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Ecologia de la hibernacion de Lilioceris cheni Gressitt y Kimoto (Coleoptera:
Chrysomelidae), un agente de control bioldgico para la patata aérea (Dioscorea
bulbifera L.) en Florida, Estados Unidos.

Luis Jonathan Clavijo Herrera

Resumen. Florida es altamente susceptible a plantas invasivas, las cuales han colonizado
gran parte de su territorio. Dioscorea bulbifera L., llamada patata aérea, desplaza la
vegetacion nativa y su control quimico o mecanico resulta caro, por lo que el control
biolégico es una alternativa, amigable con el ambiente. El insecto herbivoro y altamente
especifico Lilioceris cheni Gressitt y Kimoto (Coleoptera: Chrysomelidae) fue introducido
en Estados Unidos el afio 2012, como controlador bioldgico para patata aérea. Esta pierde
sus hojas en el invierno y el insecto, para sobrevivir esa etapa del afio, debe atravesar un
proceso de hibernacién conocido como diapausa. Comprender este mecanismo de
supervivencia es fundamental para determinar si el controlador podra establecerse
exitosamente en Florida. Anteriormente, se determiné que a 20°C y 10 horas de luz diaria
se induce diapausa en L. cheni, por lo que se estudiaron las condiciones que permiten
romper dicho estado. El estudio fue conducido en dos biotipos del insecto, y se encontro
que responden a fotoperiodo de maneras diferentes. La duracion critica del dia para salir de
diapausa a 22.5°C no pudo determinarse con precision por la dificultad para reconocer el
estado fisiologico inicial, lo que se atribuye al método utilizado para inducir diapausa. No
se encontraron diferencias en tolerancia al frio entre biotipos o estados fisiologicos, en
pruebas completadas a 5°, 0° y -5°C durante 0.5, 1, 2, 4 y 8 horas. El area de distribucion
potencial del insecto llega al condado de Hamilton (30°N de latitud) en Florida.

Palabras clave: Biotipo, diapausa, modelado de nicho climético, planta invasiva, tolerancia
al frio.

Abstract. Florida is highly susceptible to invasive plants, which have colonized much of
its territory. Dioscorea bulbifera L., called air potato, displaces native vegetation and its
chemical or mechanical control is expensive. Thus, biological control is an alternative,
environmentally friendly. The herbivorous and highly specific insect Lilioceris cheni
Gressitt and Kimoto (Coleoptera: Chrysomelidae) was introduced in the United States in
2012, as biological control agent for air potato. The plant loses its leaves during the winter
and the insect, to survive this part of the year, must go through an overwintering process
known as diapause. Understanding this mechanism of survival is essential to determine if
the insect will successfully establish in Florida. Previously, it was determined that at 20°C
and 10 hours of daily light diapause is induced in L. cheni, so we studied the conditions that
allow break that status. The study was conducted in two biotypes of the insect, and it was
found that they have different responses to photoperiod. The critical day length to get out
of diapause at 22.5°C could not be accurately determined because of the difficulty to
recognize the initial physiological status, which is attributed to the method used to induce
diapause. No differences in cold tolerance between biotypes or physiological statuses were
found in experiments completed at 5°, 0° and -5°C during 0.5, 1, 2, 4 and 8 hours. The
potential distribution area of the insect reaches Hamilton County (30°N latitude) on Florida.

Key words: Biotype, climate niche modeling, cold tolerance, diapause, invasive plant.
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1. INTRODUCCION

Florida tiene méas de 500 especies de animales exadticos (Comision de Pesca y Conservacion
de Vida Silvestre de Florida 2015) y desde la época de Cristobal Colon se han establecido
mas de 1.300 especies de plantas exdticas (Weislo 2015). Florida estd rodeada de agua por
tres lados, lo que la convierte b&sicamente en una isla subtropical altamente susceptible al
establecimiento de organismos exoticos (Cuda y Frank 2013). Varias de las plantas exdticas
se han convertido en invasoras, no sélo en Florida sino en todo el sureste de Estados Unidos.
Las plantas invasoras compiten con la vegetacion nativa, y con frecuencia tienen una
ventaja debido a la ausencia de factores de control natural como enfermedades o insectos
herbivoros.

Una de las plantas invasoras mas importantes es la patata aérea, Dioscorea bulbifera L.,
también llamada camote amargo (Kaufman y Kaufman 2012) (Figura 1). Esta enredadera
herbacea, trenzada y perenne es originaria de Asia y crece 20 m o0 mas de longitud. Cubre
el dosel de los arboles y arbustos, blogueando la luz del sol, sofocando la vegetacion debajo
de ella y desplazando a las comunidades de plantas nativas (Center y Overholt 2013,
Kaufman y Kaufman 2012).

Figura 1. Patata aérea en instalacion de cuarentena, BCRCL, Fort Pierce, Florida, Estados
Unidos.



Rara vez florece en Florida y debe su nombre a tubérculos aéreos similares a patatas que
crecen en las axilas de las hojas. La patata del aérea se propaga principalmente a través de
la dispersion humana de los bulbillos (Center y Overholt 2012, Center et al. 2013). El follaje
y las enredaderas mueren durante el invierno, con nuevas enredaderas que brotan de
bulbillos y tubérculos subterraneos en la primavera. Esta planta es originaria de Africa y
Asia, pero estudios genéticos indican que la pata aérea de la Florida es méas similar a la de
China (Croxton et al. 2010). Se expande por los bordes de los bosques, bordes de humedales
y areas alteradas en la Costa del Golfo (Florida, Luisiana, Mississippi, Alabama y Texas),
Hawai y Puerto Rico. Los modelos climaticos sugieren que la patata aérea podria extenderse
tan al norte como Carolina del Sur (Overholt et al. 2014).
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Figura 2. Infestacién de patata aérea en el Campo de Boy
Estados Unidos.

