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El control bioldgico consiste en la utilizacion de una o varias especies de
enemigos naturales para reducir la densidad poblacional de una plaga. Estos enemigos
naturales o agentes de control biolégico pueden ser manipulados, ya sea
introduciéndolos, aumentando su numero, o conservandolos en el agroecosistema. Los
insectos parasitoides, en especial los pertenecientes al orden Hymenoptera, son
considerados importantes agentes de control bioldgico por su ubicuidad, eficiencia de
busqueda y ataque de hospedadores y por su especializacion en una 0 unas pocas
especies hospedadoras. Su particularidad se centra en su ciclo de vida, en el cual el
estado larval es paréasito de otras especies de artropodos, alimentandose a expensas de su
hospedador. Como producto de la interaccion, éste Gltimo invariablemente muere. A su
vez en su estado adulto son de vida libre y se alimentan de néctar, polen, honeydew y
algunos de ellos de fluidos y/o tejidos de sus hospedadores, comportamiento
denominado host-feeding.

Los parasitoides pueden ser clasificados de muchas maneras, koinobiontes e
idiobiontes, ecto o endoparasitoides, pro- o sinovigenicos, etc. Evolutivamente, la
idiobiosis condujo al desarrollo de aspectos distintivos de la historia de vida de estos
insectos. De esta forma es posible predecir la capacidad competitiva de los parasitoides
en base a sus historias de vida, donde la teoria menciona que los koinobiontes, que
permiten el desarrollo de su hospedador después de ser parasitados, son casi siempre
competitivamente inferiores a los idiobiontes que paralizan permanentemente a su
hospedador.

La gran mayoria de los insectos son atacados por mas de una especie de
parasitoides. En general estos complejos de especies estan conformados por entidades
taxondmicamente diversas. El complejo de parasitoides que ataca a una especie
hospedadora particular es considerada una comunidad de parasitoides. Como unidad
ecologica menor se distingue el gremio de parasitoides, clasificacion ésta de relevancia
para el estudio de las interacciones interespecificas, como por ejemplo la competencia.
Si bien la teoria ecoldgica predice que dos especies animales no pueden existir y
desarrollarse explotando un mismo recurso en un medio ambiente constante, en la
naturaleza se observa que numerosas especies coexisten.

En este sentido, un fendmeno importante del comportamiento de los parasitoides

es el multiparasitismo, que ocurre cuando un mismo hospedador es parasitado por dos o
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méas hembras pertenecientes a diferentes especies de insectos. Este evento implica el
desarrollo de mecanismos de competencia interespecifica entre las especies de
parasitoides.

Numerosos autores reconocen dos tipos principales de competencia: por
explotacion, y por interferencia. La competencia entre especies de parasitoides por un
mismo hospedador puede ser de gran importancia para la estabilidad del sistema, y ha
conducido a la evolucion de un amplio rango de caracteristicas fisiologicas y de
comportamiento de estos insectos, como resultado de la diversificacion del uso de los
recursos. Otros aspectos, como por ejemplo, los demograficos también influyen en la
competencia entre especies de parasitoides. La coexistencia de las especies de
parasitoides puede ser promovida por la variabilidad espacial y temporal del uso del
recurso, o cuando la especie mas eficaz en la competencia se ve limitada por otras
condiciones ambientales.

La polilla del tomate, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), es
una plaga importante en Sudamérica y desde hace una década aproximadamente ha
aumentado su relevancia a nivel mundial debido a su introduccion accidental en Europa,
dispersandose rapidamente hacia el norte de Africa y el este de Asia. El estadio larval de
esta plaga causa dafios a las plantas alimentandose del meséfilo de las hojas y tallos,
causandole deficiencias fisioldgicas, y cuando su densidad poblacional es abundante,
pueden a su vez dejar marcas sobre los frutos, restandole valor comercial. Dado que las
estrategias de control de T. absoluta en la actualidad parecen limitadas, basadas
principalmente en el control quimico, el control biol6gico resulta ser una herramienta
importante para desarrollar. En Sudamérica se ha reportado un rico complejo de
enemigos naturales, entre los cuales se encuentran depredadores y parasitoides que
atacan a esta especie en sus diferentes estadios. Dentro del conjunto de parasitoides
larvales, son importantes el ectoparasitoide Dineulophus phthorimaeae De Santis
(Hymenoptera: Eulophidae) y el endoparasitoide Pseudapanteles dignus (Muesebeck)
(Hymenoptera: Braconidae).

Los objetivos de esta tesis doctoral fueron, en primer lugar, completar el
conocimiento sobre algunos parametros de la ecologia reproductiva del ectoparasitoide
D. phthorimaeae, a saber: 1- determinar la estrategia de ovigenia; 2- conocer la

respuesta funcional de esta especie, y 3- evaluar si diferentes fuentes alternativas de
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alimento influyen en su éxito reproductivo. Estos pardmetros son abordados en el
Capitulo 2. En segundo lugar, resulta importante evaluar aspectos de la competencia
entre estas dos especies de parasitoides larvales de T. absoluta, mediante ensayos de
laboratorio, estudiados en el Capitulo 3. Finalmente, determinar la interaccion de ambas
especies cuando co-ocurren en el cultivo de tomate, a escala de planta, que son tratados
en el Capitulo 4.

Los resultados obtenidos indican que D. phthorimaeae presenta una estrategia
reproductiva extremadamente sinovigénica, es decir, que la hembra al momento de la
emergencia carece del complemento de oocitos maduros, los cuales va madurando
durante su vida adulta. Con respecto al analisis de la respuesta funcional, por medio de
regresiones logisticas se determind una respuesta denso-independiente de la curva de
parasitismo para las densidades testeadas (Tipo I). La evaluacion experimental del
efecto de alimentos alternativos y hospedadores (host-feeding) mostré que este ultimo
comportamiento no s6lo mejora el fitness de las hembras del parasitoide, sino que
revel6 la importancia que el mecanismo de host-feeding de D. phthorimaeae, tiene sobre
su hospedador, causando una mortalidad significativa.

Los ensayos de competencia entre ambos parasitoides bajo condiciones de
laboratorio evidenciaron que las hembras de D. phthorimaeae, dependiendo de su edad
utilizaron a los hospedadores de forma diferente, evitando atacar a aquellas larvas que
se encontraban previamente parasitadas. Sin embargo, a los 5y 7 dias de vida adulta, las
hembras no evitan utilizar larvas previamente parasitadas. Este resultado sugiere que el
ectoparasitoide podria reconocer y discriminar larvas previamente parasitadas por la
otra especie.

Con respecto al analisis de la densodependencia y la interaccién de D.
phthorimaeae y P. dignus en condiciones de campo en el Cinturon Horticola Platense
(campafias 2010, 2011 y 2012) y en la provincia de Tucuman (campafas 2009, 2011y
2012), se encontrd por primera vez evidencia de larvas de T. absoluta multiparasitadas;
no obstante su co-ocurrencia fue muy baja (~ 10 % del parasitismo total de larvas, en
todos los sitios). Por otra parte, se registr6 que ambos parasitoides actuando
conjuntamente pueden causar hasta 80% de mortalidad de larvas hospedadoras. Los
resultados indicaron también que ambos parasitoides presentan una relacién denso-

independiente respecto a la densidad de larvas de T. absoluta, hecho que concuerda con
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una respuesta funcional de tipo | hallada experimentalmente en esta tesis para D.
phthorimaeae y aquella ya reportada para P. dignus.

Como consideracion final, se puede concluir que el ectoparasitoide idiobionte D.
phthorimaeae es un agente de biocontrol de T. absoluta potencialmente efectivo, y que
su uso podria realizarse por medio de estrategias de control biol6gico aumentantivas o
por conservacion en programas de MIP. Ademas, los resultados indican que ambos
parasitoides larvales no solo son capaces de coexistir, sino que actuando en conjunto

ejerceran un muy buen control de la plaga.
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Biological control consists in the use of one or several natural enemy species to
reduce the population density of a given pest. These natural enemies or biocontrol
agents can be manipulated by either introducing them into the agroecosystem by means
of increasing their numbers, or by conserving them through habitat manipulation.
Parasitoid insects, especially those belonging to the Order Hymenoptera, are
considered important biocontrol agents because of their ubiquity, search efficiency and
host attack rates, and also for their host specificity. Their uniqueness relays in their life
cycle, in which the larval stage is a parasite of other arthropod species that act as
hosts. As a result of this interaction, the host invariably dies. Besides, in their adult
stage they are free-living organisms, feeding on nectar, pollen, honeydew and, some of
them feed also on the fluids and/or tissues of their hosts. This behavior is termed host-
feeding.

Parasitoids can be classified in several different modes, such as koinobionts and
idiobionts, ecto or endoparasites, pro or sinovigenic, among others. From an
evolutionary point of view, idiobiosis led to the development of distinctive life-history
traits in these insects. In this way, it is possible to predict the parasitoid’s competetitive
capacity, based on their life-histories. In this regard, theory states that koinobionts, by
allowing further development of their hosts upon parasitizing, are almost always
competitively inferior to idiobionts that permanently paralyze their hosts.

Most insects are attacked by more than one parasitoid species. In general, these
species complexes are formed for taxonomically diverse entities. A parasitoid complex
attacking a particular host species is considered to be a parasitoid community. As a
minor ecological organizational unit, it can be distinguished a parasitoid guild, being
useful for the study of interspecific interactions, such as competition. Even though
ecological theory predicts that two species cannot exist and develop while using the
same resource in a constant environment, several species are known to coexist in
nature.

An important aspect of parasitoid behavior is called multiparasitism. This
occurs when the same host is parasitized by two or more females belonging to different
insect species. This behavior implies the development of interspecific competition

mechanisms among the parasitoid species.
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Several authors recognize two main competition types: exploitation and
interference competition. Competition among parasitoid species for the same host can
be of great importance towards stabilization of the system. It has led to a wide range of
physiological and behavioral traits of these insects as a result of their diversification in
their use of resources. Other aspects, such as demographic ones, also have an influence
on parasitoid species competition. Parasitoid species coexistence can be promoted by
spatial and temporal variability in the use of the resource or when the most efficient
species in the competition is limited by other environmental conditions.

The tomato moth, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), is an
important pest in South America. During the last decade, it has increased its worldwide
relevance due to its accidental introduction into Europe. Since then, it has dispersed
rapidly towards Northern Africa and the East of Asia. The larval stage of this pest
damages the plants, by feeding on the leaves” mesophyll and stems, causing
physiological deficiencies and, when its population density is high, it can leave marks
on the fruit, thus causing economic loss, by lowering its commercial value. Because T.
absoluta control strategies are currently quite limited, mainly based on chemical
control, biocontrol seems to be an important tool to be developed. In South America, a
rich natural enemy complex has been reported. Among them, predators and parasitoids
can be found, that attack different stadia of this species. Among the parasitoid complex,
the ectoparasitoid Dineulophus phthorimaeae De Santis (Hymenoptera: Eulophidae)
and the endoparasitoid Pseudapanteles dignus (Muesebeck) (Hymenoptera:
Braconidae) are relevant.

