 

presenta como una alternativa probablemente menos costosa, tanto desde el punto 

de vista económico como del manejo de muestras en el laboratorio, al cada vez más 

extendido uso de marcadores moleculares (Sheppard y Harwood 2005, Hagler y 

Naranjo 2005). 
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5 Detección de depredación de 

Ceratitis capitata por técnicas 

inmunológicas 
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5.1 Introducción 

La aplicación de métodos serológicos para la detección de presas es junto con la 

utilización de marcadores moleculares, la técnica post-mortem que puede 

proporcionar información más precisa y fácilmente interpretable de las relaciones 

establecidas entre un depredador y sus presas (Sheppard y Harwood 2005). Esta 

técnica utiliza anticuerpos de origen animal que van a reaccionar de manera 

específica contra antígenos de la presa diana. Como ya se comentó en el capítulo 

anterior, el uso de anticuerpos presenta una serie de ventajas respecto a otras 

técnicas de análisis post-mortem que la hacen muy recomendable en determinados 

tipo de estudios.  

5.1.1 Estructura de los anticuerpos 

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son glicoproteínas que funcionan como la parte 

específica del sistema inmune de los vertebrados, reconociendo agentes externos al 

organismo (antígenos), y activando y ejecutando en última instancia la respuesta 

inmune frente a éstos. Este tipo de moléculas, sintetizadas por los linfocitos B, 

aparecen como receptores de membrana en éstos, y también son secretadas por las 

células plasmáticas procedentes de la activación, proliferación y diferenciación de 

estos linfocitos. 

Estructuralmente están formados por dos cadenas polipeptídicas pesadas (H) y dos 

cadenas ligeras (L) unidas entre si por puentes disulfuro (Fig. 5.1). Las cadenas 

ligeras constan de una región o dominio variable (VL) en la secuencia de aminos 

terminales y de una región constante (CL). Las cadenas pesadas están formadas por 

una región o dominio variable (VH) y por tres constantes (CH1, CH2, CH3). Desde un 

punto de vista funcional se pueden distinguir dos porciones: una implicada en el 

reconocimiento y unión al antígeno, región Fab (Fragment, antingen binding) y otra 

relacionada con los procesos de estabilidad de la molécula en el torrente sanguíneo, 

región Fc (Fragment, crystallizable). 
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Figura 5.1 Estructura básica de una molécula de anticuerpo. 

 

La región del antígeno reconocida por un anticuerpo es denominada determinante 

antigénico o epítopo. Esta región, en el caso de las proteínas, suele estar formada 

por no más de 15-22 aminoácidos (Goldsby et al. 2000) y es reconocida por el 

anticuerpo tanto por la secuencia peptídica de ésta como por su estructura 

conformacional. 

Las regiones concretas con las que el anticuerpo reconoce al epítopo se denominan 

Regiones Determinantes de Complementariedad (CDRs) o Regiones Hipervariables. 

Existen seis Regiones Hipervariables, tres en el dominio variable de la cadena ligera 

VL y tres en el dominio variable de la cadena pesada VH (Fig. 5.2). Estas regiones 

son las responsables de la enorme especificidad y diversidad de los anticuerpos. 
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Figura 5.2 Localización de las regiones hipervariables (CDRs) dentro 

del dominio variable (Fv) de cada cadena. La variabilidad en 

secuencias de aminoácidos y longitud de estas regiones es la máxima 

responsable de la gran diversidad en afinidades de los anticuerpos. 

 

5.1.2 Tipos de anticuerpos y su aplicación para los 

ensayos de detección de presas 

5.1.2.1 Anticuerpos policlonales 

En los vertebrados, la entrada de un antígeno estimula la producción de anticuerpos 

procedentes de diferentes clones de linfocitos B, frente a los múltiples epítopos 

distintos que éste presenta. A esta mezcla heterogénea de anticuerpos que 

componen el suero de un animal, se le conoce como suero policlonal o anticuerpos 

policlonales. Cuando se pretende obtener un suero que sea reactivo frente a un 

determinado tipo de antígeno, la sustancia frente a la cual se quiere conseguir las 

inmunoglobulinas es inyectada a un animal, generalmente un conejo, para provocar 

una respuesta inmune en éste. Una vez ésta ha ocurrido, el suero generado es 

extraído y posteriormente purificado. La aplicación de sueros policlonales en 

estudios de depredación mediante análisis post-mortem cuenta ya con más de 30 

años de tradición (Boreham y Ohiagu, 1978, Miller 1981, Ragsdale et al. 1981). Los 

anticuerpos policlonales presentan las ventajas de ser baratos y rápidos de obtener. 

Por otro lado, suelen ser poco específicos, y además, cada suero obtenido de un 

animal es limitado e irrepetible (Symondson 2002, Sheppard y Harwood 2005). 

Debido a la relativa falta de especificidad de este tipo de sueros, cuando van a 

utilizarse en sistemas depredador-presa, éstos han de ser previamente probados con 

una gran variedad de presas alternativas para poder definir unos umbrales mínimos 

en los que la señal pueda considerarse aun como detección positiva (Sunderland 

1988). 
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5.1.2.2 Anticuerpos monoclonales 

Este tipo de anticuerpo procede de un único clon de linfocito B, de manera que son 

específicos para un solo epítopo. Köhler y Milstein (1975) desarrollaron la técnica de 

generación de hibridomas mediante la cual es posible conseguir poblaciones 

homogéneas de anticuerpos frente a un único antígeno. Para la obtención de este 

tipo de sueros, primero ha de ser inmunizado un animal con el antígeno de interés. 

Una vez realizada esta primera etapa, los distintos clones de linfocitos B productores 

de cada tipo de anticuerpo, son aislados y fusionados con células de mieloma, para 

que puedan ser perpetuados. Cada hibridoma sintetizará y segregará de manera 

indefinida un anticuerpo distinto. Los sueros obtenidos con cada línea de hibridomas 

se prueban frente al antígeno de interés y se seleccionan aquellos clones que 

presenten una mayor especificidad y sensibilidad. Los anticuerpos monoclonales 

obtenidos de esta manera pueden alcanzar grados de afinidad y especificidad no 

conseguidos por otros métodos (Greenstone 1996). De hecho, se han llegado a 

conseguir anticuerpos capaces de diferenciar entre distintos estadíos larvarios 

(Greenstone y Morgan 1989). Por otro lado, la utilización de anticuerpos 

monoclonales que reconocen epítopos poco lábiles frente a los procesos de 

digestión o que sólo se muestran cuando el antígeno ya ha comenzado a ser 

digerido, ha permitido obtener tiempos de detección mucho más prolongados que los 

conseguidos por otras técnicas (Symondson et al. 2000, Harwood et al. 2001). El 

principal inconveniente de esta técnica es que el proceso de obtención de un 

anticuerpo monoclonal, es largo, laborioso, necesita de un equipo especializado y un 

personal experimentado, y además, tiene un componente estocástico muy elevado, 

de manera que no se puede garantizar en origen el éxito de un proyecto (Karu et al. 

1995, Chen et al. 2000). Por otro lado, si todas estas dificultades son superadas, el 

hibridoma seleccionado va a generar una cantidad ilimitada de suero monoclonal que 

además podrá ser utilizado de manera rápida y barata en los protocolos de detección 

del antígeno (Symondson et al. 2002a). 

