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Cría en laboratorio de Tetrastichus turionum (Hymenoptera:
Eulophidae), un parasitoide de crisálidas de Rhyacionia
buoliana (Lepidoptera: Tortricidae)

!i. HUERTA, F. ROBREDO, .I. DIEZ, .I. A. PAJARES

Se realir.aron ensayos de ería en laburatoriu de 7i-rra.crichu.^ ^uriunum Hartig (Hyme-
noptera: Eulophidae), un parasitoide de crisálid^s de Rln^c^rioniu hunliunu Den er Schiff
(Lepidoptera: Tortricidae). Se estudió la longevidad de los adultus del parasitoidc. su
productividad, rarón sexual, preferencias de oviposicibn y ruptura de la diapausa. La
longevidad media de los machos pudo extenderse hasta 27 días y lu de las hembrus hasr.i
41 días cuando eran alimentados con pasas humedecidati y agua. La produrtividad media
por hospedante resultó muy elevada, cerca de 42 individuos por crisálida, con una rarón
sexual favorable a las hembras ( I: 2,6). EI mantenimiento de condiciones con[roladus de
primavera ( fotoperiodo: 14:10 (luz: oscuridad), 23°/IS°C) permitió la reproducci6n en
ciclo corto o la ruptura del estado de diapausa. Los resultados contirmarun la idoneidad
de T. turinnwn como pnrasitoide complementario de OrRilns obsr^arutnr Nees (Hyme-
noptera: Brac^^nidae) paru su introducción y aplicación en el rontrol bioló^ico de R. bun-
linnu en Chile.
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INTRODUCCIÓN

La polilla europea del brote del pino,

Rhyacionia buoliana (Lepidoptera: Tortrici-

dae) ha sido una plaga importante en Europa

durante varios siglos (ARTHUR y JuILLET,

1961). Los daños son producidos por la

oruga en las yemas y brotes, siendo muy

característicos: disminución del crecimiento

y deformaciones en las extremidades de las

ramas (DAJOZ, 19ó^; ROMANYK y CADAHÍA,

2002).

En Norteamérica, R. buoliana se introdu-
jo a principios del siglo pasado, convirtién-

dose en una plaga importante de las planta-

ciones de pino, y orientándose varios estu-

dios hacia un control biológico efiectivo (Jul-

LLET, I y5y; ARTHUR y ^UILLE'T, I y61 ; ►YME,

1970). Por tanto, el complejo de parasitoides

de este tortrícido ha sido ampliamente inves-

tigado y bien documentado (WATSOrv y ART-

HUR, 1959; SYME, 19iO).

En Chile, este insecto se ha convertido en
la principal plaga de las repoblaciones de
Pinus ructiata D. Don, cuya superficie
asciende en la actualidad a más de I.400.000
ha (INFOR, 2001). Cuando se detectb la pre-
sencia de R. buolicuui en 1985 se realiZó una
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selección de posibles entomófagos para ser
introducidos en este país como parte de un
programa de control biológico, el cual se
concretó con la introducción de Orgilus obs-
curator (Hymenoptera: Braconidae) (LAtv-
FRArvco et al., 1991). No obstante, la presen-
cia de este parasitoide en Chile, la plaga ha
colonizado todas las zonas productoras de
pino insigne (RoJAS, 2005). Si bien la acción
de O. obscurator en Chile sobre R. bunliuna
en las extensas masas de P. radiata constitu-
ye un ejemplo para el control biológico
forestal de esta plaga (BA>rD^[vt et al., 2005),
no ha sido suficiente para combatirla en los
distintos hábitats donde se ha ido desplazan-
do hoy en día, especíticamente en su zona
más septentrional.

Por tanto comprometer el control biológi-
co de R. huoliana a un único regulador,
puede ser una medida arriesgada dado que
dificilmente será capaz de actuar eficiente-
mente a lo largo de todos los nichos ecológi-
cos donde está presente esta plaga en Chile.
En este sentido, según se ha demostrado en
forma concluyente en varios programas de
lucha biológica, si se importa y establece una
segunda especie de parasitoide que ataque a
un estado diferente del hospedante, su acción
aumenta la eficacia de control (DEBACH,
1977).

