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RESUMEN

La chinche del eucalipto Thaumastocoris pe-
regrinus es una importante plaga emergen-
te en plantaciones de Eucalyptus en todo
el mundo. El establecimiento de protocolos
de cria eficaces es fundamental para la in-
vestigacion sobre la biologia y ecologia de
este insecto. Presentamos dos estrategias
de cria para este insecto, ambas destina-
das a la produccién de huevos frescos para
su principal controlador biolégico, la avispa
parasitoide Cleruchoides noackae, como re-
quisito para un programa de control biologi-
co. El primer protocolo esta pensado para la
produccién masiva de huevos en condicio-
nes semi controladas. El segundo protocolo
también permite la produccién de huevos en
una escala mediana y permite el seguimien-
to de sus parametros de calidad. Se describe
el ciclo bioldgico en las condiciones de cria
del segundo protocolo. Este documento pue-
de ser usado como material de consulta por
estudiantes y técnicos forestales.

Palabras clave:

Control bioldgico, Thaumastocoris peregri-
nus, Cleruchoides noackae, tabla de vida,
Eucalyptus.

ABSTRACT

The bronze bug Thaumastocoris peregrinus
is an important emergent pest in Eucalyptus

plantations worldwide. The establishment of
efficient rearing protocols is fundamental for
the research on the biology and ecology of
this insect. We present two reariing strate-
gies developed for this insect, both aimed
at producing fresh eggs for its main Biolo-
gical Control agent, the parasitoid wasp
Cleruchoides noackae, as first requisite
towards a Biological Control programme for
the bronze bug. The first protocol is made
for the mass rearing in semi-controlled con-
ditions. The second rearing allows for the
production of eggs at a médium scale, as
well as the monitoring of quality parameters
within the rearing colony. Life cicle in the
rearing conditions of the second protocol
are shown. This document can be used as a
reference material by students and forestry
technicians.

Keywords:
Biological Control biolégico, Thaumastocoris
peregrinus, Cleruchoides noackae, lifetable,
Eucalyptus.
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INTRODUCCION

Figura 1. Instars ninfales de Thaumastocoris peregrinus. a. Ninfa I; b. Ninfa Il; c. Ninfa Ill; d. Ninfa IV;
e. Ninfa V (adaptado de Martinez et al., 2014).

La chinche del eucalipto Thaumastocoris
peregrinus (figura 1) es una especie rela-
tivamente nueva para la ciencia por lo que
antes de desarrollar paquetes de manejo es-
pecificos es necesario conocer mas acerca
de su biologia y ecologia. Debido a esto, el
desarrollo de un protocolo de cria continua
se volvié desde temprano una necesidad.
Contar con una cria de laboratorio para estu-
dios de biologia basica ofrece la ventaja de
poder escalar la produccién y ajustar la ob-
tencion de individuos de diferentes edades y

en condiciones similares, asi como asegurar
la sanidad de los individuos utilizados para
pruebas experimentales. Por otro lado en
aquellos paises de la region de clima tem-
plado no es posible recuperar individuos del
ambiente durante todo el afio, por lo que es
crucial mantener una produccioén continua en
el laboratorio.

El primer sistema de cria descrito para este
insecto involucraba el uso de secciones fo-
liares pinchadas en alfileres entomoldgicos
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luego colocadas en viales de polipropileno
parcialmente rellenos con agua, lo cual ge-
neraba una “barrera fluida” (Noack & Rose,
2007). En forma similar Soliman et al. (2012)
utilizaron cajas de Petri con secciones folia-
res flotando en agua para estimar la duracion
de los diferentes estadios y la fecundidad de
hembras criadas sobre distintos genotipos e
hibridos de Eucalyptus. La barrera de agua
es necesaria para mantener los insectos en
la seccidn foliar, debido a la movilidad de las
ninfas. Sin embargo, el uso de cajas de Pe-
tri para produccion masiva de huevos seria
muy costoso en términos de trabajo, tiempo
y recursos. Por otra parte la implementacion
del control biolégico de T. peregrinus con la
avispa parasitoide Cleruchoides noackae re-
quiere una cria masiva del primero, ya que
es necesario proveer a la avispa con un nu-
mero importante de huevos dentro de la ven-
tana de parasitacion (Mutitu et al., 2013).