5.1.2.3 Anticuerpos recombinantes de expresión en fagos 

(Phage display) 

Esta técnica se basa en la inserción de una secuencia externa de ADN que codifica 

un fragmento funcional de anticuerpo, en el genoma de un bacteriófago de 

Escherichia coli. El fago al infectar a la bacteria utilizará sus funciones vitales para 
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completar su ciclo y replicarse (Winter et al. 1994). El inserto se encontrará 

fusionado con el gen de expresión de una proteína de cubierta, generalmente la pIII 

(gen III), de manera que los nuevos clones tendrán en la cubierta del fago, la 

partícula de anticuerpo codificada por el fragmento insertado. La secuencia de ADN 

insertada codificará las partes del anticuerpo implicadas en el reconocimiento del 

antígeno. Los fragmentos expresados podrán ser de distintas clases, Fab2, Fab y 

scFv, según los dominios que lo conformen (Fig. 5.3).  

 

A)     B)   C) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.3 Tipos de fragmentos de anticuerpos recombinantes obtenidos mediante la tecnología 

Phage display. A) Fragmentos (Fab)2, formados por todos los dominios variables del anticuerpo, los 

dominios constantes de las dos cadenas ligeras y los CH1 de ambas cadenas pesadas. B) 

Fragmentos Fab, compuestos por 2 dominios variables y dos constantes. C) Fragmentos scFv 

(single-chain Fragment variable), fusión de dos regiones variables de las cadenas ligera y pesada 

mediante uniones de serina-glicinas. 

 

 

En la actualidad para el empleo de esta tecnología se utilizan fagémidos, 

generalmente variantes del bacteriófago filamentoso M13, fd y f1 (Karu et al. 1995), 

que combinan las ventajas de los fagos y de los plásmidos. Estos vectores 

plasmídicos contienen el origen de replicación y señal de empaquetamiento del fago, 

y el origen de replicación y los sistemas de expresión génica del plásmido (Fig. 5.4). 

Los fagémidos pueden mantenerse como plásmidos en el interior de la bacteria 

dirigiendo la expresión de las proteínas deseadas, pero precisan de un fago 

ayudante (helper) para encapsularse. La utilización de fagémidos va a permitir 

enriquecer y seleccionar los clones que expresen los anticuerpos deseados, cuando 

éste se encuentre en forma de fago, y va a permitir también expresar fragmentos 
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solubles del anticuerpo (generalmente scFv), sin que sea necesario que esté 

encapsulado, cuando éste se encuentre en forma de plásmido en el interior de E. 

coli. Para poder producir estos fragmentos solubles, éstos deben aparecer libres de 

la proteína que expresa el gen III. Para ello, se ha introducido el codón de parada 

“ámbar” entre el gen III y la secuencia del scFv, de manera que detendrá la síntesis 

de la proteína pIII. Éste codón de parada, no es reconocido por cepas de E. coli, que 

como la cepa TG1, poseen una mutación supresora que impide reconocer a dicho 

codón. Cuando se quiera obtener fagos encapsulados, se utilizará esta cepa de E. 

coli, lo que permitirá la obtención de fagos que en su cubierta expresen el fragmento 

scFV fusionado a la proteína pIII. Para obtener los fragmentos solubles se utilizará la 

cepa no supresora E. coli HB2151 (Hoogenboom et al. 1991). 

Actualmente existen colecciones formadas por una gran variedad de clones de fagos 

expresando cada uno una partícula de anticuerpo diferente. Estas colecciones de 

expresión o genotecas, generadas de manera artificial, a día de hoy ofrecen más 

diversidad (desde 10
8
 hasta 10

10
 clones) (Hoogenboom 2005) que la generada por 

un organismo superior (entre 10
5
 y 10

6
 clones de linfocitos B diferentes)

 
(Harlow y 

Lane 1988). Esta mayor diversidad va a permitir una mayor probabilidad de éxito en 

los procesos de búsqueda de un clon específico y altamente sensible frente al 

antígeno de interés. Según los mecanismos utilizados para obtener la variabilidad en 

la secuencia genética insertada, las genotecas se pueden clasificar en los siguientes 

tipos (Hoogenboom 2005): 

 Genoteca Inmune: los genes del inserto corresponden a genes de 

anticuerpos clonados de manera aleatoria a partir de una fuente de linfocitos 

B expuesta a un antígeno dentro del cuerpo de un organismo superior. 

Gracias a que el organismo generador de la genoteca ha estado expuesto al 

antígeno de interés, es más probable encontrar anticuerpos que cumplan las 

características deseadas. 

 Genoteca Naive: Los genes del inserto corresponden a reordenaciones de 

los genes de las regiones variables (genes V) de anticuerpos, de linfocitos 

no expuestos al antígeno. Como el organismo de origen no ha estado 

condicionado por un proceso de inmunización específico, este tipo de 

genotecas serán más útiles para seleccionar anticuerpos frente a una gran 

variedad de antígenos. 



Capítulo 5 

 133 

 Genoteca Sintética: Este tipo de genotecas se construyen enteramente in 

vitro insertando oligonucleótidos en las regiones CDR de los genes V. La 

introducción de esta diversidad de tipo sintético permite sobrepasar las 

limitaciones propias de los procesos de generación de diversidad in vivo. 

Las secuencias insertadas son construidas artificialmente con 

oligonucleótidos sintéticos de las regiones variables de los anticuerpos. 

 Genoteca Semisintética: Este tipo de genotecas busca variabilidad 

combinado los métodos sintéticos y naturales. Con ellas se busca 

incrementar la diversidad de origen natural pero intentando conservar cierta 

funcionalidad de ésta. 

El proceso de selección de clones en una genoteca es mucho más rápido, barato, 

sencillo y eficaz que el utilizado en la selección de anticuerpos monoclonales 

clásicos. El fago seleccionado, como ocurre en el caso de los monoclonales clásicos, 

podrá ser usado de manera indefinida al ser replicado en E. coli. Por último, la 

utilización de este tipo de de tecnología, libera del uso de animales, tan altamente 

cuestionado por la sociedad (Barbas et al. 1992, Hoogenboom y Winter 1992, Lerner 

et al. 1992). 
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Figura 5.4 Mapa y características del vector plasmídico pIT2 utilizado en las genotecas de fagos 

recombinantes usadas en este trabajo. Promotor lac, promotor del sistema de selección de 

plásmidos a partir del metabolismo de la lactosa; RBS: sitio de unión del ribosoma para el inicio de la 

traducción; pelB guía: secuencia traducida de aa encargada de transportar la proteína a la que está 

unida a la membrana de E. coli para construir la cápsula del bacteriófago; insertos VH y Vk: insertos 

recombinantes de las regiones variables de inmunoglobulinas de humanos; péptido de unión: 

secuencia peptídica que hace de unión entre ambos insertos; myctag: secuencia de reconocimiento 

por anticuerpos, altamente inmuno-reactiva; ámbar: codon de parada en la traducción (UAG); gIII: 

gen de la proteína de cubierta pIII; M13 ori: origen de replicación del fago M13; amp: gen de 

resistencia a ampicilina; colE1 ori: origen de replicación del plásmido E1 de E. coli; y SfiI/NocI, 

Xhol, Sall, Notl: enzimas de restricción que delimitan los insertos. 