The objectives of this doctoral thesis were, firstly, to extend the knowledge on
some parameters of the reproductive ecology of the ectoparasitoid D. phthorimaeae as
follows: 1- to determine the ovigeny strategy; 2- to study the functional response of this
species; and 3- to assess if different food sources have an influence in its reproductive
success. These parameters are presented in Chapter 2. Secondly, to assess some aspects
of the competition between these two larval parasitoid species on T. absoluta through
laboratory assays, presented in Chapter 3. Finally, to determine the interaction between
these both species when they co-occur in the tomato orchards at the plant scale, which

are presented in Chapter 4.
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The results obtained indicate that D. phthorimaeae has an extremely sinovigenic
reproductive strategy, meaning that the females lack any mature oocytes at adult
hatching, which matures during their adult lives. Regarding the functional response
analysis, it was determined through logistic regressions that it has a density
independent parasitism curve for all the tested host densities (Type 1). Experimental
testing of the effects of alternative food sources and host-feeding showed that this last
behavior not only improves female parasitoid fitness, but also showed the importance
that this parasitoid mechanism has on its host, by causing a significant mortality.

The competition assays between both parasitoids under laboratory conditions
showed that D. phthorimaeae females used the hosts in different ways depending on
their age, i.e. younger wasps avoided attacking those larvae that were previously
parasitized by P. dignus. However, at 5 to 7 days of adult age, females did not avoid
these larvae. This result suggests that the ectoparasitoid could be able to recognize and
to discriminate larvae previously parasitized by P. dignus.

Regarding the density dependence analysis and the interaction between D.
phthorimaeae and P. dignus under field conditions in the La Plata Horticultural Belt
(2010, 2011 and 2012 cropping seasons) and in the Tucuman Province (2009, 2011,
and 2012 cropping seasons), the first evidence of multiparasitized T. absoluta larvae
was found, even though its rate was quite low (~ 10 % total larvae parasitism in all the
field sites). On the other hand, it was found that, when acting together, both parasitoids
can cause up to 80% of host larvae mortality. The results also indicated that both
parasitoid species have a density independent relationship with T. absoluta larvae
density. This outcome is in agreement with the functional response type I found in this
thesis for D. phthorimaeae and that already reported for P. dignus.

To conclude, the idiobiont ectoparasitoid D. phthorimaeae is a potentially
effective biocontrol agent for T. absoluta, and its use could be carried out in
augmentative as well as conservative biological control strategies in IPM programs.
Furthermore, the results indicate that both larvae parasitoids are not only capable to
coexist but also that, when acting together, they can exert an important control of this

pest.

Biologia de D. phthorimaeae e interaccidn con P. dignus, parasitoides de T. absoluta



Savino, V. Tesis doctoral 2014. FCNyM, UNLP 1

Capitulo 1

Introduccion General y

Sistema de Estudio
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El control biolégico como estrategia del manejo integrado de plagas

La agricultura actual requiere de un uso sustentable de los recursos naturales,
basado en una vision ecoldgica, filoséfica y holistica del agroecosistema. En particular,
para el control de plagas, se propone como alternativa al uso exclusivo de pesticidas el
manejo integrado de plagas (MIP) (Kogan 1986, Radcliffe et al. 2009). EI MIP
constituye una metodologia multidisciplinaria que consiste en la combinacién de
diferentes técnicas, compatibles entre si, para disminuir la densidad poblacional de una
plaga hasta un nimero de individuos inferior al nivel de dafio econdmico (NDE) de la
misma. El desarrollo y aplicacién de esta metodologia conlleva el conocimiento
profundo de la biologia y ecologia de las especies plaga presentes en un cultivo, como
asi también de las relaciones que éstas establecen con los otros componentes del
agroecosistema (otras especies de herbivoros, de enemigos naturales y de especies
vegetales coexistentes), para comprender el funcionamiento del sistema y tomar
medidas de accion tendientes a la sustentabilidad de los recursos naturales. En este
contexto, el MIP se basa en la combinacién de tacticas de control con el menor impacto
posible en el ecosistema, donde las plagas son consideradas parte integrante de una red
tréfica, prestando particular atencion a la presencia de sus enemigos naturales,
principales elementos del sistema para controlarlas. Un agroecosistema bajo MIP
promovera a su vez varios de los servicios ecosistémicos que ofrece la naturaleza, tales
como la provision de aire y agua limpios, el mantenimiento de la biodiversidad, el
control biolégico de plagas, malezas y enfermedades, entre otros (Fiedler et al. 2008).

Brevemente, las estrategias de control que contempla el MIP son: el control
bioldgico, (uso de enemigos naturales, ver mas adelante) el uso de técnicas culturales
(cultivos o franjas trampa, rotaciones y mezcla de cultivos, etc.), la utilizacién de
variedades resistentes (mejoramiento de cultivos y plantas genéticamente modificadas),
el control quimico usando insecticidas racionales, selectivos y biodegradables, y otras
técnicas basadas en principios bioldgicos como por ejemplo el uso de feromonas y la
técnica de macho estéril (Radcliffe et al. 2009).

Este trabajo de tesis se enmarcara en una de las estrategias del MIP, el control
biolégico. En contraposicion al uso de insecticidas, este comenzo a tomar importancia

comercial en los Gltimos 120 afios, (van Lenteren 2012). Consiste en la utilizacion de

Biologia de D. phthorimaeae e interaccion con P. dignus, parasitoides de T. absoluta.



Savino, V. Tesis doctoral 2014. FCNyM, UNLP 3

enemigos naturales para mantener a las plagas en lo posible reguladas, es decir sin
variaciones importantes en las densidades poblacionales, o controladas, o sea, con
dichas densidades poblacionales por debajo de los niveles de dafio econémico (De Bach
y Rosen 1991, Bellows y Fisher 1999). EIl control biologico se basa en principios
ecoldgicos, como lo son las interacciones inter-especificas del tipo depredador-presa y/o
parasitoide- hospedador, de competencia, de depredacion intragremio y Gltimamente se
ha enriquecido con el enfoque de las interacciones tritroficas (planta hospedera -
herbivoro plaga - enemigos naturales) y el estudio de la estructura de comunidades
(riqueza, diversidad especifica, diferenciacion de nichos y gremios). Esta vision
ecoldgica holistica permite seleccionar candidatos con un mayor conocimiento sobre su
capacidad potencial de biocontrol (Briggs 1993, Hawkins y Sheehan 1994, Lewis et al.
1997, Murdoch et al. 1998, Brodeur y Boivin 2006).

El control bioldgico es ejercido por especies de depredadores, parasitoides y
patogenos de las plagas, los cuales son considerados ‘“agentes” de biocontrol o
“biocontroladores”. El modo de accion entre ellos es diferente, a saber: los
depredadores, artropodos, tanto estadios inmaduros como los adultos de ambos sexos,
que cazan y consumen diferentes tipos de presas, que son considerados como mas
generalistas, pudiendo consumir mas de una presa durante su vida; los parasitoides,
insectos cuyos estados inmaduros son parésitos que completan su desarrollo sobre un
unico individuo hospedador el cual muere en la interaccion, siendo los adultos de vida
libre. Solo la hembra adulta busca al hospedador y en general se especializan en una o
pocas especies de huéspedes relacionados por lo cual son considerados como mas
especialistas; y los patdgenos, mayormente microorganismos que inducen a la
enfermedad a su hospedador, desarrollandose un gran numero de individuos por
huésped y presentan especificidad por grupos o estados de desarrollo de insectos. Los
principales grupos de artropodos depredadores son: Coleoptera, Heteroptera, Diptera,
Hymenoptera, Neuroptera, Araneae y Acari. Los ordenes de insectos parasitoides mas
importantes son Hymenoptera y Diptera. Dentro de los patdgenos de artropodos se
mencionan virus (principalmente los Baculoviridae), bacterias (siendo Bacillus
thuringiensis, con mas de 65 subespecies y aislamientos, la méas investigada), hongos
(mas de 400 especies, entre las que se encuentran representantes de los gén. Beauveria,

Entomophaga, Metarhizium, Nomurea, Paecilomyces, entre otros) y nematodos
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(familias Heterorhabditidae, Phaenopsitylenchidae y Steinermatidae) (van Driesche et
al. 2007).

El control bioldgico puede ser aplicado siguiendo tres estrategias principales: 1.
El control biologico clasico, que implica la importacion de enemigos naturales
relacionados evolutivamente con una plaga invasora no nativa; 2. el control bioldgico
neoclasico o de nueva asociacion, también involucra la importacion de enemigos
naturales pero éstos no estan relacionados directamente con la plaga sino seleccionados
teniendo en cuenta similitudes taxonomicas, ecologicas, morfoldgicas, etc; 3. el control
biolégico aumentativo, que consiste en el aumento del nimero de individuos de
especies de enemigos ya presentes en el cultivo, pudiendo utilizarse una a varias sueltas
de individuos para suprimir una plaga durante el transcurso de una temporada o ciclo de
produccién de un cultivo, a través de sueltas inundativas de un elevado nimero de
agentes para lograr un control a corto plazo o inoculativas estacionales de unos pocos
individuos que desarrollaran poblaciones cuyas préximas generaciones lograran el
control; y 4. el control bioldgico por conservacion, entendido como la manipulacion o
modificacion del ambiente para mejorar la eficacia de los enemigos naturales ya
establecidos, a través del suministro de hospedadores o presas alternativos, la provision
de refugios, y por la eliminaciébn o mitigacion de riesgos o factores ambientales
adversos, tales como practicas culturales de desmalezado y poda de vegetacion
circundante a los cultivos, el uso indiscriminado de insecticidas, como tacticas mas
importantes (van Driesche et al. 2007).

Cuando se comparan aspectos econémicos implicados en las industrias del
control biolégico y quimico de plagas de la agricultura, son notables los beneficios en
términos monetarios por unidad de inversion, a favor la primera (van Lenteren 2012).
Por lo tanto, el desarrollo del control bioldgico es una forma ambientalmente segura
para el control de plagas, y que resulta ademas una actividad redituable a nivel
econdémico. Bueno (2000) sefiala tambiéen el gran numero de casos exitosos del uso de
enemigos naturales, demostrando que el control bioldgico es un método practico,
econdmico y sustentable en el control de plagas.