En este trabajo se presentan dos metodolo-
gias de cria desarrolladas en la regién, con
el objetivo de ponerlas a disposicién para
nuevos investigadores, grupos o paises que
deban encarar la cria de la chinche del euca-
lipto o de su avispa parasitoide.

Preparacion del sustrato de
alimentacién

En lo que refiere a la elaboracion de raciones
para cria, los insectos picosuctores presen-
tan problemas particulares debido a su tipo
de alimentacién que restringen la posibili-
dad de elaborar dietas artificiales. Esto lleva
a que en muchos casos deban ser criados
sobre el hospedero vivo para mantener las
condiciones minimas para su supervivencia.
En la cria de T. peregrinus se ha recurrido a
discos de hoja inmersos en agua, plantines
vivos o ramilletes. En ambos protocolos pre-
sentados aqui se prefirié trabajar con rami-
lletes. Este insecto se alimenta de numero-
sas especies dentro del género Eucalyptus.
La seleccién de la mejor especie depende de
un compromiso entre la palatabilidad y cali-
dad nutricional, y la disponibilidad de plantas
con hojas adultas. A continuacion se descri-
ben los pasos necesarios para la seleccion
desinfeccion y preparacion de ramilletes de
eucalipto que se requieren para ambos mé-
todos de cria. La lista de materiales para es-
tas operaciones se presenta en la figura 2.
Las variaciones particulares se detallan en
los protocolos correspondientes mas abajo.

Materiales

» Baldes de 10 o 20L;
» Banda elastica
 Erlenmeyer de 250mL;

* Picetas
* Ramos de eucalipto;

* Tijera de podar;

» Alambre fino recubierto de plastico;

» Manguera plastica de xx cm diametro y 30 cm de largo;
» Matraces Erlenmeyer (250 y 500 mL);

» Tijera con mango extensible para poda aérea;

* Tira de poliuretano de 20 cm de largo y 3 cm de espesor;
» Tiras de papel toalla de 20 cm de largo y 2 cm de ancho.

Figura 2. Materiales requeridos para la colecta y preparacion de ramos.

29



LA CHINCHE DEL EUCALIPTO THAUMASTOCORIS PEREGRINUS

INIA

30

Colecta de ramas: Colectar ramas con ho-
jas adultas de Eucalyptus con la ayuda de
una tijera de podar de mango extensible (Fi-
gura 3 a)

Preparacion de las ramas: Retirar con la

ayuda de tijeras de podar las hojas viejas,
muy nuevas o con signos de enfermedad.
Retirar algunas hojas de la parte inferior de
la rama hasta obtener aproximadamente 10
cm de la parte inferior del tallo sin hojas (fi-
gura 3 b-e).

Figura 3. Etapas iniciales de la preparacion de ramilletes para la cria de Thaumastocoris peregrinus.
a. Colecta de ramas; b-e. Seleccién y preparacion de ramas. (Fotos: L. Barbosa).

Limpieza de ramos: Los ramilletes son
previamente limpiados con una solucion de
hipoclorito de sodio al 5% para eliminar pato-
genos y enjuagados luego en agua destilada
estéril (figura 4 b).

Almacenaje de los ramos: Prender los ra-
mos con la banda elastica y colocar en bal-
des de 10L o 20L con agua para mantener
las hojas turgentes. En esta condicién duran
hasta una semana (fig. 4c).
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a L/ h

Figura 4. Etapas finales de la preparacion de ramilletes para la cria de Thaumastocoris peregrinus. a.
armado de ramilletes; b. Limpieza de ramilletes; c. Aimacenamiento de ramilletes. (Fotos: L.

Barbosa)

Preparacion de los ramilletes: Lavar los
ramos en agua corriente. Retirar el exceso
de agua. Retirar la banda elastica. Enrollar
una tira de poliuretano (esponja) (20cm x
3cm) a una altura aproximada de 10 cm de

la base del ramo y acoplar una manguera de
30cm (fig. 5). Colocar el ramo asi acondicio-
nado en un Erlenmeyer de 250 mL con agua

(fig. 5).