El control de la patata aérea generalmente se basa en herbicidas, como el glifosato o
triclopir. Un esfuerzo de control en el Parque Nacional de los Everglades en 2000 requirié
una inversion de $ 30.000 y 1200 horas de trabajo (Overholt et al. 2014). Los tratamientos
deben ser repetidos con frecuencia, sin mencionar el posible dafio colateral que puede
afectar a las especies de plantas nativas debido a los esfuerzos de control. El control
mecanico por recoleccion manual de los bulbillos es otra tactica, que tiene que hacerse
cuidadosamente, porque si no se eliminan todos los bulbillos, el area puede rdpidamente ser
recolonizada (Overholt et al. 2014). Debido al alto costo y la mano de obra involucrada en
el control quimico y mecanico, se hicieron esfuerzos para encontrar una solucién a largo
plazo usando control bioldgico.



Afortunadamente, un potencial agente de control bioldgico, Lilioceris cheni Gressitt y
Kimoto (Coleoptera: Chrysomelidae), fue descubierto alimentandose de hojas de patata
aérea en su zona de distribucion natural en Asia, que incluye a Nepal, Bangladesh, India,
Malasia, Birmania, Sri Lanka y China . En 2002, una poblacién del escarabajo fue
encontrado en el valle de Katmandi de Nepal (Pemberton y Witkus 2010). Pruebas
intensivas de gama de huéspedes demostraron que se trataba de un alimentador especialista
de la patata aérea (Pemberton y Witkus 2010), y finalmente fue aprobado para liberarse en
los Estados Unidos (Center et al. 2013). Mas tarde, en mayo de 2011, una poblacion
diferente de la misma especie fue encontrada en la provincia china de Yunnan. Estas dos
poblaciones podrian diferir en sus rangos de huéspedes, asi que se llevaron a cabo pruebas
adicionales en la poblacion china, la cual confirmd ser monofaga en patata aérea
(Pemberton y Witkus 2010). La poblacion china fue lanzada por primera vez en los Estados
Unidos en la peninsula de Florida, en 2012 (Center et al. 2013).

Los adultos de L. cheni miden cerca de 9 mm de largo y 4 mm de ancho (Figura 3). Los
élitros del biotipo chino son rojos y los nepalies son marrones, pero la cabeza, torax,
abdomen y patas de ambos biotipos son negros. El ciclo de vida es completado en
aproximadamente 24-28 dias (Center and Overholt 2013).

Figura 3. (A) Adulto de Lilioceris cheni del biotipo chino (Beth Curry) y (B) adulto del
biotipo nepalés. Instalaciones de Cuarentena de la Universidad de Florida, en Fort Pierce,
Estados Unidos.

Los huevos son de color blanco y alargado y de alrededor de 1 mm de longitud; las hembras
pueden depositar un promedio de 1200 durante su vida (Center et al. 2013). Aungue las
hembras pueden poner huevos en las hojas viejas, prefieren la parte de abajo de las hojas
jévenes, dejando racimos de huevos agregados en la superficie. Center et al. 2013 indican
que la hembra aparentemente pellizca el tejido de la hoja provocando que los bordes se
enrosquen dando una forma de copa, que parcialmente envuelve los racimos de huevos,
posiblemente modificando el microambiente. Los huevos se vuelven amarillentos cuando
estan cerca de la eclosion, por lo general después de 4 dias (Center y Overholt 2012).



Las larvas tienen cuatro estadios y pasan 2 dias en cada uno, haciendo un total de 8 dias en
esta etapa (Center y Overholt 2012). Las nuevas larvas son amarillentas pero
progresivamente cambian a un color rojizo (biotipo chino) o color parduzco (biotipo
nepalés). Las larvas exudan una secrecion pegajosa y la materia fecal se adhiere a esta
sustancia, posiblemente funcionando como un elemento de disuasion a los depredadores
(Center et al. 2013). Cuando las larvas estdn maduras, entran en el suelo y producen una
secrecion oral blanquecina que se endurece en un capullo espumoso de 7 mm de longitud
(Figura 4) (Center y Overholt 2012, Center y Overholt 2013). Esta etapa dura 12-16 dias,
después de la cual los adultos emergen. Los adultos alcanzan la madures sexual después de
10 dias, y 5 dias mas tarde las hembras comienzan a poner huevos (Center et al. 2013).

Figura 4. (A) Huevos, (B) larvas (Beth Curry), y (C) pupa de Lilioceris cheni cubierta de
particulas de suelo (William A. Overholt). Instalaciones de Cuarentena de la Universidad
de Florida, en Fort Pierce, Estados Unidos.

Debido a la ausencia de la enredadera durante el invierno, el insecto entra en un estado de
actividad metabdlica reducida conocido como diapausa. De acuerdo con Nation (2008), la
diapausa es un desarrollo alterado, conocido en muchas especies de insectos que sucede en
una o varias etapas, regulada por patrones Unicos de expresion génica, que se pueden
observar como una ralentizacién o detencion del desarrollo en etapas inmaduras, o la
represion de la reproduccion en los adultos.



Nation 2008 también menciona que diapausa es un proceso que resulta en el secuestro de
reservas de nutrientes, la supresion del metabolismo, la detencion o ralentizacion del
desarrollo y el aumento de la tolerancia al estrés ambiental. Algunos estudios sobre
induccion de diapausa y su terminacion ya han sido completados en los biotipos chinos y
nepalés de L. chenil. Sin embargo, una mayor comprension del proceso de diapausa y la
capacidad de los escarabajos de resistir el frio durante el invierno, ayudara a determinar qué
biotipo es el mas adecuado para su liberacion en diferentes areas de Florida y otros estados
en el sureste de los Estados Unidos.

Este estudio es parte de investigaciones orientadas a entender el comportamiento de L. cheni
bajo las condiciones climaticas de Florida. Los objetivos fueron comparar las respuestas de
los biotipos chino y nepalés a diferentes fotoperiodos y determinar la duracion critica del
dia a 22.5°C para la terminacion de diapausa en ambos biotipos, determinar el tiempo letal
para 50 y 90% de las poblaciones de cada biotipo y comparar la tolerancia al frio de adultos
en diapausa y no diapausa dentro de los biotipos y entre biotipos, y determinar areas
establecimiento potencial para L. cheni en los Estados Unidos.