Para seleccionar candidatos como agentes de biocontrol, dado que una especie
de plaga es en general atacada por un complejo de enemigos naturales, se debe

comenzar por estudiar atributos de la historia de los mismos. van Lenteren (1986, 2003)
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propone, para insectos parasitoides, criterios de seleccion para evaluar potenciales
especies, a saber: 1- la sincronizacion estacional con su hospedador (i.e. la plaga) , 2- la
compatibilidad fisiologica con el hospedador, 3- la adaptabilidad climatica, 4- la
capacidad de ser criados en masa con relativa facilidad, 5- la especificidad con su
hospedador, 6- su potencial reproductivo, con un ro mayor al del hospedador, 7- una
buena respuesta a la densidad del hospedador, y 8- no tener efectos adversos, como por
ejemplo, tener una baja compatibilidad con otras técnicas de control. Asi este autor
sugiere para el proceso de seleccidon de candidatos como agentes de control biol6gico
seguir un recorrido de varias fases, como el que se muestra en el siguiente diagrama de
flujos (Fig. 1.1).

Descripciondela plaga

Colectade informacion sobre
la plagay sus metodos de control

|

Inventaric de agentes
de control biologico
|

= | Buen EN disponible

w

Comparacion de agentes
de control biolagico

|

Estudios detalladosde
los candidatos seleccionados

.l

Produccion masvadel|

P

agentedecontrol
]

Validaddn de la efectividad
[biologica y economica)

3 | Contral '|n5l_rﬂ|:'|er|te|

Figura 1.1: Fases para la eleccién de enemigos naturales como candidatos para agentes de
control bioldgico (van Lenteren 2003).

En este diagrama se propone desde la blasqueda de estudios previos sobre la
plaga en cuestidn para una primera seleccion de candidatos como agentes de biocontrol,
posteriormente se plantea el estudio pormenorizado de las especies seleccionadas para

elegir aquella que muestre mejores atributos como controlador. La produccion en masa
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y la validacion del control efectivo en el campo permitiran conocer si resulta finalmente
un candidato adecuado o si se debe seguir evaluando la potencialidad de nuevas
especies.

El control bioldgico tiene un gran desarrollo principalmente paises de
Norteamérica, Europa y en Japdn. Se estima que cerca del 25 % de los cultivos estan
bajo este tipo de control sanitario (Bale et al. 2008, van Lenteren 2000, 2006, 2012, van
Lenteren y Bueno 2003).

Particularmente el control biolégico aumentativo, integrado en un MIP, se viene
llevando a cabo en muchos paises europeos desde finales de 1950, como medida
fitosanitaria en cultivos bajo cubierta, en especial en invernaculos. Esto resulto posible
gracias a la vinculacion en esta region del sector productivo agricola con universidades
y otras instituciones académicas, para mejorar la producciéon de alimentos con una
solida base cientifico-tecnolégica. No menos importante, el control biolégico se vio
impulsado por el surgimiento del interés de politicas gubernamentales acordes al
crecimiento de este sector productivo, que prioriz6 ademas la sustentabilidad de los
ecosistemas. Finalmente, la aparicion en el mercado de los agronegocios, que reconocio
esta herramienta como una posibilidad de innovar tecnologias existentes para desarrollar
biofabricas. También en esta etapa, se crearon organizaciones no gubernamentales, las
cuales trabajan activamente en el desarrollo y la divulgacion cientifica del control
bioldgico, como por ejemplo la International Organization for Biological Control
(I0BC www.iobc.org), con ramas en las distintas regiones del mundo, la Association of
Natural Biocontrol Producers (ANBP www.anbp.org) y la International Biocontrol
Manufacturer’s Associations (IBMA www.ibma.ch) (Coulson et al. 2000, Jacas y
Urbaneja 2008, van Lenteren 2012).

En Latinoamérica, estas tecnologias comenzaron a desarrollarse durante los
ultimos 20 afios, primero con la utilizacion de entomopatdgenos (virus y hongos
principalmente), y mas recientemente con el uso de depredadores y parasitoides,
mayormente en cultivos bajo cubierta en Brasil, Colombia, Méjico y Per( (van Lenteren
y Bueno 2002).

En la Argentina, la aplicacion del control bioldgico data del 1908 (Crouzel 1983,
Zapater 1996, Greco 2011, Cabrera Walsh et al. 2012), principalmente basado en la

introduccién de especies exdticas o control bioldgico clasico. Historicamente, fue
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utilizado mayormente en el manejo sanitario en cultivos extensivos y frutales, basado
fundamentalmente en el uso de parasitoides como agentes de control. En la actualidad,
otros cultivos horticolas y forestales estan siendo considerados para su implementacion,
para lo cual existen numerosos grupos de investigacion en todo el pais (INTA,
Universidades, CONICET, etc.) dedicados a la busqueda y prueba de especies nativas
de enemigos naturales y a su conservacion en los agroecosistemas. Sin embargo, la
estrategia del control biolégico aumentativo no tiene todavia un desarrollo comercial y
por lo tanto los productores no disponen aun de este tipo de bioinsumos para el control
de plagas agricolas. Por otra parte, esta herramienta comienza a ser considerada como
una alternativa de gran interés (van Lenteren y Bueno 2003, Greco 2011, Cabrera Walsh
et al. 2012).

En este trabajo de tesis se espera aportar al control bioldgico de una plaga clave
del cultivo del tomate de la Argentina, como lo es la “polilla del tomate”, Tuta absoluta
(Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), por medio de la manipulacion de dos enemigos
naturales de presencia espontanea en este cultivo, los parasitoides larvales Dineulophus
phthorimaeae De Santis (Hymenoptera: Eulophidae) y Pseudapanteles dignus

(Muesebeck) (Hymenoptera: Braconidae).

El uso de parasitoides para el control biol6gico de plagas

Los parasitoides son un numeroso grupo de insectos endopterigotas -en su
mayoria himendpteros- con un particular ciclo de vida. El estado larval es parasito de
otras especies de artrépodos, se alimenta a expensas de su hospedador, y como producto
de la interaccion, éste Gltimo invariablemente muere. Un dnico individuo hospedador
sostiene el desarrollo de uno o méas parasitoides. El estado adulto por otra parte, es de
vida libre, se alimenta generalmente de productos vegetales, tales como néctar, polen, y
a veces, al momento de la oviposicion, de los fluidos del hospedador (hemolinfa o/y
tejidos corporales), por un mecanismo conocido como host-feeding (ver mas adelante en
este apartado). Desde el punto de vista de su biologia, diversidad de estilos de vida, del
numero de grupos taxonomicos que representan y los habitats que frecuentan, los

parasitoides conforman un grupo funcional significativo de la fauna terrestre (Askew
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1971, Clausen 1940, Waage y Greathead 1987, De Bach y Rosen 1991, Godfray 1994,
Hawkins 1994, Quicke 1997).

Los parasitoides pueden ser clasificados de muchas maneras. Una de las
clasificaciones mas comunes los distingue segun (1) el modo de parasitismo, entre
endoparasitoide y ectoparasitoide, ya sea que se desarrolle interna o externamente al
hospedador, respectivamente; (2) el estado del hospedador al momento de ser atacado,
como parasitoides de huevos u o6fagos, de larvas, de pupas y de adultos. Haeselbarth
(1979), y luego retomado por Askew y Shaw (1986), sintetizaron los aspectos anteriores
en una nueva clasificacion, (3) que tiene en cuenta también si el parasitoide permite o
no continuar con el desarrollo del hospedador después de haber sido parasitado, como
koinobionte, a aquel que permite el desarrollo posteriormente a la oviposicion, e
idiobionte, al que no lo permite y detienen su crecimiento al momento de la oviposicion.
En este dltimo caso, inmoviliza permanentemente al hospedador por medio de la
inyeccion de veneno con ayuda del ovipositor, mediante el cual lo paraliza pero no lo
mata, y de esa manera le facilita su manipulacion para la oviposicion.

Evolutivamente, la idiobiosis condujo al desarrollo de caracteristicas distintivas
de la historia de vida de los parasitoides, entre las cuales se pueden mencionar: a) el
ectoparasitismo, b) que en general atacan hospedadores de vida oculta (minadores,
barrenadores, etc.), ¢) que son mas generalistas, es decir, atacan un amplio rango de
especies hospedadoras, d) la hembra adulta emerge con una baja proporcion de oocitos
maduros, de gran tamafio y contintda produciéndolos a lo largo de su vida adulta, un
fendmeno conocido como sinovigenia (Quicke 1997, Jervis et al. 2008, ver mas
adelante capitulo 2), para lo cual e) necesita fuentes de alimentacién extra a la obtenida
en el estado larval (host-feeding, derivados vegetales y agua, para su mantenimiento y
reproduccion (Quicke 1997, Mayhew y Blackburn 1999, Jervis et al. 2001). Por otra
parte, la koinobiosis estd mas relacionada al endoparasitismo, por lo general atacan
hospedadores de mayor tamarfio corporal y que se encuentran expuestos, son individuos
especialistas, es decir que atacan a unas pocas especies asociadas, y en cuanto a la
estrategia de ovigenia se los relaciona con la pro-ovigenia, es decir, la hembra al
momento de la emergencia posee el complemento maduro de huevos para su
oviposicion (Quicke 1997, Waage y Greathead 1986, Godfray 1994).
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Los insectos parasitoides, en especial los pertenecientes al orden Hymenoptera,
son importantes agentes de control bioldgico, especialmente por su ubicuidad, eficiencia
de busqueda y ataque del hospedador y por su especializacion en unas relativamente
pocas especies hospedadoras. Los parasitoides registran las tasas de establecimiento y
éxito de control comparativamente mas altas en los programas de control biol6égico con
respecto a otros agentes biologicos (Bellows y Van Driesche 1999, van Lenteren 2005,
2012).

Aunque no existen inventarios completos, en 2010, se registraron
aproximadamente 230 especies de invertebrados de diferentes grupos taxondmicos
como enemigos naturales utilizados en programas de control bioldgico de plagas en
todo el mundo. La mayoria de las especies son artrépodos (95,2%), entre los cuales en
primer lugar se encuentran los himendpteros parasitoides (52,2%) (van Lenteren 2012).

La gran mayoria de los insectos son atacados en la naturaleza por mas de una
especie de parasitoide (Bellows y Van Driesche 1999 y Van Driesche et al. 2007); en
general estos complejos de especies estan conformados por entidades taxonémicamente
diversas. EI complejo de parasitoides que ataca a una especie hospedadora particular es
considerada una comunidad de parasitoides (Mills 1992). Como unidad ecoldgica
menor, se distingue el gremio de parasitoides, de relevancia para el estudio de
interacciones interespecificas, como por ejemplo la competencia y la depredacion intra-
gremio (Hawkins 2000, Brodeur y Boivin 2006). Un gremio de parasitoides se define
como un conjunto de especies que utilizan de manera similar el recurso disponible, en
este caso, al hospedador (Mills 1992). La utilizaciéon del enfoque de los gremios de
parasitoides de (Mills 1992,1994) brinda informacion sobre la ecologia funcional de las
especies, es decir, como usan el recurso y el nicho que ocupan. Cuando se trata de un
complejo de enemigos naturales atacando a una especie plaga, este enfoque permite
conocer las posibles interacciones competitivas interespecificas entre los individuos y
proporciona fundamentos para la manipulacion de las especies utilizadas en los
programas de control bioldgico.