 

Tras haberse demostrado que existe una interacción real entre el complejo de 

depredadores polífagos que habita en los suelos de cítricos y la mosca mediterránea 

de la fruta, una de las líneas a seguir sería realizar una evaluación a gran escala de 

la acción que están ejerciendo a tiempo real el mayor número de especies que 

componen este complejo, para luego poder relacionarlo con los tipos de manejo del 

cultivo que afectan a estos depredadores, como pueda ser la utilización de cubiertas 

vegetales. El uso de anticuerpos monoclonales sigue siendo la opción más rápida y 

barata a la hora de realizar este tipo de estudios, donde se pretende analizar un 

número de elevado de muestras y un solo tipo de presa (Symondson 2002, Hagler y 

Naranjo 2005). Como ya se ha comentado, el principal problema que presenta esta 

técnica es el costoso proceso que supone la obtención del anticuerpo. Por esta 
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razón, en este último capítulo, se propone seleccionar un anticuerpo monoclonal 

específico frente a C. capitata a partir de una genoteca comercial de expresión en 

fagos. Esta aproximación, hasta la fecha no aplicada en estudios de análisis post-

mortem, superaría todos los inconvenientes que conlleva la obtención de un 

anticuerpo monoclonal de origen animal. En paralelo, también se obtendrá un suero 

policlonal de conejo lo más específico posible frente a C. capitata que será 

comparado con los anticuerpos monoclonales recombinantes. 
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5.2 Material y métodos 

5.2.1 Preparación de los extractos antigénicos 

Debido a que no se tenía conocimiento de la existencia de ningún antígeno 

específico de C. capitata que pudiese ser utilizado de antemano en los protocolos de 

obtención y selección de anticuerpos, se usó un extracto general de proteína soluble 

de esta especie. Para ello se obtuvo una cantidad de adultos de mosca de la fruta, 

en proporción de sexos 1:1, con un peso fresco de 1 g. Esta masa de adultos fue 

machacada en frío sobre un volumen de 2 ml de tampón PBS (137 mM NaCl, 10 mM 

Na2HPO4, 1,76 Mm K2HPO4, 2,7 mM Kcl; pH 7,4). El extracto obtenido fue 

posteriormente centrifugado a 13.981 g, a 4ºC durante 10 minutos y el sobrenadante 

rescatado, evitando arrastrar las grasas que quedaban en la superficie de éste. El 

volumen recogido se dividió en alícuotas de 100 µl. Las alícuotas de proteína soluble 

obtenidas se almacenaron a -20ºC hasta su uso. La cantidad de proteína soluble 

presente en el extracto se valoró utilizando el método de Bradford (Bradford, 1976). 

Tras la valoración, se realizó una electroforesis en gel de acrilamida al 12,5% de 

distintas diluciones del extracto (1:1, 1:10, 1:20, 1:50, 1:100), para conocer el patrón 

de bandas de las proteínas que lo componían (Fig. 5.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.5 Patrón de bandas de los extractos de proteína 

soluble de C. capitata (Cc) y D. melanogaster (Dmel). 
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5.2.2 Obtención de anticuerpos policlonales 

La obtención de anticuerpos policlonales específicos frente C. capitata se realizó 

mediante la inmunización de un conejo con el extracto antigénico previamente 

preparado. El animal, de raza Nueva Zelanda, fue proporcionado y mantenido por el 

Servicio de Animalario del Centro de Investigaciones Biológicas (CIB, CSIC, Madrid). 

Para conseguir la reacción inmune en el conejo, se programó un calendario de 

inyecciones. Éste consistió en una primera inoculación intradérmica en varios puntos 

de la espalda del animal, de un 1 ml de extracto de proteína soluble (500 µg/ml) 

emulsionada con 1 ml de Adyuvante Completo de Freund® (SIGMA-ALDRICH 

Steinheim am Albuch, Alemania), una segunda inyección intramuscular, dos 

semanas después, de una emulsión similar a la anterior pero utilizando Adyuvante 

Incompleto de Freund® (SIGMA-ALDRICH Steinheim am Albuch, Alemania), y una 

tercera inyección, intramuscular, 4 semanas después de la primera, de idéntica 

composición a la anterior. Una vez finalizado el proceso de inmunización se recogió 

una muestra de sangre del animal (5 ml) para comprobar si éste había sido efectivo 

(suero inmune). Previo al primer pinchazo, también se había realizado una sangría 

inicial para comprobar que el suero del animal no reaccionaba frente al antígeno 

utilizado (suero preinmune). Antes de su utilización en ensayos de inmunodetección, 

las muestras de sangre recogidas fueron incubadas a 37º C durante 30 minutos, 

dejadas posteriormente 15 horas a 4º C y centrifugadas durante 5 minutos a 3.000 g 

y 4º C de temperatura, para eliminar el coágulo sanguíneo. El sobrenadante fue 

rescatado e incubado a 56º C durante 30 minutos con la finalidad de inactivar el 

sistema del complemento, y de esta manera se obtuvo el suero purificado. La 

efectividad del proceso de inmunización se realizó ensayando mediante ELISA 

indirecto en placa, distintas concentraciones de los sueros inmune y preinmune 

(1:500, 1:1.000, 1:5.000 y 1:10.000) frente a distintas concentraciones del extracto 

de proteína soluble C. capitata (100, 10, 1 y 10
-1

 µg/ml). La ausencia de reactividad 

del suero preinmune se comprobó mediante un análisis de varianza (ANOVA) que 

comparaba las medias de los valores de lectura de absorbancia del suero preinmune 

a las distintas concentraciones del extracto antigénico, y un control negativo 

(ausencia de antígeno y suero inmunológico). Una vez verificado el proceso de 

inmunización, se procedió a la extracción y purificación de todo el suero del animal. 

La sensibilidad y especificidad del suero inmune se evaluó enfrentando distintas 

diluciones de éste (1:500, 1:1.000, 1:5.000 y 1:10.000) a diferentes concentraciones 
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de extractos de proteína soluble de C. capitata y D. melanogaster (10, 1, 10
-1

 y 0 

µg/ml). 

5.2.3 ELISA indirecto en placa 

Esta metodología se aplicó en la detección de C. capitata utilizando anticuerpos 

policlonales de conejo y sueros monoclonales recombinantes. 

Los pocillos de una placa de ELISA (Corning Constar®) de 96 pocillos se cubrieron 

con 100 µl de una dilución en bicarbonato/carbonato coating buffer 100 mM (15 mM 

Na2CO3, 35 mM, NaHCO3; pH 9,6) del antígeno utilizado y se dejaron incubar 

durante 15 horas (over night, o/n) a 4º C. Transcurrido el periodo de incubación la 

solución del antígeno fue retirada volcando su contenido y lavando la placa tres 

veces con 100 µl/pocillo de una solución Tris-Tween20 (50 mM Tris pH 7,4, 150 mM 

NaCl, Tween 20® [SIGMA-ALDRICH] 0,1%). Los sitos libres se bloquearon 

añadiendo 200 µl/pocillo de una solución PBS-leche desnatada en polvo 2% (MPBS 

2%) e incubando 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se lavó la solución 

de bloqueo tres veces con 100 µl/pocillo de PBS y se añadió en cada pocillo 100 µl 

de una dilución en suero de bloqueo (MPBS 2%) del anticuerpo primario. Ésta se 

dejó incubar durante 1 hora a temperatura ambiente y seguidamente se lavó 4 veces 