Por otro lado, el complejo de parasitoides
de R. buoliana de los últimos estados de
desarrollo de la plaga se estudió en España.
El análisis de las distintas características y
comportamiento de cada parasitoide condujo
a seleccionar al parasitoide de crisálidas
Tetrnstichus turionum (Hymenoptera:
Eulophidae) como el candidato más promi-
sorio debido a su alta habilidad de localiza-
ción de los hospedantes, gran adaptabilidad
ecológica, ausencia de cleptoparasitismo,
alta sincronización con sus hospedantes,
independencia de hospedantes alternativos y
alta fecundidad. También se investigó sobre
su ciclo de vida y conductas biológicas en
asociación con O. obscurator, reforzándose
sus habilidades como biocontrolador de cri-
sálidas de la plaga (HueRTA et al., 2002,
HUERTA et al., 2006).

Además de su capacidad en el control
natural de las poblaciones de su hospedante,
un enemigo natura] candidato a ser introdu-
cido en un programa de control biológico
clásico debe permitir su manipulación y ser
criado en laboratorio en gran número con
relativa facilidad. Se trata de un requisito
fundamental para que pueda ser introducido
en nuevos ambientes, mediante una o pocas
sueltas masivas o mediante sueltas periódi-
cas. En este marco, se realizaron una serie de
ensayos con T. turionum encaminados a
conocer la factibilidad de su cría en labora-
torio con e] propósito de fortalecer el pro-
grama de control biológico de R. buo/iana
abordado en Chile.

MATERIAL Y MÉTODOS

El material biológico fue obtenido de una
serie de colectas periódicas en la época de pri-
mavera-verano de 1999 realizada en una repo-
blación joven de Pinus pinea L. (19 ha), fuer-
temente atacada por R. buoliana, ubicada en
Tordesillas (Valladolid, España). Esta zona
fue seleccionada por el amplio conocimiento
del comportamiento de la plaga a través de
otros estudios realizados en dicha área (PAJA-
RES y SACRisTátv, 1997) y por su cercanía. Las
colectas consistieron en el examen de los bro-
tes atacados en los que se extrajeron orugas de
los últimos estadíos y principalmente crisáli-
das de R. buoliana que pudieran haber sido
parasitadas naturalmente y de individuos
sanos. Las actividades de laboratorio fueron
llevadas a cabo en el Laboratorio de Entomo-
logía del Departamento de Producción Vege-
tal y Recursos Forestales de la Escuela Supe-
rior de Ingenierías Agrarias de la Universidad
de Valladolid, España. Los parasitoides emer-
gidos en laboratorio se identificaron taxonó-
micamente con la ayuda de una lupa estereos-
cópica y el uso de claves de reconocimiento,
y por comparación con la colección de parasi-
toides facilitada por el Dr. Robredo. El núme-
ro de individuos parasitoides colectados
dependió de la disponibilidad en terreno, por
lo cual el número de individuos usados en los
distintos experimentos varió.
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Longevidad de adultos: En los ensayos
de longevidad de T. turionum primero se pro-
baron distintas dietas que incorporaban azú-
cares, además del aporte de agua. Se mantu-
vieron condiciones de humedad entre 50-60
% y de temperatura entre 20-25°C, en el inte-
rior de una cámara de cría de insectos. En
cápsulas petri de 9 cm de diámetro, prepara-
das como arena de ensayo, en cuyo interior
se introdujo papel filtro humedecido periódi-
camente con agua destilada y en cuyas tapas
superiores se realizó un orificio de 1 cm de
diámetro que se cubrió con una malla de
trama muy fina para permitir la aireación, se
introdujeron machos y hembras del parasi-
toide, en grupos de 5 0 6 individuos por cáp-
sula. La supervivencia de los adultos,
machos y hembras, se registró diariamente.
Cada una de las siguientes dietas fue ensaya-
da en una cápsula, con tres repeticiones:

Pasas remojadas en agua destilada 24
horas antes del experimento (LEtus, 1961).

Solución de agua y miel al 10 %, aplicada
en una porción de algodón.

Solución de agua y miel al 10 %, impreg-
nando un hilo dental sin cera de 2 cm de lon-
gitud (LEtus, 1961).