Figura 5. Armado de los ramilletes. (Fotos: L. Barbosa)

Protocolo para cria masiva

Este protocolo fue desarrollado en EMBRA-
PA para la produccion en gran numero de in-
dividuos de diversos estadios de la chinche
del eucalipto (Barbosa et al., 2016). Puede
ser usado también para la obtencion de des-
oves para la multiplicaciéon del controlador
(figura 6). Este sistema no permite obtener
individuos de edad conocida en forma sen-
cilla, ni tampoco controles de calidad muy
sofisticados lo cual reduce la posibilidad de

detectar problemas en forma temprana. Es
ideal en aquellos casos en los que se requie-
re una gran cantidad de individuos y en los
que se pueden realizar reintroducciones de
campo para mantener la poblaciéon durante
todo el afo. También se puede utilizar para
la produccién de huevos para multiplicacion
del parasitoide. En EMBRAPA la especie de
Eucalyptus seleccionada ha sido E. bentha-
mii. Este protocolo permite el mantenimiento
de la poblacién de laboratorio por aproxima-
damente un afo (Barbosa et al., 2016).
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Figura 6. Detalle del sistema de cria extensivo desarrollado para T. peregrinus en EMBRAPA. (Fotos:
L. Barbosa).

Definiciones

Ramillete nuevo (Rn): 7a12ramasfrescasde  Ramillete seco (Rs): 7 a 12 ramas secas
E. benthamii en matraces Erlenmeyer de 250 ~ de E. benthamii en matraces Erlenmeyer de
ml con agua. Son aquéllos que seran ofrecidos 250 ml con agua (fig. 7c).

a los insectos para alimentacion (fig. 7a).
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Figura 7. Evolucién de ramilletes. a. Ramillete nuevo; b. Ramillete en estado intermedio; c.
Ramillete seco; d-e. Proceso de transferencia de Rn a Rs. (Fotos: L. Barbosa).

Etapas de la cria (figura 8)

Fase 1 (F1): El objetivo de esta etapa es
asegurar el desarrollo temprano de las nin-
fas por lo que en esta etapa tendremos una
mayor proporcion de ninfas del primer y se-
gundo instars. Conforme los ramilletes se
van secando (Rs), se deben colocar nuevos
(Rn) a su lado a fin de permitir el pasaje de
los insectos. Los Rn son colocados en un
segundo conjunto de bandejas (F2) una vez
que se verifica que las ninfas se encuentran
enlosinstars 4 y 5.

Fase 2 (F2): En esta etapa los ramilletes
presentan mas ninfas tardias (4° y 5° instar)
que permaneceran en estos ramilletes hasta
que emerjan como adultos y se inicia a ovi-
positura de los primeros conjuntos de hue-

vos. El aumento del nimero de adultos y la
aparicion de posturas en las hojas son indi-
cadores de que el ramo debe ser transferido
para la siguiente fase.

Fase 3 (F3): El objetivo de esta etapa es
la produccion de huevos que seran usados
para la multiplicacion del parasitoide Cleru-
choides noackae, mas un excedente que
sera reingresado en el sistema para la repo-
sicion de ninfas de la F1. Para la obtencion
de huevos se colocan tiras de papel toalla
(20cm x2cm) sobre los ramilletes. Para ase-
gurar la produccion de huevos en el papel
es necesaria una gran cantidad de adultos
por ramillete. Se sugiere una frecuencia dia-
ria de recambio de los papeles. Otros inter-
valos podran ser utilizados dependiendo del
objetivo de la cria, pero no se puede exceder
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el tiempo de desarrollo embrionario que es
de 6 dias a 25°C. Luego de la muerte de la
mayoria de los adultos estos ramilletes, que
también deben cotener masas de huevos en
las hojas, deben ser mantenidos en bande-
jas de la siguiente fase.

Fase 4 (F4): Todos los ramilletes que conten-
gan masas de huevos deben ser mantenidos
en esta fase. Una vez observada la eclosion
de las primeras ninfas, nuevos ramilletes de-
ben ser agregados para la transferencia de
los neonatos. Luego de verificarse la trans-
ferencia de todas las ninfas, estos ramilletes
se colocan en bandejas de la F1, reiniciando
asi el ciclo de cria.

Transferencia: Se define como proceso de
transferencia al pasaje de los insectos des-
de Rs a Rn nuevos. Este proceso es distinto
para cada etapa de cria (figura 7 d-e).