(100µl/pocillo) con tris-Tween20 (0,1%). Después de los lavados se añadió el 

anticuerpo secundario. En los ensayos con el suero policlonal de conejo se utilizó 

Horse Radish Peroxidase-conjugated anti Rabbit (HRP-ANTI-Rabbit, DAKO) en una 

dilución 1:1000. En los ensayos con anticuerpos de expresión en fagos se utilizó 

como anticuerpo secundario HRP-ANTI-m13 (Amersham) en una dilución 1:5000. El 

anticuerpo secundario se dejó incubar durante 1 hora y posteriormente fue eliminado 

mediante 4 lavados (100 µl/pocillo) con Tris-Tween20 (0,1%). El sustrato utilizado 

para la reacción con la HRP fue preparado justo antes de su uso. Para ello, por cada 

placa de 96 pocillos, se disolvieron 4 tabletas de OPD (diclorhidrato de o-

fenilendiamina, Dako) en 12 ml de tampón sustrato (ac. cítrico 35mM, Na2HPO4 

(2H2O) 67 mM) y se le añadió 5 µl de H2O2 (30%). Se dispensaron 100 µl de este 

sustrato por pocillo y se dejaron reaccionar 7 minutos en oscuridad. Una vez 

transcurrido ese tiempo, para detener la reacción colorimétrica se añadieron 100 µl/ 

pocillo de ac. sulfúrico 0,1 M. La intensidad de la reacción fue medida como valor de 

absorbancia en el lector de placas VERSAmax
®
 (Molecular Devices, Sunnyvale, 

EEUU) a una longitud de onda de 492 nm. 
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5.2.4 Obtención de anticuerpos recombinantes 

La obtención de anticuerpos recombinantes específicos frente a C. capitata se llevó 

a cabo utilizando las genotecas de fagos recombinantes Human Single Fold scFv I+J 

(Tomlison I+J) comercializadas por el Medical Research Council, HGMP Resource 

Centre (Cambridge, UK). Estas genotecas (‘J’ e ‘I’) son del tipo naive y están 

construidas sobre estructuras de las regiones variables de las cadenas pesada (VH) y 

ligera (Vk) de humanos, expresando fragmentos de anticuerpos tipo scFv. Ambas 

genotecas están construidas sobre el vector pIT2 y constan de 1,47 x 10
8
 clones 

diferentes, con un 96% de porcentaje de inserto, para la genoteca Tomlison I, y 1,37 

x 10
8
 clones diferentes, con un porcentaje de inserto del 88%, para la genoteca 

Tomlison J. 

5.2.4.1 Propagación de la genoteca 

Las genotecas I y J se utilizaron en todo momento en paralelo para asegurarse la 

selección del mayor número de clones posibles capaces de unirse al antígeno diana. 

El stock de cada genoteca, que se encontraba en forma de plásmido (pIT2) en el 

interior de células de E. coli TG1 (Fig. 5.6), fue añadido a 200 ml de medio de cultivo 

bacteriano 2xTY (Bacto
®
-triptona 16 g, Bacto

®
-extracto de levadura 10 g, NaCl 5 g, 

H2O hasta 1 l), con 100 µg/ml de ampicilina y 1% de glucosa, para promover el 

crecimiento de aquellas células que contuviesen en su interior el plásmido. El cultivo 

bacteriano se dejó crecer en un agitador a 37º C hasta alcanzar una densidad óptica 

(d.o.) a 600 nm de 0,4 (1-2 horas), fase de crecimiento celular óptima para la 

infección con fagos. Una vez alcanzado el momento óptimo de infección, se 

recogieron 50 ml del cultivo y se les añadió 2x10
11 

unidades del fago ayudante KM13 

(Los 150 ml restantes se utilizaron para obtener un stock secundario de las 

genotecas [apartado 5.2.4.2]). Para que la infección se hiciese efectiva, se dejó 

incubar el cultivo en un baño sin agitación a 37º C durante 30 min. El fago ayudante, 

tiene un gen de resistencia al antibiótico kanamicina que permite seleccionar 

aquellas células en las que la infección ha sido efectiva, y un origen de replicación 

alterado de manera que el empaquetamiento del fagémido es más eficiente que el 

del ayudante (Hoogenboom et al. 1998). Tras el proceso de infección el cultivo fue 

centrifugado a 3.000 g durante 10 minutos y el precipitado bacteriano resuspendido 

en 100 ml de 2xTY con 100 µg/ml de ampicilina, 50 µg/ml de kanamicina y 0,1% de 
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glucosa. Este nuevo cultivo se dejó o/n en agitación a 30º C para promover el 

crecimiento selectivo de aquellas células de E. coli que contuviesen el plásmido del 

fagémido, con resistencia a ampicilina, y el ADN del ayudante, con resistencia a 

kanamicina, y para inducir la posterior multiplicación y encapsulado del fagémido. 

Transcurrido el periodo o/n el cultivo fue centrifugado a 3.300 g durante 30 minutos a 

4º C con la finalidad de eliminar todas las células por precipitación. Una vez 

rescatado el sobrenadante (aprox. 80 ml), donde se encontraba la suspensión de 

nuevos fagos, éste se mezcló en proporción 5:1 con una solución de PEG/NaCl 

(Polyetilen glycol 6000
®
 100 g, NaCl 73,06 g, H2O 500 ml) y se dejó 1 h en hielo para 

facilitar el posterior precipitado de los fagos. Transcurrida la hora, la solución se 

centrifugó a 3.300 g, 4º C, durante 30 minutos, se eliminó completamente el 

sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 4 ml de PBS. La nueva suspensión 

se centrifugó 10 minutos a 11.600 g y 4º C para eliminar posibles restos de bacteria, 

se recogió el sobrenadante y se almacenó en alícuotas a 4º C si iban a ser utilizadas 

en breve, o a -70º C con 15% glicerol, si se pretendía conservar durante periodos 

largos de tiempo. La titulación de los fagos de la genoteca propagada se realizó 

mediante diluciones seriadas de éstos, añadiendo 100 µl de cada dilución a 900 ml 

de un cultivo de TG1 a d.o. de 0,4 e incubando a 37º C durante 30 minutos para 

inducir la infección de las bacterias. De cada dilución incubada con TG1 se 

recogieron 10 µl y se añadieron a una placa con medio sólido de cultivo TYE 

(Bacto
®
-triptona 10 g, Bacto

®
-extracto de levadura 5 g, NaCl 8 g, Bacto

®
-agar 15 g 

H2O hasta 1 l) con 100 µg/ml de ampicilina y 1% de glucosa, y se dejó crecer a 37º C 

o/n, de manera que así sólo se favoreció el crecimiento de aquellas colonias que 

habían incorporado el plásmido. 
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Figura 5.6 Proceso de propagación de una genoteca de anticuerpos recombinantes y obtención de 

fagos que expresan el anticuerpo (fagemización de la genoteca). 

E. coli TG1

Genoma de E. coli

pIT2

ScFv-gIII
Res. amp

E. coli TG1

Genoma de E. coli

pIT2

ScFv-gIII
Res. amp

X

pIT2 KM13

X

pIT2 KM13

pIT2

Fragmento scFv

pIT2

Fragmento scFv

X Ori alterado

Res. Kanm

KM13

pIII

X Ori alterado

Res. Kanm

KM13

pIII

Célula de E. coli con el fagémido recombinante pIT2 con el 

inserto scFv-gIII y el gen de resistencia a ampicilina. 