En un segundo experimento, se elimina-
ron las dietas que fracasaron (2 y 3) y se
estudió de forma similar al experimento
anterior, la supervivencia de los individuos
machos (n = 25) y hembras (n = 56) alimen-
tados con la dieta 1 frente a la de grupos de
individuos que dispusieron únicamente de
agua (machos (n = 16) y hembras (n = 35) o
bien sin ningún tipo de recurso (machos (n =
20) y hembras (n = 20)). Por último, se rea-
lizaron análisis de varianza para detectar si
existían diferencias entre los tratamientos y
entre los sexos y posteriormente pruebas de
rango múltiple de la diferencia mínima sig-
nificativa (Fisher'S LSD) para ver cómo eran
las agrupaciones de los tratamientos.

Productividad y razón sexual: Los indi-
viduos del T. turionum obtenidos en los
diversos muestreos fueron contabilizados y
clasificados de acuerdo a su sexo, según las
características taxonómicas indicadas en la
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bibliografía. De este modo se conoció la pro-
porción de hembras y de machos del parasi-
toide, así como su productividad en número
de machos y hembras producidos por cada
individuo hospedante.

Bioensayos de oviposieión: Para estas
pruebas se utilizó el mismo tipo de cápsulas
petri que en el ensayo de longevidad, con
idéntico sistema de aireación y aplicación de
humedad, que se mantuvieron bajo las mis-
mas condiciones de humedad y temperatura
en cámara de cría. En este caso se dispuso
además una lámina de poliuretano expandido
en la base con pequeños espacios para acoger
al hospedante, orugas o crisálidas de R. huo-
liana. También se agregaron acículas frescas
de pino para estimular la oviposición del paru-
sitoide seleccionado. Los adultos del parasi-
toide utilizados en las pruebas se alimentaron
previamente en una dieta de pasas humedeci-
das durante cuatro días (SvME, 1970).

Como material hospedante se utilizó crisá-
lidas y orugas de últimos estadíos de R. bun-
liana. Las crisálidas fueron obtenidas del
campo en distintas condiciones de desarrollo:
recién formadas, medianamente maduras y en
madurez avanzada. Las orugas de los últimos
estadíos fueron instaladas junto con brotes de
pino para que continuasen su alimentación.
Los brotes habían sido previamente esteriliza-
dos para evitar colonizaciones por hongos. La
base de los brotes fue sellada con paratil ►n
para disminuir la desecación. También se rea-
lizaron pruebas con las crisálidas y las orugas
en el interior de sus refugios de resina crista-
lizada formada naturalmente en campo. En
cada ensayo, que se repitió tres veces, se uti-
liz^u^on seis machos y seis hembras que dispu-
sieron de tres orugas de los últimos estadíos,
tres crisálidas jóvenes, tres medianas y tres
maduras para ovipositar. Al cabo de cuatro
días bajo dichas condiciones se retiraron los
adultos del parasitoide y transcurrido un mes
desde la oviposición se diseccionaron [odos
los hospedantes para detectarla presencia de
larvas del parasitoide.

Pruebas de ruptura de [a diapausa: En
estos ensayos se utilizaron crisálidas parasi-
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tadas naturalmente en el campo (Tordesi-
Ilas), recolectadas y trasladadas al laborato-
rio el día 8 de septiembre de 1999. Estas cri-
sálidas fueron distribuidas en dos grupos de
12 individuos cada uno, que fueron someti-
dos a dos tipos de tratamientos distintos (a)
Un periodo frío inicial durante 10 días a 5°C
y posteriormente se expusieron a condicio-
nes de fotoperiodo de días largos (14:10),
temperaturas cálidas de 23°C en el día y de
15°C en la noche y una humedad aproxima-
da entre 50-60 %. (b) Condiciones similares
al tratamiento anterior sin el periodo frío ini-
cial. La ruptura de la diapausa se detectó
observando diariamente la emergencia de los
adultos parasitoides durante cuatro meses.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Longevidad de adultos: En los ensayos
de longevidad se probaron distintas dietas
que incorporaban azúcares, además del apor-
te de agua. Las pruebas iniciales con una
solución de agua y miel al 10 %, añadida a
trozos de algodón o impregnando hilos den-
Cales de 2 cm de longitud (LEIUS, 1961), no
resultaron satisfactorias y los adultos no se
sintieron atraídos por este tipo de material.