En este trabajo de tesis se aplicara el analisis de gremios propuesto por Mills
(1994) para estudiar la interaccion competitiva entre los dos parasitoides larvales de T.

absoluta, quienes presentan diferentes estilos de vida, i.e. pertenecen a distintos
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gremios, a saber: D. phthorimaeae es un ectoparasitoide idiobionte mientras que P.
dignus tiene un habito endoparésito koinobionte.

El papel de la competencia entre enemigos naturales para el control biologico,

con énfasis en especies de parasitoides

La teoria ecologica predice que dos especies no pueden existir y desarrollarse
explotando un mismo recurso en un medio ambiente constante (Volterra 1926, Gause
1934), y de esta forma el mejor competidor deberia desplazar competitivamente a otras
especies antagonistas. Sin embargo, en la naturaleza se observa que en general las
especies pueden coexistir, debido fundamentalmente a las diferentes formas en que
puede ser aprovechado un recurso (diferenciacién de nichos).

La competencia en parasitoides ha sido extensamente estudiada reconociéndose
dos tipos basicos de competencia: por explotacion, que ocurre cuando un individuo al
usar los recursos priva a otro/s del mismo, y por interferencia, que se verifica cuando
un individuo le causa a la/las otra/s especie/s competidora/s un dafio fisico por ataque
directo o fisiologico, mediado por la secrecion de toxinas (Park et al. 1962).

En estos insectos, la interaccion competitiva puede tener lugar durante varias
etapas de su ciclo de vida. Una de las mas importantes ocurre cuando hembras de
distintas especies deben competir al momento de parasitar. Este fenémeno es conocido
como multiparasitismo. El grado de ocurrencia del multiparasitismo en una especie de
hospedador particular estd determinado ademés por diferencias en la eficiencia de
busqueda entre parches de hospedadores de las distintas especies competidoras, por la
coincidencia espacial y/o temporal por la especie hospedadora, etc. (Zwdlfer 1963,
Pschorn-Walcher 1985, Mackauer 1990).

Existen evidencias que muestran que la competencia entre especies de
parasitoides por un mismo hospedador ha conducido a la evolucion de un amplio rango
de caracteristicas fisioldgicas y de comportamiento de estos insectos, como resultado de
la diversificacion del uso de los recursos. De esta forma es posible predecir la capacidad
intrinseca competitiva de los parasitoides en base a sus biologias. Los parasitoides
koinobiontes son casi siempre competitivamente inferiores a los idiobiontes (Hawkins

1994, 2000). Si bien esta categorizacion de los parasitoides resulta una indicacion
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practica para analizar su capacidad como competidores, Godfray (1994) propone
corroborar esta superioridad de los idiobiontes con estudios de laboratorio y de campo.

La dindmica de poblaciones hospedador-parasitoide, asi como la capacidad de
aprovechar los parches de hospedadores por los parasitoides esta afectada por diferentes
factores, como ser los mecanismos de defensa del hospedador al ser atacado, la
estrategia de ovigenia del parasitoide, el modo de parasitismo y el estado nutricional de
las hembras (Strand y Casas 2008), regulando de esta manera la intensidad de la
competencia entre ellos.

Para las especies de parasitoides consideradas en esta tesis se tendra en cuenta
tanto algunos aspectos de la competencia interespecifica en el laboratorio, analizados en
una unidad experimental, como asi también la resultante en el cultivo de tomate, a
escala de planta.

Con respecto a este Ultimo, es necesario describir las caracteristicas del cultivo
en la Argentina, y algunas particularidades regionales, tanto de su produccion como en

términos de la problematica sanitaria.

Sistema de estudio: El cultivo de tomate, su manejo sanitario y posibilidades para la

implementacion de un MIP

La produccién del cultivo de tomate, Lycopersicum esculentum Miller
(Solanaceae), alcanza actualmente unas 160 millones de toneladas por afio a nivel
mundial, siendo unas 37 millones destinadas a su industrializacion. Este cultivo ocupa
unas 4,4 millones de hectareas. Los principales paises productores son, en orden de
importancia, China, Estados Unidos de América (EUA), India, Turquia, Egipto, Italia,
Iran, Espafa, Brasil y México. Otro dato importante de destacar es que la produccién
mundial se ha incrementado en los ultimos 10 afios en un 40 % (Desneux et al. 2011).
Las principales naciones exportadoras tanto como hortaliza (o “tomate fresco™) e
industrializado son Meéxico y China, respectivamente, mientras que el principal
importador de tomate fresco es Estados Unidos de América.

En la Republica Argentina, el cultivo de tomate es llevado a cabo practicamente
en todo el territorio del pais, a distintas escalas. Si bien en este pais la produccion

horticola ocupa una pequefia fraccion (540.000 ha) de la superficie de terrenos
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dedicados a la agricultura, unas 17.000 ha corresponden al cultivo de tomate. Cabe
mencionar que el 90% de la produccion es destinada al mercado interno, el cual
asciende a unos 2.000 millones de pesos anuales de facturacion final. Segin Argerich
(2011), se trata de una de las actividades productivas mas importantes del pais, siendo la
segunda hortaliza mas consumida por los argentinos, después de la papa. En la Fig. 1.2
se observan las principales zonas productivas de tomate del pais y los valores de

produccién anuales (Argerich 2011).

Region del Noroeste
Argentino
260.000 toneladas/afio

Region del
Region de Cuyo Noreste Argentino
310.000 70.000 toneladas/aio
toneladas/aiio

Cinturén Horticola Platense
100.000 toneladas/aio

Figura 1.2: Mapa de la Republica Argentina donde se detallan las principales zonas de
produccion del cultivo de tomate con los valores de produccién correspondientes en toneladas
por afio (Argerich 2011).
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El presente estudio se focalizard en dos importantes regiones productoras de
tomate en el pais: el Cinturon Horticola Platense (CHP), emplazado en el noreste de la
Provincia de Buenos Aires y las provincias del Noroeste argentino (NOA) (Ver Capitulo
4). El cultivo se realiza en ambas regiones bajo dos modalidades: a cielo abierto, con
tutorado, y bajo cubierta, en invernculos de distinta infraestructura. En el CHP, el
cultivo tradicionalmente se realiza a cielo abierto aunque la produccion bajo cubierta se
ha incrementado en los ultimos afios (aproximadamente 600 ha. entre ambas
modalidades) (Carluccio et al. 2002, Strassera 2009). El manejo sanitario de plagas se
realiza convencionalmente con la utilizacion de una amplia gama de insecticidas
comerciales (ver mas adelante), y un menor grupo de productores aplica un manejo
organico, es decir, basado en la conservacion de enemigos naturales espontaneos o el
uso de insecticidas de base bioldgica. La produccién en el NOA, el cultivo se realiza
mayormente a cielo abierto, y en menor proporcién bajo cubierta (3000 y 350 ha,
respectivamente), produciéndose los mismos tipos de tomate. EI manejo sanitario en
esta region se realiza casi exclusivamente de modo convencional, con aplicaciones
preventivas de insecticidas de sintesis hasta tres veces por semana. La produccién es
continua entre los meses de agosto a diciembre. Por otra parte en el CHP se extiende
entre los meses de octubre a mayo, con dos ciclos de cultivo: uno temprano (octubre a
enero) y otro tardio (febrero a mayo). Se producen diversas variedades, del tipo de fruto
redondo, “cherry” y perita.

Son varias las especies plagas que afectan economicamente al cultivo de tomate
en la Argentina, entre ellas una de las mas importantes en cuanto al dafio y las pérdidas
econdmicas es la polilla del tomate T. absoluta (Botto et al. 1999, Polack et al. 1999)
(Figs. 1.3 y 1.4). Esta especie pertenece a la familia Gelechiidae y fue descripta
originalmente por Meyrick en el afio 1917 como Phthorimaea absoluta, sobre la base de
especimenes colectados en Per(. Su estatus taxonomico fue varias veces revisado,
cambiando a los géneros Gnorismoschema (Clarke, 1962), Scrobipalpula y
Scrobipalpuloides (Povolny 1994), hasta que finalmente fue renombrada con un nuevo
género Tuta, como T. absoluta, por Povolny en 1998.

Este microlepidoptero endémico de América del Sur ha adquirido actualmente
una mayor relevancia como plaga clave del cultivo del tomate en otras regiones del

mundo, desde su introduccion accidental en Espafia en 2006 (Urbaneja 2007), y
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posterior dispersion por toda la cuenca mediterrdnea europea, Yy ulteriormente
sucediéndose una rapida invasion en Africa hacia el sur y hacia los paises del este de

Europa y Asia (Desneux et al. 2011).

Figura 1.3: Dafio provocado por la polilla del tomate Tuta absoluta. Se observan las galerias
formadas por la plaga sobre hojas y frutos de tomate.

Con respecto a su ciclo de vida (Fig. 1.4), la hembra de T. absoluta deposita
huevos de 0,4 mm de largo por 0,2 mm de diametro, de color blanco crema a amarillo-
en el envés de las hojas y también suele hacerlo sobre los tallos. El estado larval
comprende cuatro estadios; al eclosionar el primer estadio larval (L1), ésta penetra
activamente en el mesofilo de las hojas y en los tallos, formando minas o galerias
construidas por ellas mismas mientras se alimentan de los tejidos vegetales (Fig. 1.3).
Las larvas miden entre 1 y 8 mm de longitud. Con excepcion de la L1, los restantes
estadios se desarrollan protegidos dentro de las minas. Al completarse el estado larval,
la L4 emerge de la galeria y comienza a tejer un capullo sedoso, iniciandose el proceso
de pupacion, el que ocurre mayormente en el suelo, aunque también puede hacerlo en el
follaje. Las pupas son libres o exarales y décticas, miden entre 5 y 6 mm, de forma
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cilindrica y color verdoso, y a medida que se aproximan a la emergencia del adulto se
tornan de color marrén oscuro. Los adultos miden entre 6 y 7 mm de largo, son de

coloracion gris plateado y presentan antenas filiformes (Fig. 1.4 c-d).

Figura 1.4: Estadios de desarrollo de la polilla del tomate Tuta absoluta.

El tiempo de desarrollo generacional depende mayormente de las condiciones
ambientales, siendo de 76,3 dias a 14° C, 39,8 dias a 19,7° C y 28,8 dias a 21,1° C
(Barrientos et al. 1998).

Se comporta como una especie multivoltina y puede alcanzar hasta 12
generaciones al afio. El adulto es de habito nocturno, y durante el dia permanece
generalmente oculto.