 

Fago ayudante (helper KM13) con 

gen de resistencia a kanamicina y 

el origen de replicación alterado. 

 

Infección de E. coli con el fago ayudante cuando el cultivo está a d.o. de 0,4. En esta fase del cultivo se produce la formación 

del F pili en las bacterias (estructura utilizada por éstas para el intercambio de plásmidos) y es cuando pueden ser infectadas 

por el fago a través de éste. Tras la infección E. coli incorpora el genoma del fago y por lo tanto la resistencia a kanamicina. 

 

Propagación de la genoteca en células de E. coli en un medio selectivo con ampicilina y kanamicina. Fagemización 

del plásmido pIT2 al utilizar los mecanismos de encapsulado del helper. Cada clon de fago expresará fusionados a 

las proteínas de cubierta pIII una combinación de fragmentos scFV recombiantes (distintos colores). 

 

F pili 
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5.2.4.2 Obtención de un stock secundario de las genotecas 

Los 150 ml de cultivo no utilizados en el protocolo anterior tras la primera fase de 

crecimiento celular de las genotecas originales, se dejaron crecer 2 horas más en el 

agitador a 37º C, se precipitaron posteriormente las células a 10.800 g durante 10 

minutos, y se resuspendió el precipitado en 10 ml de 2xTY con un 15% de glicerol. 

De cada genoteca se hicieron 20 alícuotas de 500 µl que se almacenaron a -70º C 

para ser utilizadas en futuros ensayos de selección con fagos frente a otros 

antígenos. 

5.2.4.3 Enriquecimiento y selección de clones (biopanning) 

El proceso de selección y enriquecimiento de clones con capacidad de unión 

específica a los antígenos del extracto de proteína soluble de C. capitata (Fig. 5.7), 

se realizó en placas de ELISA. Con cada genoteca se utilizaron 16 pocillos de una 

placa. Cada pocillo se cubrió con 50 µl de una dilución en coating buffer (10mM, pH 

9,6) del extracto de proteína soluble a una concentración de 10 µg/ml. En la misma 

placa, también se cubrieron 8 pocillos por genoteca con 50 µl de MPBS 3%, que 

sirvieron como controles negativos en el proceso de biopanning, al no existir fagos 

en estas genotecas con capacidad de unión específica a este sustrato. La placa se 

dejó incubar o/n para que la proteína soluble se adhiriera a las paredes del pocillo. 

Transcurrido este tiempo, la solución fue retirada y los pocillos lavados tres veces 

con 100 µl de PBS. Para bloquear los sitios libres restantes de las paredes de los 

pocillos, se añadió a cada uno 200 µl de MPBS 3% y se dejó incubar a temperatura 

ambiente durante 2 horas. Posteriormente se vaciaron y lavaron tres veces con 100 

µl/pocillo de PBS. Finalizada la etapa de fijación del antígeno y bloqueo de sitios 

libres, de cada genoteca fagemizada se añadieron 10
12

 unidades de fago diluidas en 

MPBS 3% a razón de 50 µl/pocillo. La placa se dejó incubar 1 hora a temperatura 

ambiente. Después del periodo de incubación en el que algunos de los clones se 

habrían unido específicamente a los antígenos fijados, el contenido de los pocillos 

fue eliminado y éstos se lavaron 20 veces con 200 µl/pocillo de PBS-Tween20 0,1% 

y 3 veces más con 200 µl/pocillo de PBS. Después de haberse eliminado con los 

lavados los fagos no unidos específicamente a los antígenos, para eluir los fagos 

que sí se habían unido al antígeno, se añadió a cada pocillo 50 µl de una solución de 

tripsina (T-1426 Tipo XIII de páncreas de bovino, Sigma) en PBS (1 mg/ml) y se dejó  
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TripsinasTripsinasAntígeno 

 

Selección de clones de fagos que expresan 

fragmentos scFv específicos frente al antígeno 

de interés, en placas ELISA. El antígeno estará 

adherido a la pared de la placa. 

 

Elución de los fagos que se unieron específicamente 

al antígeno mediante tripsinas. Estos enzimas 

degradan las proteínas de cubierta del fago 

rompiendo así los enlaces con el antígeno. 

 

Enriquecimiento de los fagos seleccionados 

infectando TG1 siguiendo un protocolo similar 

al de la propagación de la genoteca. 

 

Segunda ronda de selección con los fagos 

enriquecidos de la primera ronda. La proporción 

de fagos afines al antígeno se ha incrementado. 

 

Repetición de la fase de selección y 

enriquecimiento al menos una vez 

más, hasta obtener uno o unos pocos 

clones distintos específicos frente al 

antígeno utilizado. 

Figura 5.7 Proceso de selección y propagación de fagos (biopanning). 
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incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Tras haber separado con este paso el 

fago del antígeno, se recogió la solución (≈800 µl por genoteca), se almacenaron 400 

µl en la nevera y se utilizaron los otros 400 µl para infectar 2,8 ml de cultivo de TG1 

en 2xTY a una densidad óptica de 0,4. Se dejó 30 minutos a 37º C para que la 

infección se hiciese efectiva, y posteriormente se centrifugó a 11.600 g, 4º C durante 

5 minutos. El precipitado obtenido se resuspendió en 1 ml de 2xTY y se plaqueó en 

una placa petri de 15 cm con medio sólido TYE, 100 µg/ml de ampicilina y 1% de 

glucosa para promover el crecimiento selectivo de aquellas colonias que hubiesen 

incorporado el plásmido pIT2. Cada colonia obtenida procedía de un único clon de 

anticuerpo recombinante seleccionado en favor del antígeno utilizado, siendo por lo 

tanto el conjunto de colonias de una placa el equivalente a un suero policlonal. 

Tras una sola ronda de biopanning, el número de clones recogidos que no son 

específicos frente al antígeno utilizado es aún muy elevado, por lo que se 

recomienda realizar al menos 2 rondas más siguiendo el mismo protocolo descrito, y 

utilizando los fagos eluídos de la ronda anterior. En el ensayo realizado, las colonias 

plaqueadas al final de la ronda previa, fueron fagemizadas infectando un cultivo 

procedente de éstas con 5x10
10

 unidades de helper y siguiendo un protocolo similar 

al explicado para la propagación y fagemización de la genoteca. A partir de la 

segunda ronda de selección, como ya sólo se trabajaba con un número de clones 

diferentes relativamente pequeño (<1000 aprox.), se utilizaron concentraciones de 

fago de 5x10
11

 pfu/ml. Como en cada ronda de selección se recogen los fagos 

unidos específicamente y luego se enriquecen, después de una ronda de 

biopanning, el número de fagos eluídos, deberá incrementarse de manera 

exponencial al haber más proporción de fagos afines al antígeno. Cuando el título 

obtenido después de una ronda de biopanning con el antígeno seleccionado es 

mucho más elevado que el de los controles (más de un orden de magnitud) se 

considera que se ha realizado una selección efectiva frente al antígeno. 