Proceso de Transferencia en la F1 de la
cria: El objetivo de esta transferencia es per-
mitir el pasaje de insectos de los Rs a los
Rn. La proporciéon de [Rs: Rn] depende de

la cantidad de insectos presentes en el Rs
la cual normalmente sera [1:1]. La duracién
de este proceso depende de la cantidad de
insectos pero es de aproximadamente 1 a 3
dias. Al final de este periodo los Rs son des-
cartados y los Rn permanecen en la F1.

Proceso de Transferencia en la F2 de la
cria: El objetivo de esta transferencia es
permitir el pasaje de los insectos de los Rs
a los Rn y recuperar las ninfas recién na-
cidas en los Rs. En esta fase el proceso
requiere mas tiempo, aproximadamente 10
dias. La proporcion [Rs : Rn] y el tiempo
en el que estos permaneceran en contac-
to son variables. En los primeros dias de
esta transferencia el objetivo es recuperar
los adultos de los Rs. En este caso, los
Rn permanecen en la F2 de la cria mien-
tras que los Rs contindan en el proceso de
transferencia. Después de la recuperacion
de los adultos el objetivo del proceso es
transferir las ninfas recién nacidas en los
Rs para los Rn. En este caso, los Rn seran
enviados para la F1 de la cria y los Rs se-
ran descartados.

Colectade

________ huevos

Jaula de
é‘ S |
Oviposicién emM

(3x por semana)

v

Caja de
eclosion
Multiplicacién de

C. noackae I

] 1 semana
1 después
Colecta de ninfas
(3x por semana)

Incubadora
(25.020.4°C, 55.024.0% HR, 12:12 L:D)

Jaula de
virgenes
(machos)
Diario
Jaula de
virgenes
(hembras)
Jaula de
maduracién
Sala de cria

(20x£1.5°C, 55+£5% RH)

Figura 8. Diagrama del sistema de cria extensiva desarrollado para T. peregrinus en
EMBRAPA (adaptado de Barbosa et al., 2016)
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Almacenaje de las tiras de papel con hue-
vos: Los huevos depositados sobre las tiras
de papel (figura 9 a-b) pueden ser almace-
nados para reposicién de ninfas en la F1 de
la cria o para multiplicacion de C. noackae.
Para ello, las tiras de papel que contienen
desoves son colocadas en una caja plastica
(Gerbox) y almacenadas a 5°C hasta 10 dias

Figura 9.

(figura 9 d-e). El tiempo de almacenamiento
a baja temperatura no debe exceder los 30
dias. Para la reposicion de ninfas en la F1
de la cria, los huevos deben ser mantenidos
por 6 dias a una temperatura media de 25
12°C y humedad relativa de 40 £10%. Luego
de ese periodo deben ser colocados sobre
un Rn.

alto nivel poblacional; b. Oviposicién en hojas de papel; c. Posturas en tiras de papel; d-e.
Almacenaje de las posturas (Fotos: L. Barbosa).

Protocolo de cria continua intensiva
en condiciones controladas

En el marco de la investigacion realizada
en INIA, se disefidé una estrategia de cria
masiva que permite obtener individuos de
edad conocida y adultos virgenes. Se dise-
fiaron unidades separadas para contener
diferentes estados de desarrollo. Se utili-
zaron como sustrato para la cria ramille-
tes de Eucalyptus tereticornis Smith. Este
método de cria permite una produccién
exitosa y en forma escalable de huevos de
T. peregrinus en condiciones controladas,
los cuales pueden ser usados como fuente

para nuevas colonias o como hospederos
para agentes de control biolégico. La figura
10 presenta el diagrama de este protocolo
de cria. Se pueden consultar mas detalles
del protocolo y su evaluacién en Martinez
et al. (2014).

Definiciones

Jaula de Oviposiciéon (JO): Jaula de marco
de aluminio recubierta en tela de malla fina
(voile). Dimensiones: 0.35 x 0.50 x 0.70 m.
Cada jaula contiene un ramillete de eucalipto
con machos y hembras adultos. Es la unidad
de produccién de huevos.
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Jaula de maduracién (JM): Jaula de igua-
les caracteristicas a la anterior pero que con-
tiene individuos inmaduros. Es la unidad de
produccion de adultos.