Los resultados del experimento con pasas
previamente remojadas en agua durante 24
horas (Cuadro 1) mostraron claramente que
esta dieta aumenta notablemente la longevi-
dad de los adultos en cautividad y difiere sig-
nificativamente. Tanto machos como hem-
bras de T. turionurn tuvieron una superviven-
cia media inferior a una semana cuando no
recibieron ningún aporte alimenticio ni agua,

y su longevidad casi llegó a doblarse cuando
se les proveyó únicamente de agua. Sin
embargo, cuando los insectos fueron alimen-
tados con pasas humedecidas y agua, la lon-
gevidad de los machos aumentó cinco veces
(27 días, máximo 64 días) y la de las hem-
bras casi siete veces más (41 días, máximo
72 días), siendo significativas las diferencias
entre ambos sexos. Jut[.EET (1959) obtuvo
con la misma dieta una longevidad de 16
días y de 27 días para los machos y hembras,
respectivamente.

Cuando los adultos estuvieron desprovis-
tos de alimento y agua, la supervivencia de
ambos sexos fue muy baja y la mayoría de
ellos murieron a los pocos días (Figura 1).
La pauta de supervivencia de ambos sexos
fue muy similar cuando dispusieron de apor-
te hídrico, aunque un pequeño porcentaje de
individuos llegó a sobrevivir hasta las dos
semanas. Por el contrario, con la dieta de
pasas humedecidas más agua, la mortalidad
fue paulatina y todos los individuos de
ambos sexos sobrevivieron al menos dos
semanas. En ]os machos la supervivencia fue
descendiendo lentamente hasta que al cabo
de seis semanas únicamente se encontraba
viva un 20°^o de la población, que práctica-
mente se mantuvo otras tres semanas más.
En las hembras aún sobrevivía un 40% de la
población al cabo de seis semanas, e incluso
más de un 20 % llegó a vivir más de dos
meses en confinamiento. Estos resultados
muestran que los adultos de T. turionum ali-
mentados y provistos de agua pueden alcan-
zar una longevidad suticiente para su mani-
pulación y cría masiva en laboratorio.

Cuadro I. Longevidad media de adultos de T. turionum en días, según dietas y sexo.

Número de días vivos Número medio de días vivos*

Dieta Machos Hembras Macho^ Hembras Total**
Mín. Máx. Mín. Máx.

Pasas y agua 9 64 14 72 30,0 (t15,88)a 42,1 (±19,25)b 38,6 (±19.05)d

Agua 6 14 6 16 89 (t02.09)c 10,5 (±03,55)c 1Q0 (±03,24)c

Sin dieta 4 6 4 I1 04,7 (±0,80)c 5,6 (±02,16)c 5,2 (±O1,67)c

'k Promedio ± desviación est5ndac ** Medias con letras iguxles no difieren de forma signiticativa
(P = 0.05; Fisher'S LSD).
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Figura I. Longevidad en días de adultos de T. turionum y su proporción según die[a. A: Machos. B: Hembras.

Productividad y razón sexual: T. turio-
num presenta un comportamiento gregario
(.IUILLET, 1959) y numerosos individuos pue-
den desarrollarse en el interior de una misma
crisálida hospedante. Los resultados del
estudio de 45 crisálidas (Cuadro 2) indicaron
que se obtuvo un total de 1.862 adultos, de
los cuales un 72,4 % correspondieron a indi-
viduos hembras y el restante 27,6% fueron
machos, con una razón sexual de 1:2,6 favo-

rable a las hembras. AaTNUa y JUILLET
(1961), obtuvieron una razón sexual aún más
favorable a las hembras, en una proporción
de 1:7. La productividad por hospedante en
T. turionum resultó muy elevada, con un pro-
medio de 41,4 individuos por crisálida, 30
hembras y 11,4 machos, alcanzando valores
máximos de hasta 80 hembras en alguna cri-
sálida. En otros estudios los valores de pro-
ductividad obtenidos en T. turionum fueron
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Cuadro 2. Producción de hembras y machos de T. turionum en crisálidas de R. buoliaua.