5.2.4.4 Selección de clones. Evaluación de su especificidad y 

sensibilidad 

Tras realizar 3 rondas de biopanning, se aislaron 80 colonias independientes del 

eluído de cada genoteca. Para la obtención de sueros monoclonales de fagos 

expresando los fragmentos scFcv, cada colonia se inoculó en 3 ml de medio líquido 

2xTY con 100 µg/ml de ampicilina y 1% de glucosa y se dejó crecer o/n a 37º C en 
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agitación. Al día siguiente se transfirieron 60 µl de inóculo de cada tubo a uno nuevo 

con 6 ml de medio 2xTY con 100 µg/ml de ampicilina y 1% de glucosa y se dejó 

crecer en agitación a 37º C hasta alcanzar una d.o. de 0,4. En ese momento se le 

añadió a cada tubo 750 µl de 2xTY con 100 µg/ml de ampicilina, 1% de glucosa y 1,5 

x10
10

 unidades helper y se dejó incubar a 37º C sin agitación durante 1 hora. Tras la 

fase de infección se centrifugaron los tubos a 3.300 g, 4º C durante 10 minutos y el 

precipitado se resuspendió en 6 ml de 2xTY con 100 µg/ml de ampicilina y 50 µg/ml 

de kanamicina, dejándolo crecer en agitación a 30º C o/n para favorecer el 

crecimiento selectivo de aquellas bacterias con el plásmido pIT2 y el helper KM13, y 

la posterior propagación y encapsulamiento del fagémido recombinante. Tras el 

crecimiento o/n, los tubos se centrifugaron a 3.300 g 4 ºC durante 10 minutos y se 

recogió el sobrenadante (≈ 5,5 ml/tubo) siendo separado en alicuotas de 2 ml. El 

suero obtenido de cada tubo correspondía a un suero de anticuerpo monoclonal 

recombinante. 

Los sueros de los distintos clones de las dos genotecas fueron ensayados mediante 

ELISA indirecto, según el protocolo explicado anteriormente, frente a distintas 

concentraciones de nuestro antígeno (10 µg/ml, 5 µg/ml, 1 µg/ml y 0,1 µg/ml) para 

evaluar su sensibilidad, y frente extractos de proteína soluble de Drosophila 

melanogaster, P. cribata y Sesamia nonagrioides (Lefebvre) (Lepidoptera: 

Noctuidae), para poder realizar una primera evaluación de su especificidad. 

Los resultados obtenidos con los distintos clones fueron comparados con los 

obtenidos con el suero policlonal de conejo. 

5.2.4.5 Secuenciación, alineamiento y comparación de las 

regiones VH y Vk de los clones seleccionados 

Los clones que dieron mejores resultados fueron secuenciados y comparados en las 

regiones de los insertos VH y Vk con la finalidad de comprobar si se trataban de los 

mismos insertos en cada caso, o por el contrario cada clon, y por lo tanto cada 

anticuerpo, era diferente. 

La extracción del plásmido se realizó mediante el protocolo de extracción directa de 

plásmidos de alto número de copias, ofrecido por SECUGEN
® 

(Madrid, España) 

(SECUGEN 2008). La secuenciación se realizó utilizando el servicio de 

secuenciación que ofrece esta empresa. 
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Los cromatogramas obtenidos se revisaron y ensamblaron utilizando el paquete de 

programas Staden Package (Staden Package 2003). Las secuencias consenso de 

cada colon se extrajeron en formato fasta para su alineamiento posterior. 

El alineamiento y comparación de secuencias se llevó a cabo utilizando la aplicación 

informática GeneDoc (Nicholas et al. 1997) empleando el algoritmo MSA 

implementado en el software con un Blossom 62, un coste constante de longitud de 

20, un coste de apertura de gap 8 y un conste de extensión de gap 4. Para 

comprobar que los fragmentos secuenciados pertenecían a las regiones VH y Vk, las 

secuencias obtenidas fueron comparadas contra la base de datos GENEBANK 

utilizando la aplicación BLASTN 2.2.21 (Altschul et al. 1990, Altschul et al. 1997). 
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5.3 Resultados 

5.3.1 Anticuerpos policlonales de conejo 

Tras el proceso de inmunización, desangrado del conejo y purificación del suero 

policlonal se obtuvo un volumen final de 45 ml. Al comparar las lecturas de 

absorbancia a 492 nm del suero preinmune con extractos de proteína soluble de C. 

capitata (0,045 ± 0,001), y el control negativo (ausencia de antígeno y suero 

inmunológico) (0,044 ± 0,001) no se observaron diferencias significativas entre 

ambos (F = -1,28; gl = 1, 29; P = 0,2672). En cambio, con el suero inmune se pudo 

detectar la presencia de proteína soluble de C. capitata en un rango de 

concentraciones entre 10 y 0,1 µg/ml (Tabla 5.1). El suero mostró reactividad frente 

al antígeno en diluciones de éste de hasta 1:10.000. Con ninguna de las diluciones 

utilizadas se obtuvo señal sin presencia de extracto antigénico (0 µg/ml). Con las 

diluciones del suero 1:5.000 y 1:10.000 a penas se podía detectar concentraciones 

de proteína soluble de C. capitata de 0,1 µg/ml, siendo los valores de la lectura de 

absorbancia similares a los obtenidos con los controles negativos. 

 

 10 µg/ml 1 µg/ml 0,1 µg/ml 0 µg/ml 

Dilución suero Cc Dmel Cc Dmel Cc Dmel  

1:500 1,267 
± 0,065 

0,537 
± 0,062 

0,755 
 ± 0,061 

0,375 
± 0,020 

0,149 
± 0,013 

0,071 
± 0,015 

0,044 

1:1000 1,180 
± 0,042 

0,481 
± 0,090 

0,662 
± 0,050 

0,335 
± 0,050 

0,122 
± 0,015 

0,079 
± 0,006 

0,046 

1:5.000 0,783 
± 056 

*** 
0,409 
± 058 

*** 
0,067 

± 0,004 
*** 0,045 

1:10.000 0,595 
± 0,017 

0,188 
± 0,003 

0,241 
± 0,006 

0,117 
± 0,005 

0,058 
± 0,006 

0,052 
± 0,003 

0,046 

 

Tabla 5.1 Lecturas de absorbancia a 492 nm (promedio ± error estándar) obtenidas mediante ELISA 

indirecto al enfrentar diferentes diluciones del suero policlonal de conejo con distintas 

concentraciones de extractos de proteína soluble de C. capitata (Cc) y D. melanogaster (Dmel). 

(***) La dilución del suero 1:5.000 no fue ensayada con D. melanogaster. 

 

Al comparar las lecturas de absorbancia del suero policlonal frente a extractos de 

proteína soluble de C. capitata y D. melanogaster a igual concentración, se observó 

que la señal obtenida era entre 2 y 3 veces más intensa con C. capitata que con D. 
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melanogaster, dependiendo de las concentraciones del antígeno y del anticuerpo 

primario (Tabla 5.1). Las mayores diferencias se observaron cuando el suero 

policlonal estaba más diluido (1:10.000) y cuando se detectaban concentraciones 

más altas del extracto antigénico de 10 µg/ml. 