1. Diaz, R., W.A. Overholt, V. Manrique, P. Tipping, M. Smith y E. Lake. Datos no publicados.
Improving rearing and establishment success of the air potato leaf beetle (Lilioceris cheni) by
closing knowledge gaps in its biology and geographic adaptation. University of Florida, IFAS.
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2. MATERIALES Y METODOS

Colonias de insectos. Los adultos de L. cheni del biotipo de Nepal se recibieron de una
colonia conservada en un centro de investigacion en Fort Lauderdale (originalmente, estos
insectos se recogieron en el valle de Katmandud, Nepal). Los adultos de biotipo chino se
recolectaron en mayo de 2011 en la provincia china de Yunnan, y recibidos en el
Laboratorio de Investigacion de Control Biologico y Contencion (BCRCL) del Centro de
Investigacion y Educacion de Rio Indio (IRREC), Universidad de Florida, Fort Pierce,
Florida (27°25'34.30" N, 80°24'20.31" O), donde las colonias de ambos biotipos fueron
cultivados para llevar a cabo experimentos.

Para obtener poblaciones de la misma edad, huevos recién puestos fueron recolectados y
trasladados a jovenes hojas de patata aérea dentro de un recipiente de plastico transparente
(31 x 23 x 10 cm) con vermiculita en la base. Las tapas de los contenedores tenian un
agujero circular (r = 10 cm) sellado con malla. Cuando los huevos eclosionaron, el follaje
se cambi0 diariamente. Después de que las larvas estaban listas para pupar, se dirigieron a
la base del recipiente y usaron vermiculita para hacer sus capullos. Una vez que los adultos
jovenes comenzaron a surgir, fueron trasladados en grupos de 60-105 individuos a un nuevo
recipiente de plastico transparente o cubetas blancas (h =32 cm, r =20 cm) con dos agujeros
circulares en los lados (r =8 cm) y uno en la tapa (r = 10 cm), cubiertas con toallas de papel
himedas en la base. Se alimentaban dos veces por semana, proporcionando cinco hojas de
patata aérea por cada 15 insectos, de buena calidad y puestas en el interior de un tubo de
ensayo con agua. Los adultos que emergieron en un intervalo de dos semanas se
consideraron contemporaneos. El experimento se inicié 10 dias después de que el ultimo
insecto del grupo emergi6 del capullo. Durante esta etapa, 10s insectos se mantuvieron en
una camara controlada de medio ambiente programada a 25°C, humedad relativa 60-70%
(HR), y un fotoperiodo de 14:10 (L: D) horas (condicién de dias largos).

Fuente de material vegetal. Se experimentd durante el invierno, y en esta época del afio
Dioscorea bulbifera desaparece. Afortunadamente, el IRREC cultiva vainas de patata aérea
bajo condiciones controladas en invernadero, de donde se recogio el material vegetal para
alimentar a los insectos. Ademas, la Division de Industria Vegetal de Fort Pierce, Florida,
proporciond plantas de patata aérea, y algunas colecciones de campo se realizaron al final
del invierno, cuando las enredaderas comenzaron a brotar. Se lavaron las hojas usando agua
esterilizada.



Induccion a diapausa: Una vez que los insectos recién emergidos tuvieron por 1o menos
10 dias (madurez sexual), fueron transferidos a una nueva cadmara de ambiente controlado
configurada a condiciones de induccion a diapausa: 20°C, 60-70% de humedad relativa
(HR), y un fotoperiodo de 10:14 (L:D) horas (condiciones de dia corto) durante 35 dias.
Para el experimento de la tolerancia al frio, fue necesario tener individuos de ambas
poblaciones en condiciones de diapausa y no diapausa (reproductivos). Estudios anteriores
mostraron que a 20°C, el factor principal para determinar la entrada en diapausa es
fotoperiodo (Diaz et al., datos no publicados?), por lo que un grupo de insectos fue criado
en una camara diferente fijado con condiciones de no diapausa: 20°C, humedad relativa de
60-70% (HR), y un fotoperiodo de 14:10 (L: D) horas (condiciones de dia largo) durante
35 dias. Mantener la misma temperatura en ambas camaras es importante para conservar
ambas poblaciones a la misma edad fisiologica. Los insectos son poiquilotermos, por lo que
la temperatura conduce el ritmo de la accion enzimatica para su crecimiento. Esto significa
que significa que se desarrollan y envejecen lentamente con temperaturas bajas, y
aceleradamente con temperaturas mas calidas (Byrd y Castner 2010).

Terminacion de diapausa. Para un mejor entendimiento de la ecologia de hibernacion de
L. cheni, es necesario determinar cuantas horas de luz desencadenan la terminacion de la
diapausa en estos insectos. Después del periodo de induccion a diapausa (20°C, 60-70%
RH and 10:14 [L:D]), algunos insectos fueron disectados para evaluar el estado fisiologico
inicial y, después de confirmar el estado de diapausa, fueron trasladados a cinco camaras
de ambiente controlado ajustado a 22.5°C y fotoperiodos de 10, 11, 12, 13 0 14 horas de
luz. Las condiciones de luz en las incubadoras fueron revisados y estandarizadas utilizando
un medidor de luz. Registradores de datos HOBO® fueron colocados dentro de las camaras
para controlar la temperatura. Cada camara se utilizd para mantener cuatro contenedores de
plastico transparente (h = 15 cm, r = 10 cm) con 10 insectos cada uno. Las tapas de los
contenedores tenian un agujero cuadrado (4 x 4 cm) cubierto con malla, y toallas de papel
himedas en la base. Este proceso se repitié con ambos biotipos. Dos veces a la semana, los
insectos fueron alimentados con hojas de patata aérea de buena calidad y se tomaron los
datos sobre el nimero de masas de huevos y la mortalidad de insectos por contenedor.
Después de que la ovoposicién inicid en el periodo de luz mas largo (14:10 [L: D]), la
recopilacién de datos continu6 durante 5 semanas. Para cada fotoperiodo, se calcularon los
dias necesarios para terminar la diapausa (determinada por el momento en que los insectos
empezaron a poner huevos) y porcentaje de insectos en diapausa (de acuerdo a los datos
obtenidos de las disecciones).