La polilla del tomate es considerada una plaga oligbfaga, se alimenta y
desarrolla mayormente sobre plantas hospederas de la familia de las solanaceas. Si bien
los parametros poblacionales de supervivencia y fecundidad son superiores sobre
tomate, en la literatura se mencionan otras especies cultivadas como por ejemplo la

papa Solanum tuberosum L., la berenjena S. melongena L. y el tabaco Nicotiana
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tabacum L. (Vargas 1970, Garcia y Espul 1982, Pereyra y Sanchez 2006), como asi
también solanéceas y de otras familias presentes en la vegetacion silvestre comdn en los
predios horticolas como adventicias o espontaneas, tales como Datura ferox (chamico),
Malva sp., Salpichroa origanifolia (huevito de gallo), S. sisymbriifolium (tutid), S.
nigrum (tomatillo) y Nicotiana glauca L. (palan-paldn), entre otras (Galarza 1984,
Cordo et al. 2004, Desneux et al. 2010, USDA 2011).. Sin embargo, el rango completo
de especies vegetales hospederas de T. absoluta en la Argentina resta aun por definirse.

Con respecto al perjuicio que causan, las larvas de esta plaga se encuentran
principalmente en las hojas, pero también puede atacar frutos, flores, brotes y tallos. El
dafio es producido tanto por la reduccion de mesofilo en el proceso de alimentacion,
restandole capacidad fotosintética a la planta y por ende, afectando el rendimiento del
cultivo, como por las marcas indeseables que dejan en el fruto, las que disminuyen su
valor de venta o impiden su comercializacion, cuando alcanzan densidades
poblacionales elevadas (Fig. 1.3). Segun Polack (2003, 2011) se ha podido determinar el
umbral de dafio para esta plaga mediante la aplicacion de un modelo fenoldgico. Dicho
modelo tiene en cuenta tanto conteos directos de larvas en el cultivo como también las
estimaciones de eventuales “picos” en la densidad poblacional, por medio de capturas
de adultos con trampas de feromonas a lo largo de varias generaciones de T. absoluta
por temporada de cultivo. EI umbral de accion determinado sobre la base de dichos
registros se establecié en 2 foliolos con dafio fresco por planta, y es el que actualmente
considera el INTA para el manejo de esta plaga.

El control quimico es casi explusivo para el manejo sanitario de la plaga en el
cultivo de tomate. Para ellos se utilizan diversos plaguicidas amplio espectro. Un
estudio realizado sobre el manejo fitosanitario en invernaculos de tomate del CHP,
reportd la aplicacion en forma preventiva de mas de 16 tipos distintos de productos por
temporada de cultivo (Garcia et al. 2005, Strassera 2009). En menor medida se utilizan
también los insecticidas “biorracionales” o bioplaguicidas. Estos estan indicados para
programas de MIP en Europa, ya que muchos se combinan con el uso de enemigos
naturales, como las chinches depredadoras (Hemiptera, varias familias) y parasitoides
oofagos (Hymenoptera: Trichogrammatidae).

Es importante destacar que el umbral de accion de 2 larvas por planta estimado

para T. absoluta puede ser una posible causa del alto consumo de insecticidas por parte

Biologia de D. phthorimaeae e interaccion con P. dignus, parasitoides de T. absoluta.



Savino, V. Tesis doctoral 2014. FCNyM, UNLP 17

de los productores, debido a que bajo determinadas condiciones del cultivo de tomate
(en invernaculos, ciclo estival), los niveles de densidad poblacional de la plaga lo
exceden rapidamente. Esta situacién, no cuantificada aun, genera residuos que
ocasionan contaminacion ambiental y perdida de la biodiversidad, y no menos
importante, es extremadamente perjudicial para la salud de los trabajadores rurales y los
consumidores.

Otros métodos para el monitoreo y control de T. absoluta estdn comenzando ser
probados experimentalmente en el pais, como por ejemplo: 1- técnicas de confusion
sexual, particularmente las trampas de feromonas y la técnica del macho estéril, 2- uso
de genotipos de tomate resistentes a plagas, y 3- utilizacion de trampas UV y
cromotrdpicas (Broglia et al. 2011, Cagnotti et al. 2011, Lobos et al. 2011).

En suma, la situacién descrita sobre el manejo de T. absoluta en nuestro pais,
basada casi exclusivamente en el uso de pesticidas, hace necesario que otras estrategias
de control —como el control bioldgico- sean exploradas, para poder definir su

potencialidad.

Control biol6gico de Tuta absoluta

De lo tratado anteriormente, se desprende que el control biol6gico de T. absoluta
es uno de los principales componentes a desarrollar para el manejo integrado de plagas
de este cultivo en Argentina. Del complejo de enemigos naturales registrados para esta
plaga (Fig. 1.5), dos especies son depredadoras: la chinches Tupiocoris cucurbitaceus
(Spinola) (Hemiptera: Miridae), que ataca principalmente huevos y larvas pequefias,
predando también moscas blancas de las especies Trialeurodes vaporariorum
(Westwood) y Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) y Zelus
obscuridorsis (Stal) (Hemiptera: Reduviidae) que caza larvas y adultos de la polilla
(Lopez et al. 2011, 2012, Speranza et al. 2014). No obstante, son los parasitoides el
grupo de enemigos mas numeroso de T. absoluta conocidos (Fig. 1.5) (Colomo et al.
2002, Berta y Pérez 2011, Caceres 2011).
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Figura 1.5: Algunas especies de enemigos naturales que atacan a la polilla del tomate T.
absoluta registrados en cultivos de tomate en la Argentina.

En el caso de los parasitoides, estas especies atacan diferentes estadios de la
plaga i.e., conforman cinco gremios segin Mills 1994 (Fig. 1.6) : 1) Parasitoides de
huevos: Trichogramma fasciatum (Perkins), T. pretiosum (Ripley), T. rojasi (Nagaraja y
Nagarkatti) y Trichogrammatoidea bactrae (Nagaraja); 2) Endoparasitoides larvales:
Agathis sp, Bracon lucileae (Marsh), Bracon spp, Earinus sp, Diadegma sp, Orgilus sp,
Pseudapanteles dignus (Muesebeck), Temelucha sp, Neochrysocharis formosa
(Westwood), 3) Ectoparasitoides larvales: Cirrospilus sp y Dineulophus phthorimaeae
(De Santis), 4) Parasitoides huevo - prepupa: Chelonus sp y Copidosoma sp, y 5)

Parasitoide de larva-pupa: Campoplex haywardi (Blanchard).
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Trichogrammatoidea bactrae
Trichogramma fasciatum
T. pretiosum

T. rojasi

1

(EpPN)

Pseudapanteles dignus
Orgilus sp.
Temelucha sp.

Diadegma sp. (ELN)
Bracon lucileae
Prepupa Larva Bracon sp. 1
Pup Joven Bracon sp. 2Agathis sp.
/ Earinus sp.
Larva Larva \l Campoplex haywardi 5 | (LPN)
Tardia Mediana

l

Dineulophus phthorimaeae
Cirrospilus sp. 3

Figura 1.6: Grafico que muestra los diferentes gremios del complejo de parasitoides que atacan
a la polilla del tomate Tuta absoluta (Colomo et al. 2002). La Larva Joven corresponde a los
estadios L1 y L2, la Larva Mediana al estadio L3 y la Larva Tardia al estadio L4. (EpPN:
endoparasitoide de huevo a prepupa, ELN: endoparasitoide de larvas tempranas y LPN:
endoparasitoide de larva a pupa).

Es importante destacar que, luego de la invasion de T. absoluta en nuevas
regiones horticolas del mundo, se ha suscitado un creciente interés en la prospeccion y
estudio de enemigos naturales que la atacan en su nueva area de distribucién. Una
revision no exhaustiva de tales investigaciones realizadas en Europa revela un
interesante complejo de enemigos naturales conformado por hemipteros predadores de
la familia Miridae, como por ejemplo Nesidiocoris tenuis (Reuter), Macrolophus
pygmaeus (Rambur) y Dicyphus errans (Wolff), y de la familia Nabidae Nabis
pseudoferus (Remane), pero fundamentalmente se destaca el complejo de méas de 25
especies de parasitoides, con himendpteros tales como los euléfidos Necremnus near
artynes (Walker), N. near tidius (Walker), Stenomesius japonicus (Ashmead) y
Neochrysocharys formosa (Westwood), el bracénido Bracon nigricans (Szépligeti) y los
tricogrammatidos Trichogramma urquijoi (Cabello Garcia) y T. achaeae (Nagaraja y
Nagarkatte) (Desneux et al. 2010, 2011; Molla et al. 2011, Cabello et al. 2012, Nannini
et al. 2012, Ferracini et al. 2012, Zappala et al. 2012, Belda et al. 2013, Biondi et al.
2013, Chailleux et al. 2013, Ingegno et al. 2013).
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En Sudamérica, investigaciones recientes han descubierto nuevos enemigos
naturales para T. absoluta. En Brasil, por ejemplo, se encontraron los depredadores
Geocoris punctipes (Say) (Hemiptera: Lygaeidae), Orius insidiosus (Say) (Hemiptera:
Anthocoridae) y los miridos Campyloneuropsis infumatus (Carvalho), Engytatus varians
(Distant) y Macrolophus basicornis (Stal) (Bueno et al. 2012, 2013). En Colombia se ha
reportado el parasitoide Apanteles gelechiidivoris (Hymenoptera: Braconidae) (Cantor y
Rodriguez 2013).

Dentro del complejo de parasitoides que atacan a T. absoluta en Argentina, se
comenz6 a evaluar la potencialidad de dos especies de parasitoides larvales, el
ectoparasitoide D. phthorimaeae y el endoparasitoide P. dignus (Sanchez et al. 2009,
Luna et al. 2007, Luna et al. 2010, Luna et al. 2012, Savino et al. 2012). Ambos se
hallan presentes de forma espontanea en los cultivos de este pais (Botto 1999, Colomo
et al. 2002, Polack et al. 2002), y si bien corresponden a gremios distintos, las dos
especies atacan el estado larval del huésped, por lo que existe una superposicién parcial
del nicho.

A continuacion se presentan los antecedentes en el conocimiento de aspectos
bio-ecoldgicos més relevantes para ambas especies, necesario para el planteamiento de
las hipétesis y objetivos de esta tesis.

Biologia del ectoparasitoide Dineulophus phthorimaeae

Pertenece al gremio de los ectoparasitoides larvales. Tiene habito solitario, la
hembra coloca un Unico huevo sobre el hospedador, y una vez emergida la larva, ésta
crece y se alimenta desde el exterior, aunque protegida dentro de la mina en la que
también se halla la larva de T. absoluta, donde luego formara la pupa (Fig. 1.7). Prefiere
el estadio L3 de T. absoluta para oviponer. Su fecundidad es muy baja (< 5 huevos por
hembra) (De Santis 1983, Luna et al. 2010). Al momento de la oviposicion, la hembra
inyecta un veneno que paraliza al hospedador, deteniendo su posterior desarrollo. Se

trata, por lo tanto, de un parasitoide idiobionte.
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Figura 1.7: Estadios de desarrollo del ectoparasitoide Dineulophus phthorimaeae.