5.3.2 Anticuerpos monoclonales recombinantes 

5.3.2.1 Selección de clones 

De los 160 clones obtenidos y ensayados mediante ELISA indirecto, se 

seleccionaron los clones de la genoteca Tomlison J: J2, J22, J31, J63, J64, J65, J67 

y J72 por presentar unos valores de sensibilidad y especificidad que podrían permitir 

su uso en ensayos de detección de presas. Por el contrario, no se seleccionó ningún 

clon de la genoteca Tomlison I. Los clones seleccionados mostraron una elevada 

especificidad frente al antígeno de C. capitata al compararlo con las lecturas de 

absorbancia obtenidas con D. melanogaster, P. cribata y S. nonagrioides. De hecho, 

con alguno de estos clones se obtuvo una señal hasta 7 veces más intensa con el 

extracto de proteína soluble de C. capitata que con el de D. melanogaster y la lectura 

de absorbancia fue similar a la del control negativo con los extractos de P. cribata y 

S. nonagrioides (Fig. 5.8). 

Los sueros de anticuerpos monoclonales seleccionados fueron capaces de detectar 

concentraciones de proteína soluble entre 10 y 5 µg/ml. A concentraciones menores 

la señal decaía rápidamente (Fig. 5.9). 

Los sueros monoclonales de anticuerpos expresados en fagos se mostraron menos 

sensibles que el suero policlonal de conejo (Fig. 5.8). En cambio, éstos fueron 

mucho más específicos que el suero policlonal (Fig. 5.9). 
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Figura 5.8 Lecturas de absorbancia a 492 nm de los distintos sueros monoclonales de anticuerpos 

recombinantes seleccionados, al enfrentarlos a extractos de proteína soluble (10 µg/ml) de 4 

especies de artrópodos de importancia agrícola (C. capitata, D. melanogaster, S. nonagrioides y P. 

cribata) y un control negativo; y del suero policlonal de conejo (dilución 1:1000) con extractos de 

proteína soluble (10 µg/ml) de C. capitata y D. melanogaster. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.9 Lecturas de absorbancia a 492 nm del suero policlonal de conejo (dilución 1:1.000) y del 

clon J2, al enfrentarlos a distintas concentraciones de proteína soluble de C. capitata (10, 1, 0,1 

µg/ml para el suero policlonal, y 10, 5, 1, 0,1 µg/ml para el suero monoclonal). 
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5.3.2.2 Secuenciación, alineamiento y comparación de las 

regiones VH y Vk de los clones seleccionados 

Al comparar las secuencias de las regiones VH y Vk de los 8 clones seleccionados se 

comprobó que los sueros J2, J22 y J72 pertenecían a un mismo clon de la genoteca, 

J63 y J64 provenían de otro clon, y J31, J65 y J67 eran clones distintos (Fig. 5.10 y 

Fig. 5.11). Las diferencias entre clones se dieron en las secuencias de ambas 

regiones. La variabilidad encontrada fue debida a unos pocos nucleótidos. En las 

secuencias del fragmento VH, esta se concentró principalmente en tres regiones de 

entre 10 y 15 nucleótidos, probablemente correspondiéndose a las 3 regiones 

hipervaribles del VH. El fragmento Vk concentró la variabilidad principalmente en una 

región de 19 nucleótidos y una segunda región de 24 nucleótidos en la que existían 

diferencias en unas pocas bases. Al comparar nuestras secuencias con otras 

existentes en la base de datos GenBank, la mayor identidad encontrada con 

nuestras secuencias Vk fue observada con la del precursor HK102 de la región V-1 

que codifica la cadena variable kappa (Vk) de inmunoglobulinas de H. sapiens 

(Identidad: 92%, Gaps: 2/271, Expected: 3e-107). Las secuencias que codificaban la 

cadena VH fueron muy similares al locus LOC100291190 de H. sapiens que codifica 

la región variable de la cadena pesada de una inmunoglobulina (Identidad: 89%, 

Gaps: 9/295, Expected: 3e-98). 
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Figura 5.10 Alineamiento de las secuencias del inserto VH de los clones seleccionados. Color negro 

indica que no existen diferencias. Grises más claros indican más diferencias entre los nucleótidos de 

una misma posición de los distintos clones. 
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Figura 5.11 Alineamiento de las secuencias del inserto Vk de los clones seleccionados. Color negro 

indica que no existen diferencias. Los 25 y 26 primeros nucleótidos de los clones J64 y J65 no 

aparecen por errores de secuenciación en el inicio de las secuencias. 
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5.4 Discusión 

Se han obtenido anticuerpos reactivos frente a C. capitata mediante dos 

aproximaciones diferentes. Una clásica, generación de anticuerpos policlonales de 

conejo, y otra más innovadora, utilización de genotecas de anticuerpos 

recombinantes. 

El suero de anticuerpos policlonales seleccionado presentó unos valores de 

sensibilidad suficientes para su uso en ensayos de detección de presas pero en 

cambio, se mostró poco específico. En general los sueros policlonales son 

propensos a presentar una elevada reactividad cruzada (Symondson 2002) ya que 

éstos contienen todos los anticuerpos previos a la inmunización del animal y 

además, normalmente se obtienen utilizando extractos antigénicos con multitud de 

epítopos diferentes, siendo muchos de ellos no específicos de la especie que se 

pretende detectar. Si se quiere utilizar el suero policlonal desarrollado en la 

detección de C. capitata en condiciones de campo, sería conveniente mejorar su 

especificidad. Esto puede realizarse mediante técnicas de absorción y precipitación, 

o utilizando columnas de afinidad (Symondson y Liddell 1993, Schoof et al. 1986). 

Según nuestro conocimiento, este trabajo es el primero que selecciona y secuencia 

anticuerpos recombinantes para ser utilizados en un estudio de análisis post-mortem. 

La especificidad de alguno de los clones seleccionados parece estar al nivel de otros 

anticuerpos monoclonales clásicos (Symondson et al. 2000, Thomas et al. 2009), ya 

que las lecturas de absorbancia obtenidas frente a extractos de D. melanogaster, 

especie filogenéticamente cercana a la mosca mediterránea de la fruta, de P. cribata 

y de S. nonagroides, fueron mucho más bajas que las obtenidas con C. capitata. 

Estos resultados tan solo pueden ser considerados como preeliminares. El estudio 

de reactividad cruzada deberá completarse con otras especies de artrópodos 

potenciales presas de los depredadores de C. capitata, para así determinar unos 

umbrales mínimos de detección a partir de los cuales la lectura de absorbancia 

pueda considerarse con seguridad como positiva (Sunderland 1988). 

Todos los sueros seleccionados de anticuerpos recombinantes expresados en fagos 

mostraron unos niveles de sensibilidad menores que los obtenidos con anticuerpos 

clásicos (Buchholz et al. 1994, Lim y Lee 1999, Harwood et al. 2001). Este resultado 

probablemente se deba a que los ensayos de inmunodetección se han realizado 

utilizando sueros en los que los anticuerpos (fragmentos scFv) se expresan 
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fusionados a la cubierta del fago. El tamaño del complejo anticuerpos-fago 

(aproximadamente 900 nm) es unas 120 veces mayor que el de un anticuerpo 

clásico (160 kDa y 7,5 nm aproximadamente [Ban et al. 1994, Cann 2005]). El 

elevado tamaño del complejo podría dificultar y hacer más improbable la unión al 

antígeno, con la consiguiente pérdida de sensibilidad. Este problema debería ser 

superado al utilizar un suero de fragmentos solubles scFv, producidos por E. coli 

HB2151 que hayan incorporado los plásmidos pIT2 de los fagos seleccionados. Los 

fragmentos scFv, con un tamaño aproximado de 26 kDa, son el dominio de 

anticuerpos funcional más pequeño existente (Malecki 2002). Es de esperar que la 

sensibilidad de los sueros monoclonales sea mayor si se trabaja con fragmentos 

solubles scFv en vez de con fragmentos scFv fusionados a la cubierta del fago. De 

hecho, los sueros de anticuerpos recombinantes son reconocidos por su alta 

sensibilidad; de hecho, la obtención de sueros de afinidad picomolar es una de las 

aplicaciones más exitosas del uso de este tipo de genotecas (Hoogenboom 2005). 