La diapausa es un estado de baja actividad metabdlica neuro-hormonalmente regulado,
caracterizado por diferentes cambios de comportamiento, morfoldgicos y fisiologicos
(Tauber et al. 1986). Algunas de estas caracteristicas permiten la evaluacion del estado
fisiologico (en diapausa o reproductivo) en L. cheni (Figura 5). Las caracteristicas
analizadas mediante la diseccidn y la observacion de las estructuras internas de los insectos
bajo un estereoscopio (Diaz et al. 2011) para determinar si los insectos estaban 0 no en
diapausa (al inicio y al final del experimento) fueron los siguientes:



1. Sexo: El dimorfismo sexual en crisomélidos no es muy aparente (Jolivet y
Petitpierre 1981) y en algunas especies, como L. cheni, la Unica manera de
determinar el sexo de un individuo es por la diseccion y observacion del sistema
reproductivo interno (Figura 6). Los machos presentan testiculos y edeago (pene),
y las hembras ovarios. Aparentemente, los machos son ligeramente mas pequefios
que las hembras.

2. Grasa corporal: El contenido de grasa corporal fue inspeccionado visualmente y
estimad como minimo (<10%), medio (11-60) o completo (> 60%).

3. Contenido del tubo digestivo: La cantidad de alimento en el tracto digestivo se
estimd visualmente como minima (<10%), media (11-60) o completa (> 60%).

4. Presencia 0 ausencia de ovocitos y huevos: Se observaron huevos inmaduros
(ovocitos) y huevos casi listos para la ovoposicion.

Figura 5. Adulto de Lilioceris cheni en condicion de (A) diapausa y (B) no diapausa
(reproductivo) (William A. Overholt). Instalaciones de Cuarentena de la Universidad de
Florida, en Fort Pierce, Estados Unidos.
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Figura 6. (A) Ovarios (William A. Overholt) y (B)" deago de adulto de Lilioceris cheni.
Instalaciones de Cuarentena de la Universidad de Florida, en Fort Pierce, Estados Unidos.

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar, con un arreglo factorial de
2 (biotipos) x 5 (fotoperiodos), donde las variables independientes fueron biotipo y
duracion del dia (fotoperiodo), y la variable dependiente fue la produccién de masas de
huevos. Para determinar la influencia del fotoperiodo en el nimero de masas de huevos, se
utilizé un analisis de varianza (ANDEVA) con un modelo lineal general y separacién de
medias por minimos cuadrados (LSMEANS). Para comparar la ovoposicion entre ambos
biotipos, bajo los diferentes fotoperiodos, se utilizé un analisis de varianza (ANDEVA). La
duracion critica del dia, DLso (fotoperiodo que induce la entrada en estado reproductivo de
50% de la poblacién) se calculd usando un modelo logistico en JMP, una herramienta de
SAS. Los datos fueron analizados utilizando el software Statistical Analysis Software
SAS® v9.3 (Instituto SAS 2013).

Tolerancia al frio. La tolerancia a condiciones de frio se evalud a tres temperaturas: 5°, 0°
0 -5°C, durante 0.5, 1, 2, 4 u 8 horas. Los experimentos se realizaron en una maquina de
bafio frio (NESLAB™, bafio de temperatura constante, RTE-8). La maquina funciona
enfriando agua con anticongelante a una temperatura estable, en la que los contenedores se
pueden sumergir durante periodos variables de tiempo. Previo al experimento, se comprobd
la capacidad de la maquina de bafio de agua fria para mantener una temperatura estable,
usando un registrador de datos HOBO® y un termémetro de bulbo, enfriando agua con
anticongelante a -10°C durante 24 horas.

Los adultos fueron aclimatados a bajas temperaturas exponiéndolos gradualmente desde
15°C hasta la temperatura final, en intervalos de 5°C por dia (Diaz et al. 2008). Se metieron
cinco insectos por periodo de tiempo en un vial de vidrio (h =6 cm, r = 1,5 cm). Los viales
se sellaron con parafina, cubriendo la tapa para evitar la entrada de liquido. A continuacion,
los viales, y algunas piezas metélicas como lastre, se colocaron dentro de un contenedor de
plastico (h=6 cm, L =8 cm, w =8 cm) con agujeros en la tapa para permitir que se hundiera.



Se controlo la temperatura usando un termémetro de bulbo, y el tiempo con un cronémetro.
Cuando el tratamiento fue completado, los insectos se transfirieron a un contenedor de
plastico transparente (h = 15 cm, r = 10 cm) con un par de hojas de patata aérea, y llevados
a una incubadora a 20°C, 60-70% HR y un fotoperiodo de 14:10 (L:D) horas, donde
permanecieron durante 24 horas. Después de este periodo, se contaron los insectos muertos
y cada individuo fue disectado para evaluar su sexo y estado fisioldgico, basado en la grasa
corporal, el contenido del tubo digestivo y la presencia o ausencia de ovocitos y huevos. La
mortalidad se determind por el criterio de la movilidad. Los insectos vivos suelen caminar
alrededor del recipiente, moviendo sus alas, patas o antenas. L. cheni puede exhibir tanatosis
(simular estar muerto) como una respuesta natural a los depredadores. Por tanto, cuando
habia sospechas de un insecto muerto, se coloco al individuo sobre sus élitros y se soplo
sobre él. Tipicamente, los insectos vivos responden a este estimulo moviendo alas, patas y
antenas. Los insectos sin movilidad fueron considerados muertos. El experimento se repitid
tres veces por temperatura con insectos en diapausa y reproductivos de ambas poblaciones.

El disefio experimental fue factorial, con cuatro factores: temperatura, tiempo, poblacion y
estado (diapausa 0 no diapausa). La variable dependiente fue la supervivencia de adultos.
Se compararon los valores de LTso and LToo (tiempo letal) entre poblaciones y estados. Los
valores LT se calcularon con un procedimiento Proc Probit. Para comparar la tolerancia al
frio de los estados entre biotipos y dentro de los biotipos, se calcul6é la mortalidad con la
férmula [mortalidad% = insectos muertos / total de los insectos] y se llevo a cabo un analisis
de la varianza (ANDEVA). Se completd el analisis estadistico utilizando el programa
Statistical Analysis Software SAS® v9.3 (Instituto SAS 2013).