Esta especie ha sido poco estudiada hasta el momento, desconociéndose otras
especies hospedadoras y/o habitats donde se desarrolla. En Argentina, Ceriani et al.
(1995) y Luna et al. (2010) la mencionan como un enemigo importante de la polilla en
cultivos de tomate del Gran La Plata y del NE de la provincia de Buenos Aires, y
Colomo et al. (2002) en cultivos en Tucuman. Larrain (1986) en Chile, también ha
registrado su presencia, y encontré que es afectado negativamente con el uso de
insecticidas, pudiendo hacerse dificultoso el desarrollo natural de sus poblaciones,
fundamentalmente en invernaculos donde generalmente se utilizan altas dosis de
agroquimicos de manera preventiva. Luna et al. (2010) estudiaron parametros
ecoldgicos en el laboratorio como por ejemplo, el tiempo de desarrollo pre-imaginal, la
longevidad del adulto, la fecundidad, la proporcion de sexos; y mediante monitoreos en
el campo, analizaron también la abundancia y fenologia en el cultivo. En ese trabajo,

Biologia de D. phthorimaeae e interaccion con P. dignus, parasitoides de T. absoluta.



Savino, V. Tesis doctoral 2014. FCNyM, UNLP 22

encontraron que en un cultivo orgénico se registrd una mayor tasa de parasitismo de D.
phthorimaeae, en comparacion con el otro parasitoide larval P. dignus, lo que
sustentaria la hipotesis de una mayor superioridad competitiva del parasitoide

idiobionte.

Biologia del endoparasitoide Pseudapanteles dignus

Pertenece al gremio de los endoparasitoides larvales. Es de habito solitario, se
desarrolla internamente en el hospedador y, al momento de empupar, la larva emerge y
forma un cocdn blanquecino perlado, generalmente cerca de la mina de T. absoluta (Fig.
1.8) (Cardona y Oatman 1971). Ataca larvas del hospedador entre el segundo y cuarto
estadio larval (L2 a L4), aunque Nieves (2013) demostré que tiene mejor desempefio

cuando utiliza el segundo y tercer estadio de larva de T. absoluta.

a -Estadios larvales b - Adulto

¥ cocon

Figura 1.8: Estadios de desarrollo del endoparasitoide Pseudapanteles dignus.

El &rea de distribucién reportada para P. dignus incluye América del Norte y del
Sur, y fue introducida también en Hawaii (Luna et al. 2007). Colomo et al. (2002) citan
a este parasitoide como el méas abundante para T. absoluta en el cultivo de tomate desde
1995 en la provincia de Tucuméan y Botto (1999) y Luna et al. 2007 lo mencionan como
una especie comun en la provincia de Buenos Aires. Ademas se cuenta con registros de
su presencia en otras regiones productoras de tomate de nuestro pais, como Mendoza y

Corrientes (Caceres 2011, Maria Noel Ferraris E.E.A. La Consulta INTA, comunicacion
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personal). P. dignus ha sido més intensamente estudiada, no soélo parasitando a T.
absoluta sino también a otros hospedadores geléquidos: Keiferia lycopersicella
(Walshingham), Phthorimaea operculella (Zeller), Symetrischema capsica (Bradley y
Polovny) (Cardona y Oatman 1971, Oatman y Platner 1989, Bennett 1995). Estudios en
el laboratorio Luna et al. (2007), Nieves (2013) sobre algunos atributos de la historia de
vida y de la respuesta funcional, mostraron que tiene un ciclo de vida de ca. 36 dias, una
fecundidad en promedio de cocones por hembra durante su vida adulta de 100 + 12,35,
es decir un promedio de 4,54 cocones por hembra por dia, con una R, (Tasa
Reproductiva Neta) de 60,77 £ 0,845 y una tasa intrinseca de incremento natural (r,) de
0,15 + 0,0005. La respuesta funcional resulto de tipo I, es decir, la proporcion de larvas
de T. absoluta que una hembra parasita es independiente de la densidad de las mismas.
Sanchez et al. (2009) y Nieves (2013) por su parte analizaron el parasitismo a campo y
los patrones de parasitismo a distintas escalas espaciales del cultivo, encontrando
valores de porcentajes de parasitismo de hasta 69,69 al quinto dia de vida adulta y que
ademas este braconido exhibe respuesta de agregacion a la densidad del hospedador a
escala de hoja, aunque las tasas de parasitismo son independientes de la densidad de

larvas de T. absoluta.

Objetivos e hipotesis del trabajo de tesis

En este proyecto de investigacién de tesis doctoral se profundiza en el
conocimiento sobre la biologia y ecologia de D. phthorimaeae, de modo de ampliar la
informacion disponible, como asi también se progresa en el entendimiento de la
interacciéon parasitoide—hospedador, circunscritas al ectoparasitoide y la plaga T.
absoluta, y considerando su interaccién con el endoparasitoide P. dignus. Esta
informacion contribuira al desarrollo de programas de control biologico, en el marco de
un MIP en cultivos de tomate en Argentina. Como tacticas de control se podrian
considerar tanto el aumento de las poblaciones de estos enemigos, por medio de sueltas
inoculativas y/o a partir de su conservacion, por medio de la implementacién de

practicas agricolas que promuevan su establecimiento y accion.
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El objetivo general de este trabajo de tesis doctoral es conocer la biologia

reproductiva de D. phthorimaeae y su interaccion con P. dignus, dos parasitoides
larvales de T. absoluta, en el marco del control bioldgico de esta plaga del cultivo de
tomate para la Argentina.

Los antecedentes mencionados anteriormente indican que estas dos especies de
parasitoides, con biologias contrastantes (un ectoparasitoide idiobionte y un
endoparasitoide koinobionte), tienen potencialidad como biocontroladores. Es de
especial interés para este trabajo de tesis, completar el conocimiento sobre algunos de
los parametros ecoldgicos de D. phthorimaeae, mas especificamente relacionados a su
estrategia reproductiva. En segundo lugar resulta importante dilucidar algunos aspectos
de la competencia entre las especies de parasitoides mencionadas, una tematica de la
ecologia de gran implicancia para el control bioldgico (Hawkins 2000, Boivin y
Brodeur 2006, Mills 2006, Messing et al. 2006).

Como objetivos especificos se proponen:

1. Conocer la ecologia reproductiva de ectoparasitoide D. phthorimaeae.

2. Evaluar la competencia interespecifica entre los parasitoides larvales D.
phthorimaeae y P. dignus en condiciones de laboratorio.

3. Determinar la interaccion a campo de ambas especies para el cultivo de

tomate de dos regiones de la Argentina.

Como hipétesis de trabajo se postulan:

Para el objetivo 1, que por tratarse de una especie idiobionte, D. phthorimaeae
€s una especie sinovigeénica.

Para el objetivo 2, que las especies de parasitoides mostraran competencia por su
hospedador, la larva de T. absoluta, debido a la superposicion parcial del nicho, y al ser
D. phthorimaeae un parasitoide idiobionte mostrara mayor habilidad competitiva que P.

dignus.
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Para el objetivo 3, que las poblaciones de ambas especies pueden coexistir bajo
determinadas condiciones de manejo del cultivo, en las cuales D. phthorimaeae (el

mejor competidor) se ve afectado negativamente por el uso de insecticidas.

Las predicciones formuladas son:

1. Las hembras de D. phthorimaeae emergerdn con un complemento
incompleto de huevos maduros, y practicaran host-feeding para su maduracion.

2. Las dos especies de parasitoides larvales exhibiran algin tipo de
competencia por la larva de T. absoluta. El efecto competitivo de D. phthorimaeae
sobre P. dignus. sera mayor que el de P. dignus sobre D. phthorimaeae, medido como la
proporcion de hospedadores endoparasitados atacada por el ectoparasitoide.

3. En cultivos de tomate con uso de plaguicidas, P. dignus desarrollara
poblaciones mas abundantes que las de D. phthorimaeae.
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Capitulo 2

Ecologia reproductiva del ectoparasitoide

Dineulophus phthorimaeae
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Estrategias reproductivas y comportamiento de alimentacion de los parasitoides

El estudio de la biologia reproductiva y del comportamiento de los insectos
parasitoides respecto a como utilizan los hospedadores para criar la descendencia son
clave para conocer sus estrategias reproductivas (Jervis et al. 2008, Strand 2000).
Caracteristicas tales como el modo de parasitismo (ecto o endoparasitismo) y si le
permite al hospedador continuar desarrollandose o no (koino o idiobionte,
respectivamente) (sensu Mills 1994, Capitulo 1), determinardn aspectos de la
reproduccion del parasitoide intimamente ligados a la bisqueda de hospedadores por
parte de la hembra.

Otro factor determinante de la biologia reproductiva para un gran ndmero de
especies de parasitoides es el comportamiento de alimentacion de la hembra adulta. Si
bien los parasitoides adquieren durante su alimentacion larval recursos denominados
“tenerales”, ricos en lipidos y azucares, en su estado adulto necesitan consumir otras
fuentes de alimento tanto de origen vegetal como animal (Godfray 1994, Quicke 1997,
Bernstein y Jervis 2008). Los alimentos de origen vegetal provienen de néctar floral y
extra floral, polen, frutas en descomposicion, excreciones del hospedador (honeydew de
los homopteros), mientras que los de origen animal son obtenidos a partir de fluidos
corporales de los hospedadores. Este ultimo caso es conocido como host-feeding (Jervis
y Kidd 1986, Strand 1986, Heimpel y Collier 1996, Quicke 1997, Lundgren 2009), o
como su traduccion en castellano “picaduras alimenticias” (sensu Jacas y Urbaneja
2008). El mecanismo de host-feeding ha sido intensamente estudiado. Es realizado ya
sea para el propio mantenimiento de la hembra o para la oogénesis. Ha sido reportado
principalmente para parasitoides himendpteros, y de manera menos frecuente para
algunos dipteros (Clausen 1940, Nettles 1987). A través del host-feeding, las hembras
adultas consumen en forma facultativa u obligada la hemolinfa y/o tejidos del
hospedador. Para ello, practican orificios con el ovipositor o con el aparato bucal, o
también pueden construir un tubo de alimentacion. Muchas especies no dejan marcas en
el hospedador. El host-feeding generalmente causa la muerte del hospedador; cuando es
realizado durante el acto de oviposicion, es denominado concurrente y cuando sélo es
practicado como alimentacion, sin oviponer en el mismo acto, se denomina no

concurrente (Jervis y Kidd 1986, Quicke 1997). Este comportamiento se puede
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distinguir también como no destructivo y destructivo, que se refiere a si el hospedador
sobrevive al acto de alimentacion o no, respectivamente. Finalmente, Jervis y Kidd
(1986) observaron que el host-feeding no destructivo puede ser tanto concurrente como
no concurrente, en cambio la alimentacidn destructiva solo puede ser no concurrente, ya
que el hospedador muerto no estard apto para el desarrollo de la larva del parasitoide.