T. turionum
Número de
individuos

promedio/crisálida Rango Porcentaje
Razón
sexual

Hembras 1.348 30,0 2-80 72,4 1: 2,6

Machos 514 11,4 0-64 27,6

Total I .862 4 I ,4 I-82 100,0

Número de crisálidas = 45

también alto, aunque inferiores a los aquí
encontrados, con promedios de 23 adultos
por crisálida (ARTHUR y JUtEEET, 1961).
Estas características de elevada reproducción
sobre un mismo individuo hospedante y una
razón sexual muy favorable a las hembras
resultan claramente adecuadas y favorecen
su producción masiva en cautividad.

Oviposición: En los ensayos preliminares
sobre la oviposición de las hembras de T.
turionum se observó que unas condiciones
adecuadas de humedad y temperatura, junto
con la alimentación de los adultos, son facto-
res determinantes para la obtención de pues-
tas satisfactorias. Así, bajo condiciones de
humedad a través del papel filtro (aprox. 50-
60%) y de temperatura entre 20-25°C es posi-
ble lograr una notable eficiencia en la ovipo-
sición por parte de las hembras del parasitoi-
de. Además la incorporación de acículas fres-
cas junto con el hospedante estimuló la acti-
vidad de oviposición en las hembras.

Otro factor que demostró tener gran
infi7uencia sobre la oviposición de las hem-
bras en laboratorio fue el tipo y condición
del estadio hospedante. Los resultados de un
experimento en el que se evaluó la oviposi-
ción sobre orugas del último estadio, y sobre
crisálidas recién transformadas, o en diverso
estado de madurez (Figura 2) mostraron que
las hembras de T. turionum prefilrieron ovi-
positar sobre las crisálidas de R. buoliana
recié q transformadas. Así, se obtuvo un
100% de parasitismo sobre esta clase de cri-
sálidas, mientras que las crisálidas en avan-
zado estado de madurez aparentemente fue-
ron rechazadas y ninguna resultó parasitada.
Pudo suceder también que las hembras de T.
turionum ovipositasen sobre estas crisálidas,

pero su avanzado estado, próximo a la for-
mación del adulto, no permitiese el desarro-
]lo de los estados inmaturos de este eulófido.
Las crisálidas en un estado de desarrollo
intermedio fueron parasitadas únicamente en
un 33%.

Por otro lado, se encontró nuevamente

que las orugas del último estadio eran esca-

samente atractivas para este parasitoide, que
únicamente realizó la oviposición en un

] 6,7% de ellas. En el campo se ha observado

que cuando estas orugas son atacadas no

alcanzan a convertirse en crisálidas y los

adultos de T. turionum emergen desde las

orugas de R. buoliana ya muertas. Así, estos
resultados muestran que se puede realizar la

reproducción de este parasitoide en cautivi-

dad con facilidad, obteniéndose un alto por-
centaje de éxito cuando se le provee del esta-

do hospedante en condiciones apropiadas, es

decir, las crisálidas de R. buoliana recién
transformadas. El porcentaje de éxito segu-

ramente disminuirá de forma directamente

proporcional con el estado de desarrollo de
las crisálidas.

Ruptura de la diapausa: T. turionum
sufre una diapausa en el cuarto estadío larva-
rio durante su segunda generación anual
(JutiJ[.ET, 1959). Este hecho podría dificultar
la reproducción masiva en laboratorio, por lo
que se realizaron ensayos encaminados a
encontrar condiciones para la ruptura de la
diapausa. Para ello se recogieron crisálidas
de R. buoliana parasitadas naturalmente
(Tordesillas) que se encontraban en diapausa
(septiembre) y fueron sometidas a dos tipos
de tratamiento en laboratorio.

En el primer tratamiento, en que se some-
tió a las crisálidas a un periodo frío de 5°C
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Figura 2. Oviposición de T. turionun^ sobre distintos estados del hospedante R. buuliana.

durante 10 días y después se transfirieron a
condiciones primaverales de fotoperiodo de
días largos (14:10) y temperaturas suaves
(23°C diurnas, 15°C nocturnas), no se consi-
guió la ruptura de la diapausa y no se produ-
jo ninguna emergencia de adultos. Sin
embargo, cuando únicamente se sometió a
las crisálidas a las condiciones primaverales
anteriores ( aproximadas a las imperantes en
mayo) sí se logró la ruptura de la diapausa y
los adultos de T. turionum comenzaron a
aparecer a partir de la tercera semana del ini-
cio del tratamiento (Figura 3).