Modelado de nicho climético. EI modelado de nicho climético es una herramienta que se
puede utilizar para predecir la distribucién potencial de un organismo en una nueva zona
geografica. Usando de las coordenadas donde ejemplares de L. cheni fueron recolectados,
las condiciones climaticas en el &rea de distribucion natural se caracterizaron y proyectaron
a otras areas para identificar zonas con climas similares. La modelizacion de nichos se
utilizé para estimar las distribuciones potenciales de ambos biotipos en los Estados Unidos.
Maximun Entropy Distribution (MaxEnt) (Phillips et al. 2015) es un software que combina
estadistica y geografia, el cual se utiliza para hacer predicciones de posibles zonas de
distribucion de especies, basadas en 19 variables biocliméticas proporcionados por la base
de datos WorldClim (www.worldclim.org) (Anexo 1). El lugar donde se recogi6 el biotipo
chino de L. cheni fue al sur de la provincia de Yunnan (Center et al. 2013), y el biotipo de
nepalés fue recogido en el valle de Katmandu?.

Se prepararon mapas de distribucion potencial en los Estados Unidos. La base de datos
WorldClim caracteriza a las condiciones ambientales de todo el planeta, por lo que para
obtener resultados mas precisos, las variables bioclimaticas fueron segmentados a la zona
asiatica donde el insecto ha sido observado, y la zona de proyeccion reducida a
Norteamérica con la ayuda de ArcGIS, un software de informacion geografica del
Environmental System Research Institute (ESRI® 2012).

2. Rayamajhi, M. 2015. Lilioceris cheni biotype Nepalese occurrence record. Personal
communication.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Terminacion de la diapausa. El inicio del proceso de diapausa y su finalizacién en algunos
crisomélidos es estimulado por el fotoperiodo (Jolivet y Petitpierre 1981). En caso de
Lilioceris cheni, los fotoperiodos largos estimulan la terminacion de la diapausa entre 20 a
25°C (Diaz et al. datos no publicadost), similar a lo que ocurre en Diorhabda elongata,
agente de control bioldgico de Tamarix spp. (Bean et al. 2007). Hubo una interaccion
significativa (P < 0.05) entre el biotipo del insecto y el fotoperiodo, lo que significa que la
respuesta a los cambios en las horas de luz por dia es diferente para cada biotipo.

En el biotipo chino, los primeros insectos en poner huevos fueron los expuestos a un
fotoperiodo de 13:10 (L: D), en el comienzo de la primer semana bajo estas condiciones
(Figura 8). El segundo grupo fue aquel expuesto a 14:10 (L: D) horas, al final de la primer
semana. No se observd ovoposicion en los insectos expuestos a un fotoperiodo de
12:12 (L:D), pero se observaron masas de huevos en los contenedores de insectos bajo
condiciones de 10:14 and 11:13 (L:D) horas.

1.00 O~ 10:14(L.D)

02 =0=11'13 (L:D)
0.0 ——12'12(L:D)
- —0—13'11(L'D)

=/p214:10(L:D)

Masas de huevos/Hembra
o
(&)]
o
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Figura 7. Biotipo chino de Lilioceris cheni. Masas de huevo/Hembra puesto por semana a
lo largo de siete semanas bajo diferentes fotoperiodos. Fort Pierce, Florida, Estados Unidos.
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La informacion obtenida no corresponde a la tendencia esperada, donde los insectos bajo
fotoperiodos mas largos debian ovopositar primero, seguidos por los insectos expuestos a
menores horas de luz por dia. Se esperaba que esto ocurriera porque la tasa de actividad
metabdlica es mas alta en los insectos expuestos a fotoperiodos que estdn mas alejados de
aquel que mantiene las condiciones de diapausa (Tauber and Tauber 1976). Del mismo
modo, era esperado que los insectos bajo el fotoperiodo de 14:10 (L:D) generaran la
cantidad mas alta de huevos por hembra, pero esto fue mostrado por los insectos bajo el
fotoperiodo de 13:11 (L:D) (Figura 9).
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Figura 8. Biotipo chino de Lilioceris cheni. Promedio de Masas de huevo/Hembra bajo
diferentes fotoperiodos. Letras diferentes muestran diferencias significativas (P < 0.05).
Fort Pierce, Florida, Estados Unidos.

Este desorden en ovoposicion esta probablemente asociado al método utilizado para inducir
la diapausa en los insectos. En el estudio dirigido por Diaz et al. (datos no publicados?), el
tiempo necesario para inducir la diapausa fue de 40 dias. Después de un analisis de esos
resultados, y por razones logisticas, se decidié reducir este periodo a 35 dias, pero
aparentemente esta reduccion pudo haber resultado en que no todos los insectos entraron
en diapausa. Esto es corroborado por la dificultad en clasificar a los insectos en diapausa o
reproductivo a través de las disecciones completadas al final del experimento (Figure 9).
Las caracteristicas fisioldgicas internas de los insectos en diapausa y reproductivos no
siempre fueron claro. Otro factor que pudo haber afectado el estado de los insectos es su
edad, debido a que hubo diferencia de dos semanas entre el insecto mas joven y el de mayor
edad.
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Figura 9. Estado fisiologico interno de Lilioceris cheni después de la terminacion de la
diapausa. Las caracteristicas observadas son dificiles de relacionar con un estado de
diapausa o no diapausa. Fort Pierce, Florida, Estados Unidos.

La luz de las camaras fue estandarizada al comenzar el experimento. No obstante, las
condiciones de luz pudieron haber cambiado en los incubadoras durante el experimento y
L. cheni podria ser sensible a la intensidad de luz. Es importante notar que la diapausa esta
relacionada a muchos factores como el fotoperiodo, la temperatura, sequia, desecacion,
calidad del alimento, duracion critico del dia, tamafio de la poblacion y edad materna al
momento de la ovoposicion, entre otros (Nation 2008). Inconsistencias en resultados
asociados a la diapausa han sido observados en estudios similares, como en la investigacion
sobre Orius majusculus por Unal y Tung (2012).