La muerte del hospedador puede ser causada por la propia actividad de sondeo
ejercida por la hembra y/o debida a la inyeccién de venenos compuestos por toxinas
muy complejas (alcanos, alcoholes, aldehidos, &cidos organicos, enzimas y aminas,
entre otras sustancias). Los venenos sirven para muchas funciones diferentes,
dependiendo de si se trata de endo o ectoparasitoides, pudiendo ser de accion solo
paralizante o letal. En este trabajo de tesis resulta relevante principalmente su papel
ligado a la alimentacion y al parasitismo en ectoparasitoides idiobiontes, ya que la
inmovilidad del hospedador incrementa el éxito de la oviposicion. También
dependiendo de la  composicion quimica del veneno la supervivencia de la
descendencia mejorara al detener los procesos de lisis y descomposicion del hospedador
(Wang y Yang 2008).

El estudio de las relaciones nutricionales entre las fuentes de alimento de origen
vegetal y animal utilizadas por los parasitoides ha despertado interés recientemente. En
principio se reconoce que no serian nutricionalmente equivalentes (Agrawal et al. 1999,
Eubanks y Denno 2000, Janssen et al. 2003). Si bien el énfasis en la literatura esta
puesto en la calidad nutricional del host-feeding, se sabe que los materiales vegetales
proporcionan algunos nutrientes esenciales. También, su importancia ecoldgica ha sido
reconocida, a traves de intentos de manipular la disponibilidad de néctar y polen en los
campos de cultivo con el fin de mejorar los niveles de control bioldgico de plagas por
parasitoides, practica utilizada de manera exitosa. Esta manipulacion puede ser
particularmente importante en un programa de conservacién de enemigos naturales
(Gardiner et al. 2009).

El tipo y la calidad del alimento son determinantes en la longevidad y
fecundidad de las avispas. En la literatura pueden encontrarse indicios sobre de distintas
fuentes de alimento de origen natural cominmente usadas por los parasitoides, entre
ellas se mencionan la miel, el néctar (floral o extrafloral), la fruta fermentada, el polen y

el honeydew. Todos ellos son fuentes ricas en azucares, siendo algunos de ellos de mas
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facil acceso que otros en la naturaleza, por lo que la energia empleada en su bdsqueda
podria reducir sustancialmente el encuentro de hospedadores, lo cual es un costo
importante para aquellos parasitoides time — limited. (Sirot y Bernstein 1996). Los
alimentos proveniente de fuentes vegetales descriptos anteriormente, ricos en azucares y
aminoacidos, aporta energia, mientras que el host-feeding, contribuye a la captacion de
grandes cantidades de proteinas (Quicke 1997, Thompson 1999). Jervis et al. (1993)
mostraron mayores tasas de parasitismo en ciertas especies de parasitoide que tuvieron
acceso a néctar, por ejemplo en Ichneumdnidos y Chalcidoideos. Leius (1963) demostro
experimentalmente que para la cria del ichneumoénido Scambus buolianae (Htg.) el
agregado de polen a una solucion de miel prolongé la longevidad y/o increment6 la
fecundidad. Para muchos parasitoides himenopteros, las observaciones a campo
sugieren que usar polen y néctar como fuentes de alimento es determinante para
extender el tiempo maximo de vida y el parasitismo efectivo total.

El comportamiento de alimentacién que presentan los parasitoides puede ser
abordado desde el punto de vista de su contribucion al éxito reproductivo total y al
comportamiento méas general de forrajeo (van Baalen y Hemerick 2008). Se sabe que el
consumo de distintas fuentes de alimento, ligadas o no a los hospedadores,
generalmente resulta en un incremento en la expectativa de vida, la capacidad de
dispersion y la fecundidad total realizada de las hembras. Por otra parte, la presencia y
dispersion de los recursos alimenticios vegetales y animales no son eventos que ocurren
simultaneamente y esto determinara una heterogeneidad en el acceso a los mismos, por
lo que la hembra adulta desplegara diferentes estrategias de forrajeo. Por lo tanto, y
segun lo postulado por Bernstein y Jervis (2008), cuando una hembra encuentra un
hospedador debe enfrentarse al dilema de optar entre una ganancia de fitness inmediata
i.e. oviponer, o una futura, al elegir posponer tal evento y alimentarse, lo que le
asegurard una ganancia en la expectativa de vida y estado nutricional, para futuras

oviposiciones. Esta situacion se ilustra en la Figura 2.1.
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| Hembra parasitoide sinovigénica |

| Alimentarse (Host-feeding) |

| Ganancia “inmediata”en el fitness | | Ganancia “futura®”en el fitness |
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| “Costos y Beneficios™ |

{

Combinacion de factores fisiologicos (edad, estado nutricional) y
medioambientales (disponibilidad de recursos)

Figura 2.1: Esquema tedrico del comportamiento de decision de una hembra parasitoide adulta
la presencia del recurso.

Por otra parte, la interrupcion de la oviposicién en ese acto constituird un costo
reproductivo. Esta decisidn estara relacionada no sélo con el estado nutricional actual de
la hembra del parasitoide, sino también con el tipo de estrategia reproductiva u ovigenia
entendida como la estrategia de produccion de huevos (Capitulo 1, Flanders 1950).

En el caso de las especies sinovigénicas, que maduran los oocitos durante toda la
vida adulta y donde su éxito reproductivo dependeré de la cantidad de huevos que pueda
madurar, resultard trascendental esta decision para un balance entre una oviposicion
inmediata versus futura. Sin embargo, la probabilidad con la que una hembra opte por
predar u oviponer, dependera cuali y cuantitativamente de los costos y beneficios del
host-feeding (Figura 2.1, Rivero y West 2005). El principal beneficio que plantea el
host-feeding es el incremento tanto en la longevidad como en la produccion de huevos,
lo cual dependerad del estado nutricional y de la experiencia previa de las hembras
(Jervis y Kidd 1986, Heimpel y Collier 1996, Bernstein y Jervis 2008).

La complejidad de estrategias de alimentacion que exhiben las hembras
parasitoides adultas descritas anteriormente esta intimamente ligada al comportamiento
de oviposicion, y que determina en ultima instancia la ovigenia. En estos insectos, la

misma esta primeramente definida por aspectos anatomicos y fisiologicos del sistema
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reproductivo de la hembra, tales como el nimero de ovariolas presentes, la capacidad de
almacenamiento de los oocitos, la proporcién del complemento de huevos que estan
maduros al comienzo de la vida adulta y el tamafio de los huevos (Flanders 1935, 1942,
1950). Segun el contenido de vitelo se pueden reconocer huevos anhidropicos o
leciticos, como aquellos que poseen un corion rigido y con grandes cantidades de vitelo,
e hidropicos o aleciticos, que poseen un corion delgado y son pobres en vitelo. Otra
caracteristica anatomo-fisioloégica importante de la ovigenia es la capacidad de
reabsorcion de huevos que tiene a hembra. Estas reabsorben huevos maduros cuando
hay una escasez de hospedadores o de alimento, y aprovechan los materiales presentes
en vitelo para el mantenimiento somatico y también para utilizarlos en la futura
ovogeénesis. En otras palabras, la reabsorcién ayuda a redistribuir recursos energéticos
en periodos desfavorables, para prolongar la longevidad y aumentar su éxito
reproductivo (Bernstein y Jervis 2008).

Aparte de las razones morfoldgicas que determinan la ovigenia, los habitos de
alimentacion de las hembras adultas influyen directamente sobre la produccion de
huevos en insectos parasitoides. Iwata (1960) encontr6 que el ndmero de huevos
maduros que presenta una hembra estd inversamente relacionado con el nimero de
ovariolas y el tamafio de los oocitos, siendo los anhidropicos energéticamente mas
costosos de producir que los del tipo hidropico. Asi, la fecundidad potencial para las
especies que producen huevos hidropicos deberia ser mayor que las que producen
huevos anhidropicos (Heimpel 2000). El host-feeding destructivo permite a las hembras
sostener una produccion de huevos anhidropicos de alta calidad y probablemente
fuentes naturales alternativas de alimento colaboren para la oogénesis (Burger et al.
2004).

Jervis et al. (2001) desarrollaron un indice de ovigenia (10), que mide el grado
de produccion de huevos en el comienzo de la vida de la hembra adulta. Cuando el 10
toma un valor igual a 1, significa que todo el complemento de huevos esta maduro en el
inicio, y se relaciona con una estrategia reproductiva pro-ovigénica estricta, mientras
que un valor igual a O revela la ausencia total de huevos maduros al momento de la
formacion del estado adulto, equivalente a una estrategia sinovigenica extrema. En el
caso de los parasitoides idiobiontes, estos autores relacionan la estrategia reproductiva

sinovigénica con una alta expectativa de vida, a la habilidad de hacer host-feeding, y a
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la producciéon de pocos huevos de tipo anhidrépicos. Ademas, destacan la relacion
inversa que existe entre esa estrategia con la capacidad de reabsorcion.

En trabajos posteriores de revision y sintesis (Jervis & Kidd 1986, Jervis and
Copland 1996, Jervis et al. 2008) se demostrdO que existen cuatro estrategias
reproductivas para himenopteros parasitoides (Fig. 2.2) , basandose en el modo de
parasitismo, la koino/idiobiosis y el comportamiento de alimentacion —principalmente

por host-feeding, todos aspectos tratados precedentemente.

senese

Tipo 1
Tipo 2
= = Tipo3
Tipo 4

progenie producida

edad de la hembra

Figura 2.2: Patrones de fecundidad especifica por edad para diferentes especies de parasitoides
idiobiontes y koinobiontes (tomado de Jervis et al. (2008), Annual Review of Entomology 53:
361-385).

En la Figura 2.2 se ilustran las cuatro estrategias reproductivas, como la
variacion de la curva de fecundidad efectiva en funcion de la edad de la hembra. Las
curvas de tipo 1 y 4 describen dos estrategias extremas: la Tipo 1, exhibida por especies
pro-ovigénicas, cuyas hembras no realizan host-feeding y disponen de una gran cantidad
de huevos pequefios e hidropicos (> 1000 huevos, entre 0,1 - 0,3 mm de largo) todos
maduros al momento de la emergencia de la hembra adulta; y la de Tipo 4, caracteristica
de especies sinovigénicas, donde las hembras adultas realizan host-feeding
obligatoriamente, tienen pocas ovariolas con huevos de gran tamafio y de tipo
anhidrépico (entre 50 a 100 huevos de = 0.5 mm de largo), los cuales son madurados a

lo largo de toda la vida adulta de la hembra. Las otras dos categorias de estrategias se
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refieren a situaciones intermedias; en la de Tipo 2 las hembras experimentan un pico de
produccion de huevos a los pocos dias de emerger y en la Tipo 3 tienen también un
periodo de pre-oviposicion corto pero la curva de fecundidad y la fecundidad realizada
son mas bajas. En el trabajo de Jervis et al. (2008) se muestra ademas una tabla con
ejemplos exhaustivos de las estrategias reproductivas de especies de parasitoides, segun
cada categoria.