La emergencia de los imagos se produjo
paulatinamente a lo largo de siete semanas y
los últimos emergieron al cabo de diez sema-
nas desde el inicio, quedando un 12,4% de
las crisálidas parasitadas aún en diapausa,
sin responder al tratamiento.

Por tanto, bajo condiciones controladas
(fotoperiodo: 14:10 (luz: oscuridad), 23°/15°C
temperatura) parece posible la reproducción

continua de T. turionum en laboratorio, sin
intervención de la fase de diapausa y también
es plausible acelerar el desarrollo, tinalizando
la diapausa de los individuos que se encuen-
tren en esta fase.

El estudio de la cría en laboratorio de T.
turionu,n no ha pretendido encontrar las
mejores soluciones y condiciones especíti-
cas que garanticen una cría masiva eticiente,
lo cual deberá ser objeto sin duda de poste-
riores trabajos. Sin embargo, los resultados
obtenidos, gran longevidad de los adultos
con alimentación, gran productividad por
hospedante, razón sexual favorable a las
hembras, desarrollo en ciclo corto y ruptura
de la diapausa bajo condiciones primavera-
les, permiten afirmar que T. turiunum mues-
tra una evidente aptitud para ser reproducido
artificialmente en grandes cantidades y con-
firma su idoneidad como candidato pura el
control biológico de la polilla del brote del
pino en Chile.
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Figura 3. Emergencia de T. turionum (%) en diapausa de crisálidas de R. buotiana parasitadas naturalmente, después
del tratamiento de ruptura de diapausa.

CONCLUSIONES

El estudio sobre la cría en laboratorio de
T. turionum mostró que este parasitoide pre-
senta una aparente factibilidad de manipula-
ción y de cría masiva en laboratorio. La lon-
gevidad media de los machos puede aumen-
tarse hasta 27 días y la de las hembras hasta
41 días cuando son alimentados con pasas
humedecidas y agua. La productividad
media por hospedante resulta muy elevada,

ABSTRACT

cerca de 42 individuos por crisálida, con una
razón sexual favorable a las hembras (L•2,6).
E] mantenimiento de condiciones controla-
das de primavera (fotoperiodo 14:10,
23°/15°C) permite la reproducción en ciclo
corto o la ruptura del estado de diapausa. Lo
anterior lleva a proponer a T. turionum como
un parasitoide muy apto para su introducción
en Chile con el fin de complementar el con-
trol biológico ejercido por O. obscurator
sobre la polilla del brote del pino.

HueaTA A., F. RoBKeoo, J. DiEZ, J. A. Pn^naes. 2007. Rearing in laboratory of Tetras-
tichus turionwn (Hymenoptera: Eulophidae), a pupal parasitoide of Rhvacionia buoliana
(Lepidoptera: Tortricidae). Bol. San. Veg. Plugas, 33: 169-177.

Rearings in laboratory of Tetrastichus turionum Hartig (Hymenoptera: Eulophidae).
a pupal parasitoid of Rh,^^acionia buoliana Den. et Schiff. (Lepidoptera: Tortricidae) were
carried out. It was studied the adult longevity, their productivity, sex ratio, oviposition
preferences and rupture of the diapause. The average longevity of the males was up to 27
days and that of the females up to A1 days when they are fed with humiditied raisins and
water. The average productivity by host was next of 42 individuals by pupa, with a favo-
rable sex ratio to the females ( L•2.6). The maintenance of controlled conditions of spring
(photoperiod I4:IQ 23°/I.5°C) it allows the reproduction in short cycle or the rupture of
the diapause stage. The results confirmed the suitability of T. turionum like complemen-
tary parasitoid of Orgitus obscurator Nees (Hymenoptera: Braconidae) for their intro-
duction and application in the biological control of R. buoliana in Chile.

Key words: preference of oviposition, longevity, sex ratio, diapause.
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