La duracion critica del dia (DLso), a la cual 50% de la poblacién rompe la diapausa, fue
calculado utilizando un modelo logistico que permite predecir la variable dependiente entre
dos posibilidades, en respuesta al efecto de las variables independientes (JMP s.f.). En este
caso, los factores independientes son biotipo y fotoperiodo, y las dos posibilidades para la
variable dependiente (estado) son condicion de diapausa o condicidn reproductiva, lo que
se determind con base en los resultados de las disecciones. El DLso calculado para el biotipo
chino fue de 13.04 horas (Figura 10), duracion del dia que ocurre en Florida central en la
cuarta semana de abril, al comienzo de primavera (Time and Date 2015), lo que coincide
con la el aumento de actividad metabdlica sucedido cuando los insectos comienzan a
alimentarse y aparearse en primavera (Nation 2008). Los limites fiduciales al 95% (limites
de confianza) fueron 12.30 - 14.52 horas (P < 0.05), lo que es ligeramente amplio
probablemente por las razones anteriormente mencionadas.
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Figura 10. Biotipo chino de Lilioceris cheni. Prediccion de la duracidn critica del dia (DLso)
(Wald X? = 14.68, P < 0.05) a la cual 50% de la poblacion sale de diapausa. Limites
fiduciales al 95%: 12.30 — 14.52 horas. Fort Pierce, Florida, Estados Unidos.

La interaccion significativa entre biotipo y fotoperiodo indica que los dos biotipos
respondieron de manera distinta a los cambios en fotoperiodo. En el caso del biotipo
nepalés, el método usado para inducir la diapausa parece haber funcionado. Aparentemente,
los insectos del biotipo nepalés necesitaron menos tiempo que los chinos para entrar en
diapausa. La falta de produccion de huevos, que ocurri6 bajo fotoperiodos de 10:14, 11:13,
12:12 and 13:11 (L:D) (Figura 11), es un indicador de diapausa en los insectos (Nation
2008), lo que también se observa en otro crisomélido, Gratiana boliviana, cuando se
encuentra en este estado (Diaz et al. 2011).

0.09
© -0 10:14(L.D)
£ 8'83 f\, /A\ =0=11:13 (L:D)
£ 006 PN AR —12:12(L:D)
2 008 / SN 2 \\ —0—13:11(L:D)

’ AN =014 .
g 003 7 AN 77
§ 0.02 Vi Q /I
g 001 v¢ A} 2

1 2 3 4 5 6 7
Semana

Figura 11. Biotipo nepalés de Lilioceris cheni. Masas de huevo/Hembra puesto por semana
a lo largo de siete semanas bajo diferentes fotoperiodos. Fort Pierce, Florida, Estados
Unidos.
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Los insectos bajo un fotoperiodo de 14:10 (L:D) ovopositaron en la segunda semana, y
mantuvieron actividad reproductiva a lo largo del experimento. EI comportamiento de la
poblacion nepalés se ajusta mejor a los resultados esperados de acuerdo con Tauber y
Tauber (1976). Se registroé una ovoposicion significativamente mayor en el fotoperiodo mas
largo, pero no hubo diferencia entre los otros fotoperiodos (Figura 12). Es importante decir
que la ovoposicion solo se presentd en uno de los cuatro contenedores expuestos al
fotoperiodo de 14:10 (L:D), sugiriendo que probablemente los insectos de Nepal necesitan
mas tiempo expuestos a fotoperiodos largos para romper la diapausa.
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Figura 12. Biotipo nepalés de Lilioceris cheni. Promedio de Masas de huevo/Hembra bajo
diferentes fotoperiodos. Letras diferentes muestran diferencias significativas (P < 0.05).
Fort Pierce, Florida, Estados Unidos.

El DLso calculado para la poblacién nepalés fue de 15.84 horas (Figure 13), con un intervalo
de 13.95 - 43.17 (P < 0.05). Esta duracion del dia no se observa en la peninsula de Florida,
y la amplitud del rango esta asociado a la alta variabilidad en el estado psicolégico inicial
de los insectos, y otros factores mencionados para la poblacion china.
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Figura 13. Biotipo nepalés de Lilioceris cheni. Prediccion de la duracion critica del dia
(DLso) (Wald X2 =5.28, P < 0.05) a la cual 50% de la poblacién sale de diapausa. Limites
fiduciales al 95%: 13.95 — 43.17 horas. Fort Pierce, Florida, Estados Unidos.

Se realiz6 un analisis de varianza (P < 0.05) para comparar las masas de huevos puestas por
hembra entre ambos biotipos bajo distintos fotoperiodos. Debido a que la interaccion entre
el fotoperiodo y biotipo fue importante, las dos poblaciones no responden de la misma
manera al fotoperiodo (Figura 8 y Figura 11). La poblacion china es més prolifica que la
nepalés (Diaz et al. datos no publicados?) esto explicaria porque el biotipo chino puso més
masas de huevos por hembra que los insectos nepalies bajo fotoperiodos de 10:14 y
13:11 (L:D), los Unicos que mostraron diferencias importantes. En los otros fotoperiodos
no se observaron diferencias significativas, posiblemente debido a que el estado psicoldgico
inicial de los insectos no fue apropiado y otras razones ya mencionadas. En general, hubo
diferentes respuestas de ovoposicidn bajo las condiciones de este experimento, y el valor
de DLso para ambas poblaciones no pudo ser claramente determinado. Un mejor
entendimiento de las condiciones que inducen la diapausa de L. cheni es requerido para
reducir la alta variabilidad observada.
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Figura 14. Lilioceris cheni. Analisis de varianza de masas de huevos puestos por hembra
entre ambos biotipos, chino y nepalés, bajo los diferentes fotoperiodos (P < 0.05) probados
en el experimento. Letras diferentes indican diferencias significativas entre biotipos. Fort
Pierce, Florida, Estados Unidos.