Jaula de virgenes (JV): Jaula de iguales ca-
racteristicas a la anterior pero que contiene
individuos adultos virgenes separados por
sexo. El procedimiento de separacion de in-
dividuos virgenes se explica mas abajo en
el texto.

Caja de eclosién (CE): Caja de Petri de 5,5
mm de diametro que contiene hasta 10 hue-
vos colocados sobre un disco foliar cortado
de una hoja adulta de Eucalyptus tereticornis
que esta flotando en agua y cubre la mayor
parte de la base de la caja. Es la unidad de
produccion de ninfas.

Metodologia

Fundacién de la colonia: Para fundar una
colonia de cria, individuos adultos de T. pe-
regrinus son colectados a campo y manteni-
dos en plantines de Eucalyptus en una jaula
durante una generacién. De esta manera se
minimiza el riesgo de ingresar individuos que
puedan ser portadores de infecciones a las
unidades de produccion.

Establecimiento de las unidades de produc-
cion: Los primeros adultos obtenidos de esta
manera son transferidos a JO. En forma
previa al ingreso de los adultos, un ramillete
de E. tereticornis se arma en un matraz de
500 mL siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente, y se coloca en la jaula como
sustrato para alimentacién y oviposicion. En
cada JO se ingresan aproximadamente 80
hembras y 60 machos. Los ramilletes se re-
cambian cada dos dias y en ese momento
los insectos se cuentan y sexan antes de ser
recolocados en la jaula.

Colecta de posturas de la JO: Los huevos
depositados en los ramilletes que han sido
recambiados son colectados y contados. Las
hojas que presentan huevos son recortadas
cuidadosamente. Las secciones foliares con
huevos se destinan para la multiplicacion del
parasitoide C. noackae o para continuar la
cria.

Incubacién de huevos: En este caso, las
secciones foliares con huevos se colocan
en grupos conteniendo aproximadamente 10
huevos en CE, las cuales son incubadas en
una camara de cria a 25.0 £ 0.5 °C, 55.0
1.5 % RH, y 12 horas de fotofase. Los hue-
vos son chequeados todos los dias a partir
del dia seis.

Almacenamiento de posturas para multipli-
cacion de C. noackae: Silos huevos se van a
almacenar para multiplicacion de C. noackae
se cuentan y se agrupan en cajas de Petri de
55 mm, las cuales son almacenadas en hela-
dera a4 °C. En estas condiciones los huevos
se usan para parasitismo por un mes.

Maduracién de ninfas: Cuando las ninfas al-
canzan el segundo instar dentro de las CE,
hecho que ocurre alrededor de los 4 dias de
eclosion son transferidas con un pincel de
pelo de marta a un ramillete nuevo, el cual
se coloca en una JM. Las JM se chequean
diariamente para verificar la presencia de
adultos.

Obtencién de virgenes: Los individuos virge-
nes se colectan de las JM. Para esto se eligen
adultos recientemente mudados, reconocibles
por el tegumento blanco. Estos individuos se
transfieren a JV especificas para cada sexo.
Aquellos adultos cuyo tegumento ya se ha os-
curecido, no son considerados virgenes y son
transferidos a las JO para reponer el stock, o
utilizados en experimentacion.
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Figura 10.Sistema de cria intensiva desarrollado para T. peregrinus en INIA (adaptado de Martinez

et al., 2014)

Ciclo de vida en condiciones de cria
intensiva

En las condiciones antes mencionadas las
ninfas comienzan a eclosionar a los 6 dias en
promedio y la duracion total del estadio ninfal
es de 17,2 + 1,1 dias (Cuadro 1). La mayor

mortalidad durante el estadio ninfal ocurre en
los primeros instars, particularmente en el se-
gundo que registra la mayor mortalidad espe-
cifica (gx = 0,48, cuadro 1). El quinto y ultimo
instar ninfal presenta la mayor duracion (4,7 +
0,7 dias, cuadro 1) y exhibe la menor tasa de
mortalidad (gx = 0,05, cuadro 1).

Cuadro 1.Parametros bioldgicos de los estadios de Thaumastocoris peregrinus en condiciones de cria

(adaptado de Martinez et al., 2014).