Los resultados obtenidos en la selección de anticuerpos recombinantes son 

resultados preliminares que deberán ser completados para conocer si alguno de los 

clones seleccionados puede ser aplicado eficientemente en estudios de detección de 

presa. Además de la evaluación de los parámetros de sensibilidad y especificidad, 

también ha de determinarse la vida media del epítopo que detectamos en el interior 

del tracto digestivo de los depredadores (Sheppard y Harwood 2005), donde se 

encuentra sometido a los procesos degradativos de los enzimas digestivos. Mediante 

estos tres parámetros se podrán establecer los tiempos máximos de detección post-

digestión de los sueros seleccionados. 

Una vez puestos a punto los protocolos y familiarizados con el uso de genotecas 

recombinantes, la selección de un anticuerpo recombinante específico frente a un 

antígeno puede realizarse en menos de dos semanas, lo que supone superar el 

principal inconveniente que conlleva las técnicas de selección de anticuerpos 

monoclonales clásicos, en los que el proceso de obtención de una línea de 

hibridomas suele durar en el mejor de los casos unos 6 meses (Greenstone 1996). 

Además, al contrario de lo que ocurre con las técnicas de generación de hibridomas, 

no se necesita de una gran especialización ni en personal ni en equipamiento para 

manejar este tipo de genotecas. 
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Con la aparición de nuevas genotecas de variabilidad en clones mucho mayor a la 

variabilidad en anticuerpos ofrecida por un mamífero de manera natural, o incluso, 

con la posibilidad de generar genotecas seleccionadas frente a un antígeno de 

interés (Karu et al. 1995, Hoogenboom 2005), el campo de los anticuerpos 

recombinantes se nos abre como una alternativa al uso de anticuerpos monoclonales 

clásicos e incluso marcadores moleculares, en los estudios de análisis post-mortem, 

ya que es capaz de combinar muchas de las ventajas que presentan ambas 

técnicas. 

La obtención de un suero monoclonal específico frente a C. capitata permitirá 

estudiar a gran escala de manera rápida y barata, las interacciones entre el complejo 

de depredadores generalistas presentes en los suelos de cítricos de la región en 

estudio y esta plaga. Un conocimiento más exhaustivo de estas interacciones 

ayudará a incorporar su uso de una manera más eficiente en los programas de 

gestión integrada de C. capitata. 

 



 

 



Conclusiones 

 157 

6 Conclusiones 

De los resultados expuestos en el presente estudio se pueden extraer las siguientes 

conclusiones:  

 

1) Se ha encontrado una gran riqueza y abundancia (actividad-densidad) de 

artrópodos depredadores polífagos presentes en el suelo del agroecosistema cítricos 

en el mediterráneo español.  

 

 Las arañas con 51 especies y 20 familias constituyeron el grupo de 

depredadores con mayor diversidad, siendo el licósido Pardosa cribata la 

especie más abundante. El grupo de estafilínidos fue el segundo en riqueza 

de especies, siendo Atheta mucronata, nueva cita en la Península Ibérica, la 

más abundante. El carábido Pseudoophonus rufipes representó más del 

50% del total de carábidos. El dermáptero Forficula auricularia fue la especie 

más abundante de este grupo en todas las parcelas.  

 

 Se ha encontrado una influencia del tipo de manejo de la cubierta vegetal en 

la abundancia de estos depredadores. En las parcelas donde existía una 

cubierta vegetal, espontánea o cultivada, se obtuvo una mayor abundancia 

de depredadores. 

 

 El complejo de depredadores se mostró activo a lo largo de todo el año por 

la combinación de los diferentes patrones de actividad estacional de las 

distintas especies que lo conforman. El licósido P. cribata fue la especie más 

activa en primavera, ocupando este lugar el carábido P. rufipes en verano y 

otoño, y el dermáptero F. auricularia en los meses más fríos. 

 

 

2) Se ha establecido, en condiciones de laboratorio, que los tres depredadores 

prevalentes: P. cribata, P. rufipes y F. auricularia pueden utilizar como presa alguno 

de los tres estados de desarrollo de C. capitata, que pueden coincidir temporal y 

espacialmente con ellos en los suelos de cítricos. 
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 El licósido P. cribata se mostró más eficaz frente adultos, el carábido P. 

rufipes frente a pupas y larvas de 3º estadío, y F. auricularia frente a la 

larvas de 3º estadío de manera que las tres especies se complementarían 

en su acción como agentes de control de esta plaga. 

 

 Los tres depredadores mostraron una respuesta funcional tipo II. 

Pseudoophonus rufipes fue la especie más eficaz, mientras que F. 

auricularia fue la que mostró parámetros de depredación más bajos. 

 

 Pardosa cribata fue capaz de matar más adultos de C. capitata de los que 

luego consumió. Este comportamiento propio de muchas arañas 

(sobreexplotación), se considera beneficiosa desde el punto de vista del 

control biológico. 

 

 

3) Se han diseñado dos marcadores moleculares específicos de C. capitata con los 

que es posible detectar la presencia de su ADN, mediante PCR, en el tracto 

digestivo de P. cribata y P. rufipes, las dos especies que mostraron mayor eficiencia 

depredadora en condiciones de laboratorio.  

 

 Los largos tiempos de detección 50 obtenidos en laboratorio para ambos 

depredadores y la especificidad demostrada de los dos pares de cebadores 

diseñados validan su aplicación en condiciones de campo.  

 

 Se ha comprobado que, en condiciones de campo, tanto P. cribata como P. 

rufipes utilizan como presa C. capitata, aunque el porcentaje de individuos 

que dieron positivo fue menor en P. cribata (5%) que en P. rufipes (23%). 

Esto supone una contribución original y de gran utilidad para futuros trabajos 

de campo que pretendan evaluar la depredación sobre este fitófago. 

 

 

4) Se han desarrollado anticuerpos específicos frente a C. capitata, para disponer de 

una herramienta adicional a las técnicas moleculares, lo que permitirá abordar la 
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evaluación, a gran escala, de la actividad depredadora del complejo de 

depredadores generalistas en cítricos. 

 

 Se ha obtenido un anticuerpo policlonal de conejo que presenta una elevada 

sensibilidad pero baja especificidad. 

 

 Por primera vez se han seleccionado varios anticuerpos recombinantes 

monoclonales altamente específicos frente a C. capitata. Tanto la 

sensibilidad como la especificidad de estos anticuerpos deberá evaluarse 

más exhaustivamente para así poder determinar su aplicabilidad en ensayos 

de detección de presas. 

 

Finalmente, cabe subrayar que las herramientas moleculares e inmunológicas 

desarrolladas en este trabajo abren nuevas posibilidades a futuros estudios 

encaminados a conocer la acción no sólo de los depredadores polífagos presentes 

en el suelo de los cítricos sino también a los presentes en la parte aérea.  
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