Tolerancia al frio. La diapausa es un proceso dindmico que responde a cambios
ambientales, permite a varias especies de insectos sobrevivir a condiciones desfavorables y
estd caracterizado por la ausencia de actividad reproductiva (Lee y Denlinger 1991). Un
procedimiento Probit fue utilizado para calcular los valores LTsoy LToo, el tiempo requerido
para matar 50 y 90% de las poblaciones china y nepalés. En la poblacion china, se encontrd
que en la mayoria de los casos para ambos estados (diapausa y reproductivo), a las
diferentes temperaturas probadas (5°, 0° and -5°C), la influencia de los distintos periodos
de tiempo (0.5, 1, 2, 4 y 8 horas) no fue significativo para la mortalidad (Cuadro 1), excepto
para los insectos reproductivos a -5°C. En la poblacién nepalés, la influencia del tiempo (de
acuerdo a Wald X2) no fue significativa a 5°C, pero lo fue a 0° and -5°C, aunque a 0°C la
mortalidad fue baja. Esto concuerda con los resultados de Diaz et al. 2008, donde el
crisomélido Gratiana boliviana mostré una alta resistencia a temperaturas de 0°C durante
periodos de tiempo menores a 24 h. Posiblemente, el tiempo de exposicion fue muy corto
y/o la temperatura no fue lo suficientemente fria para reflejar el efecto de estas dos variables
en la mortalidad. Sin embargo, es importante notar otro factor que pudo afectar los
resultados, el estado fisiologico inicial de los insectos. Esto es evidente cuando los valores
de LTsoy LTeo son analizados (Cuadro 2). Los limites fiduciales al 95% son muy amplios,
sugiriendo una alta variabilidad en las observaciones. Bajo las condiciones de esta
investigacion, los valores de LTsoand LT no pudieron ser determinados con certeza.
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Cuadro 1. Significancia de X2 de Wald para diferentes condiciones de temperatura sobre
Lilioceris cheni. Fort Pierce, Florida, Estados Unidos.

Temperatura X2de

Biotipo Estado Prob>X? Significancia Observacion

(°C) Wald

Chino D 5 N.C. N.C. No Sin mortalidad
Chino R 5 N.C. N.C. No Sin mortalidad
Chino D 0 N.C. N.C. No Sin mortalidad
Chino R 0 0.0000  0.9990 No

Chino D -5 2.9293  0.0870 No

Chino R -5 10.4888 0.0012 Si

Nepalés D 5 N.C. N.C. No Sin mortalidad
Nepalés R 5 N.C. N.C. No Sin mortalidad
Nepalés D 0 6.7612  0.0093 Si

Nepalés R 0 5.8979  0.0152 Si

Nepalés D -5 19.5788 0.0001 Si

Nepalés R -5 10.7524  0.0010 Si
R: Reproductivo.
D: Diapausa

N.C.: No calculado.
Sin mortalidad: No se registré mortalidad bajo estas condiciones.

Cuadro 2. Tiempos letales significativos y limites fiduciales de tolerancia al frio para
Lilioceris cheni. Fort Pierce, Florida, Estados Unidos.

LTso LToo
_ Temperatura Limites Limites
Biotipo  Estado (°C) Vg:;Jr fiduciales 95% V?r:c))r fiduciales 95%
(h) (h)
Chino R -5 2.30 1.19-4.53 11.17 5.32-147.37
Nepalés D 0 14.56 6.40 - X 130.86 246 - X
Nepalés R 0 15.34 5.82-X 256.47 31.12-X
Nepalés D -5 2.47 1.63-3.90 11.81 6.46-48.40
Nepalés R -5 0.74 0.18-1.28 6.53 3.28 - 61.55

X: Representa valores superiores a las 500 horas.
LTso: Tiempo letal para el 50% de la poblacion.
LTeo: Tiempo letal para el 90% de la poblacién.
R: Reproductivo

D: Diapausa
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Para comparar la tolerancia al frio entre estados para cada biotipo, se realiz6 un analisis de
varianza (ANDEVA) a la temperatura donde se registré una mayor mortalidad, es decir a
-5°C (Figura 15). En ambos biotipos, no se encontraron diferencias significativas entre el
estado de diapausa y no diapausa. Posiblemente, ambos estados mostraron la misma
tolerancia al frio a esta temperatura (-5°C) debido a que el tiempo de exposicién, o la misma
temperatura, no fueron suficientes para hacer evidente la resistencia al frio de los insectos
en diapausa y la susceptibilidad del estado reproductivo a bajas temperaturas. No se
observaron diferencias en mortalidad a -3°C y 24 horas de frio en los insectos del estudio
realizado en Leptinotarsa decemlineata Say (Hiiesaar et al.2014). Las diferencias en
mortalidad fueron evidentes recién en -4°C y 24 horas.
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Figura 15. Mortalidad (%) a -5°C durante diferentes tiempos de exposicion de insectos en
estado de diapausa y no diapausa del biotipo (A) chino y (B) nepalés. Diferencias
significativas entre estados no fueron encontradas (P < 0.05). Fort Pierce, Florida, Estados
Unidos.
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La diapausa es un proceso dinamico que evoluciona con la estacionalidad (Nation 2008),
cuyo inicio y terminacién no son simplemente procesos de encendido/apagado (Lee y
Denlinger 1991). Hay pruebas de independencia entre diapausa y tolerancia al frio en
algunos insectos pero, en la mayoria, la tolerancia al frio esta estrechamente relacionada
con la diapausa, aumentando con la profundizacion en este proceso (Lee y Denlinger 1991).
Esto sugiere que es necesario prolongar el tiempo bajo condiciones de induccion a diapausa,
para asi llegar a un estado de diapausa apropiado y analizar adecuadamente la resistencia al
frio de L. cheni.

Para comparar la tolerancia al frio entre biotipos en cada estado, se llevé a cabo un anélisis
de varianza (ANDEVA) con los resultados a -5°C (Figura 16). No se encontraron
diferencias significativas entre las poblaciones chinas y nepalies, excepto en un caso, lo que
sugiere que la tolerancia al frio es similar en ambos biotipos.
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Figura 16. Mortalidad (%) de las poblaciones china y nepalés a -5°C durante cinco periodos
de exposicion en condicion de (A) diapausa y (B) reproductiva. Diferencias significativas
entre estados no fueron encontradas (P < 0.05), excepto en los insectos reproductivos
expuestos a 1 hora de luz. Fort Pierce, Florida, Estados Unidos.
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Un analisis molecular (Center et al. 2013) indica que las poblaciones china y nepalés
pertenecen a la misma especie, y se recogieron en latitudes similares (lo que se explica en
el siguiente apartado), por lo que se prevé tendran similares respuestas. Bajo las condiciones
de este estudio, las poblaciones de Nepal y China tienen una tolerancia al frio similar, y no
se observd ninguna diferencia en la respuesta a condiciones de frio entre los estados. Es
importante tener en cuenta que los experimentos muestran resultados sujetos a variabilidad
debida al estado fisioldgico inicial y otros factores discutidos anteriormente.