Estadio Instar Duracion (dias) Mortalidad especifica (gx)
Huevo - 6,0+0,9 0,45
Ninfa | 3,7+0,8 0,29
Ninfa Il 28+1,0 0,49
Ninfa Ninfa IlI 25+0,9 0,37
Ninfa IV 35+1,0 0,19
Ninfa V 4,7+0,7 0,05
Total ninfa - 172111 -
Pre-oviposicion 6,9+0,6 -
Adulto Oviposicién 155+2,3 -
Post-oviposicion 0,5+0,2 -
Total adulto - 23,0+£2,3 -
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La duracién promedio del estadio adulto es
de 23,0 £ 2,3 dias, con un periodo de pre-
oviposicion de 6,9 + 0,6 dias. Las hembras
depositan huevos durante un 15,5 + 2,3 dias
y mueren enseguida después del cese de la
oviposicion (el periodo post-oviposicion es
de menos de un dia: 0,5 + 0,2). La produc-
cion diaria de huevos por hembra en estas
condiciones es de 2,5 + 0,1 huevos. La du-
racion maxima de vida registrada en estas
condiciones fue de 50 dias.

La Figura 11 muestra la produccion sema-
nal de la colonia de T. peregrinus para el ano
2012, cuando este sistema de cria fue com-
pletamente implementado y protocolizado.
Las primeras semanas muestran una pro-
duccion baja la cual coincide con la mudanza
a un nuevo edificio especialmente acondicio-
nado. Luego de la semana 10 la produccién

2500

de huevos se estabiliza entre 1.000 y 1.500
huevos por jaula por semana, con picos es-
poradicos como los observados en las sema-
nas 10, 17 y 46. No sdlo la produccion total
de huevos aumenté durante esas semanas
sino también el numero de huevos por hem-
bra. Estas semanas coinciden con feriados,
lo cual sugiere que el estrés debido a la ma-
nipulacion (cambio de ramas, conteo de indi-
viduos) afecta la fecundidad de las hembras.
En general la produccién se mantuvo dentro
de un rango de 1.000 a 1.500 huevos por
jaula por semana, o de 11 a 24 por hembra
por semana. Estos valores corresponden a
una tasa de produccién diaria entre 1,6 y 3,4
huevos por hembra, lo cual se corresponde
con la produccion diaria observada para pa-
rejas de T. peregrinus en cajas de Petri (2,5
1+ 0,1) y con la reportada en otros estudios
(Noack & Rose, 2007; Soliman et al., 2012).
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Figura 11.Produccion semanal media de huevos por jaula en la cria in vitro de Thaumastocoris
peregrinus. (Adaptado de Martinez et al 2014)

La duracion total del estadio adulto fue de
23,0 £ 2,3 dias, un poco mas de la mitad
de lo que se ha reportado anterioremente
(Bouvet & Vaccaro, 2007; Martinez & Bian-
chi, 2010; Wilcken et al., 2010; Soliman et
al., 2012). Esta reduccioén en la duracion del
estadio adulto puede ser una consecuencia
del disefio experimental y/o la eleccién de
la especie de Eucalyptus lo cual pudo ha-
ber reducido el periodo de post oviposicion
en nuestro experimento. La produccion total

de huevos por hembra en las cajas de Petri
individuales es de 39,5 + 6,1, lo cual entra
en el rango de fecundidad reportado para
hembras alimentadas con E. camaldulensis
y E. grandis de 23 y 75 huevos por hembra,
respectivamente (Soliman et al., 2012).

En resumen, si se parte de 1.500-2.000 hue-
vos incubados por semana (lo cual puede
ser realizado por dos personas part-time) se
pueden producir al final del ciclo un prome-
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dio semanal de 7.500 huevos en las jaulas
de oviposicion. Los huevos segun este sis-
tema son colectados en el entorno de las 48
h luego de la oviposicion como maximo, lo
cual coincide con la ventana de tiempo 6p-

tima para la parasitaciéon de la avispa Cleru-
choides noackae (Mutitu et al., 2013) por lo
que este protocolo es promisiorio de cara a
la implementaciéon de un programa de con-
trol bioldgico clasico con este organismo.
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