Modelado de nicho climatico. Los modelos de distribucion de especies permiten predecir
las posibles distribuciones geogréficas de plantas y los animales (Guisan y Thuiller 2005).
Usando esta herramienta, es posible predecir las areas en los Estados Unidos donde L. cheni
puede sobrevivir. MaxEnt trabaja con coordenadas geograficas de los registros de presencia
del insecto, junto con datos climaticos. Los lugares donde se recolecto el biotipo chino se
especifican por Center et al. (2013), y las coordenadas de recoleccion de la poblacion
nepalés también fueron proporcionadas por el mismo investigador (Figura 17).

Figura 17. Zonas de Asia donde especimenes de Lilioceris cheni fueron colectados. La
provincia Yunnan de China y el valle de Katmandu de Nepal. Las &reas blancas indican los
puntos exactos.

Para la poblacion de China, las areas de Estados Unidos con mayor probabilidad de
establecimiento de L. cheni son los estados de Texas, Nuevo México, Arizona y Nevada,
pero las condiciones climaticas también son adecuados en Florida (Figura 18). Algo similar
ocurre con la distribucién potencial de los insectos de Nepal (Figura 19), donde no solo
parte de los estados de Texas, Nuevo México y Arizona muestran un buen ajuste a las
exigencias climéticas del insecto, sino también la peninsula de Florida. Sin embargo, es
importante sefialar que la patata aérea no ha sido reportada en Nuevo México, Arizona,
Nevada y la regién de Texas indicada en el mapa (Figura 20), el cual es el principal factor
limitante considerando que L. cheni es mondfago (Pemberton y Witkus 2010).
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Condado de Hamilton,
Florida (30°N)

Figura 18. Mapa de distribucién potencial del biotipo chino de Lilioceris cheni en los
Estados Unidos. Colores calidos indican una alta probabilidad de ser un lugar potencial de
establecimiento.

Condado de Hamilton,
Florida (30°N)

o S /‘ " s

Figura 19. Mapa de distribucion potencial del biotipo nepalés de Lilioceris cheni en los
Estados Unidos. Colores calidos indican una alta probabilidad de ser un lugar potencial de
establecimiento.
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Figure 20. Mapa de distribucién de Dioscorea bulbifera L. en los Estados Unidos.
Fuente: EDDMaps.

El mapa de distribucion potencial de los insectos de Nepal podria ser mejorado, teniendo
en cuenta que el nimero de coordenadas proporcionadas sobre los sitios de recoleccion fue
bajo, lo que impacta en la prediccién de su establecimiento (Hernandez et al. 2006).
Ademas, conocer el tiempo letal a temperatura fria para el 50% de la poblacién, permitiria
predecir el limite norte del insecto, similar a lo realizado en el trabajo de Diaz et al. 2008
sobre la distribucion de Gratiana boliviana. En general, ambas poblaciones tienen
distribuciones potenciales similares y Florida parece ser un area de establecimiento
adecuado para el insecto, la cual llega al condado de Hamilton, 30° de latitud norte. Esto
concuerda con el hecho de que ambos biotipos pertenecen a la misma especie (Center et al.
2013) y provienen de latitudes similares (Center et al. 2013).
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4. CONCLUSIONES

El fotoperiodo critico para 50% de las poblaciones (DLso) no pudo ser determinado con
precision debido a la variabilidad observada en el estado fisioldgico de los insectos.

Las diferencias en masas de huevos puestos por hembra, y principalmente el hecho de
que casi la totalidad de insectos de Nepal no ovopositaron, indica que cada biotipo
respondid a fotoperiodo de diferente manera.

Los tiempos letales (LTso and LTgo) no pudieron ser determinados con precision debido
a la variabilidad del estado fisioldgico de los insectos.

No se observaron diferencias en mortalidad entre biotipos y entre estados. Bajo las
condiciones de este experimento, ambos biotipos mostraron similar resistencia al frio.

Los biotipos de China y Nepal de Lilioceris cheni tienen areas de distribucion potencial
similares. Florida parece ser un ambiente adecuado para el establecimiento de este
insecto.
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5. RECOMENDACIONES

Investigaciones futuras respecto a las condiciones que inducen y terminan diapausa en
Lilioceris cheni son necesarias.

Determinar si existe diferencia en el tiempo requerido para entrar y salir de diapausa
entre adultos del biotipo chino y nepalés.

Desarrollar un estudio similar de tolerancia al frio usando temperaturas mas bajas, y
periodos de exposicién mas largos.

Analizar la posibilidad de utilizar la metodologia de superficie de respuesta para

futuras investigaciones, lo que ayudaria a disminuir el nimero de repeticiones y
obtener informacion precisa.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Variables climéticas usadas por el software MaxEnt.

BI1O1 = Temperatura anual media.

B102 = Rango diurno medio (Media mensual (temp max- temp min))
BI103 = Isotermalidad (BIO2/B107) (* 100)

BI04 = Temperatura de la temporada (desviacion estandar *100)
BI1O5 = Temperatura maxima del mes mas célido.

B106 = Temperatura minima del mes mas frio.

BI10O7 = Rango anual de temperatura (BIO5-B106)

B108 = Temperatura media del trimestre mas humedo.

BI10O9 = Temperatura media del trimestre mas seco.

B1010 = Temperatura media del mes mas calido.

BI1O11 = Temperatura media del mes mas frio.

B1012 = Precipitacion anual.

B1013 = Precipitacion del mes mas humedo.

B1014 = Precipitacion del mes mas seco.

B10O15 = Precipitacién de la temporada (Coeficiente de variacion)
B1016 = Precipitacion del trimestre més himedo.

BI10O17 = Precipitacién del trimestre mas seco.

B1018 = Precipitacion del trimestre més célido.

B1019 = Precipitacion del trimestre mas frio.
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