Otro aspecto importante de la biologia reproductiva en los parasitoides es su
clasificacion entre hembras “limitadas en el nimero de huevos maduros para oviponer”
(egg - limited) y aquellas que estan “limitadas en el tiempo que disponen para oviponer”
(time - limited). Se considera que un parasitoide es egg - limited cuando el nimero de
oportunidades de oviposicion reales excede el niUmero de 6vulos maduros disponibles
para oviponer, mientras que un parasitoide es time - limited cuando el ndmero de
huevos maduros disponibles para oviponer excede el nimero de oportunidades reales de
oviposicion. Esta caracteristica es sumamente influyente sobre su estrategia

reproductiva y la tasa de parasitismo (Lesells 1985, Hassel 2000, Jervis et al. 2008).

La respuesta funcional de insectos parasitoides

Otro punto relevante en la biologia de los parasitoides es la respuesta de la tasa
de ataque en funcién a la densidad de hospedadores, es decir, la respuesta funcional
(Holling 1969). Propuesto originalmente por Solomon (1949), este término describe la
relacion entre el nimero de presas u hospedadores consumidos por un depredador o
parasitoide, en funcidn a la densidad de presas u hospedadores, en un espacio e intervalo
de tiempo fijo. La respuesta funcional compone uno de los pardmetros de los modelos
que explican la dindmica de interaccion predador-presa y parasitoide-hospedador. Se
han descrito tres tipos principales de respuesta funcional (Holling 1959, Hassell 2000)
(Fig. 2.3):
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Figura 2.3: Tipos de respuesta funcional segin Holling (1959) (tomado de Smith, R. L. y
Smith, T. M. (2001), Ecologia. Pearson Education. 4ta Edicion en castellano.

La respuesta funcional de tipo | o densoindependiente (Figura 2.3 a) describe un
aumento lineal de la tasa de ataque de un depredador o parasitoide respecto a la
densidad de sus presas u hospedadores, hasta un punto maximo donde se estabiliza. La
pendiente determina la tasa de ataque también conocida como eficiencia de busqueda
(a’), definida como la proporcién de hospedadores consumidos por unidad de tiempo.
La literatura propone que este tipo de respuesta es mas frecuente en ambientes
estacionales. La respuesta funcional de tipo Il o densodependiente indirecta (Figura 2.3
b) muestra un aumento desacelerado del consumo de presas u hospedadores, hasta llegar
a una asintota que expresa la maxima tasa de ataque. En este tipo de respuesta funcional
aparece otro parametro que es el tiempo de manipuleo (Th), definido como el tiempo
gue necesita un depredador o parasitoide para buscar, dominar y consumir a su presa u
hospedador, y prepararse para la siguiente busqueda. Por consiguiente un Th prolongado
conduce a una baja tasa de ataque y viceversa. También esta densodependencia inversa
permite que a altas densidades poblacionales de la presa, éstas tendran menor
probabilidad de ser atacadas que cuando se encuentran a bajas densidades. Para los

parasitoides, tanto un Th constante como la insuficiencia de huevos conducen a este tipo
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de respuesta funcional (Fernandez Arhex y Corley 2003). Este tipo de respuesta se
ejemplifica por depredadores invertebrados depredadores y parasitoides, quienes van
saciandose a medida que consumen sus presas. La respuesta funcional de tipo Il o
densodependiente directa (Fig. 2.3 c¢) describe una curva sigmoide, donde el numero de
presas u hospedadores consumidos por unidad de tiempo se acelera con el aumento de la
densidad de los mismos, hasta un punto donde el Th comienza a limitar su consumo.
Este tipo de respuesta produce una mortalidad densodependiente directa a bajas
densidades, pero a partir de ese punto de inflexion describe una densodependencia
inversa y la curva se parece a una respuesta funcional de tipo Il. Depredadores
vertebrados, depredadores invertebrados y parasitoides han sido reportados como
ejemplos de este tipo de respuesta, y se la atribuye al que desarrollo de aprendizajes
para la alimentacion, y al cambio de items de presas u hospedadores.

Para determinar el tipo de respuesta funcional de un depredador o parasitoide se
han propuesto varias metodologias; sin embargo el enfoque logistico que examina la
relacién funcional entre una variable dependiente binomial (hospedador parasitado y no
parasitado) y una variable independiente (nimero de hospedadores) es actualmente el
mas aceptado (Juliano 2001; Fernandez Arhex y Corley 2003; Luna et al. 2007, Romero
Sueldo et al. 2010).

La respuesta funcional describe un aspecto relevante de la reproduccién de una
especie de enemigo natural, y su estimacion ha sido propuesta como un rasgo
importante a la hora de evaluar su potencialidad como agente de control biolégico de
plagas. Para un programa de control bioldgico, es particularmente importante conocer la
forma general que presenta la curva de consumo para el depredador o parasitoide en
estudio, para poder predecir su efecto potencial sobre la estabilidad del sistema.
Tradicionalmente, la persistencia de la interaccion parasitoide- hospedador se habia
atribuido solo a aquellos enemigos que presenten una respuesta funcional de tipo Il
(Hassell y May 1974, Berryman 1999). No obstante, estudios recientes han demostrado
que los otros dos tipos de respuesta funcional pueden conducir a la estabilidad de la
interaccidn en el campo, entre otras cosas a causa de la heterogeneidad en el riesgo de
parasitismo entre los individuos de la poblacion de hospedadores (Walde y Murdoch
1988, Hassell 2000). A su vez, el analisis del tipo de respuesta funcional es crucial para

evaluar candidatos a través de la estimacion de a’ y Th, cuyos valores permiten
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posteriormente realizar comparaciones entre varias especies disponibles acerca del
posible éxito del control (van Lenteren 2012). Cabe mencionar que el Th puede ser
calculado solo para las respuestas funcionales tipo Il y Ill, ya que existe una
densodependencia en el consumo, tanto sea esta inversa (tipo 1), o directa (tipo IlI).

Un aspecto importante a tener en cuenta cuando se analiza la mortalidad que
puede infligir una especie de parasitoide a un hospedador cuando lo parasita, es que
también lo puede hacer cuando practica host-feeding letal. A los efectos de evaluar
candidatos potenciales como agentes de biocontrol, muchos programas asumen que un
ataque exitoso del parasitoide resulta en la parasitacion. Sin embargo, si la especie a
evaluar tiene la capacidad también de hacer host-feeding no concurrente y destructivo,
esto aumentara la mortalidad de la poblacion de la plaga a controlar (Kidd y Jervis
1989, Jervis et al. 1996).

Varios estudios han evaluado atributos biolégicos de los enemigos naturales de
T. absoluta en Argentina (Riquelme Virgala 2009, Loépez et al. 2012, Nieves 2013).
Luna et al. 2007 determinaron la respuesta funcional de P. dignus, la otra especie de
parasitoide larval estudiada en esta tesis, la cual resultd ser de tipo | o independiente de
la densidad del hospedador, con una tasa de ataque = 0,22.

La teoria predice que el estado nutricional de la hembra y la densidad del
hospedador afectan su respuesta funcional (Collins et al. 1981; Bai y Mackauer 1990).
En hembras de especies sinovigénicas que realizan host-feeding destructivo, la respuesta
funcional sera el resultado tanto de la alimentacion como de la oviposicion sobre el
hospedador, que como ya se explicO anteriormente, esta decisién serd realizada en
funcion de la disponibilidad de hospedadores y fuentes de alimento (ver también Fig.
2.1). Jervis et al. (1996) indicaron que los parasitoides que poseen esta estrategia

reproductiva son probablemente mejores agentes de control bioldgico.
Obijetivos, hipdtesis y predicciones

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos previamente, este capitulo del
trabajo de tesis profundiza el conocimiento de aspectos de la ecologia reproductiva de

un ectoparasitoide larval, el himendptero euléfido D. phthorimaeae, cuando parasita

larvas del lepidoptero geléquido T. absoluta, experimentalmente en condiciones de
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laboratorio. Como ya se indicd en el Capitulo 1, el ectoparasitoide tiene una serie de
atributos positivos como agente de biocontrol de T. absoluta en cultivos de tomate de la
Argentina, tales como la sincronizacion estacional con el hospedador, la adaptabilidad
climatica, la especificidad con su hospedador, una buena respuesta a la densidad de
hospedadores y no poseer efectos adversos (Colomo et al. 2002, Luna et al. 2010). La
hembra de este ectoparasitoide practica host-feeding destructivo, tanto concurrente
como no-concurrente, tiene una baja fecundidad (< 5 huevos por hembra) y comienza a
oviponer a partir del quinto dia de vida adulta. Asi, se prevé que D. phtorimaeae
exhibira una estrategia de ovigenia de tipo sinovigénica, segun Jervis et al. (2008). Con
respecto a su comportamiento alimenticio, se ignora cuales otras fuentes de origen
vegetal podria usar la hembra adulta. Finalmente, se desconoce la respuesta funcional
del parasitoide y su potencial como factor de mortalidad sobre la plaga. Estos
conocimientos son de relevancia para la evaluacion de esta especie como agente de

control biolégico para el manejo de T. absoluta.

El objetivo general de este capitulo es conocer la ecologia reproductiva del

ectoparasitoide D. phthorimaeae (Hymenoptera: Eulophidae). Como objetivos
especificos se proponen:

1- Determinar la estrategia de ovigenia del parasitoide.

2- Evaluar como distintas fuentes de alimento ofrecido a la hembra adulta
influyen en el desempefio y parasitismo de T. absoluta.

3- Analizar el tipo de respuesta funcional del parasitoide.

La hipdtesis general es que por tratarse de una especie idiobionte y de baja
fecundidad, D. phthorimaeae tendra una estrategia reproductiva de tipo sinovigénica y

necesitara adquirir nutrientes de alta calidad para su reproduccion.
Por lo tanto, para los objetivos 1y 2 se predice que:

a- Las hembras emergeran con un complemento incompleto de huevos

maduros.
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b- Distintas fuentes de alimento tendran efectos diferenciales en el éxito

reproductivo de las hembras.

Materiales y Métodos

Colonias de insectos

La colonia de T. absoluta se establecié a partir de la colecta de plantas de tomate

realizada en cultivos comerciales de tomate organico del CHP (La Plata, Buenos Aires,

Argentina), con evidencias de dafo fresco de la plaga (Fig. 2.4).

Figura 2.4: Cria experimental de la polilla del tomate Tuta absoluta bajo condiciones
ambientales controladas en el bioterio: (a) jaula de oviposicion; (b) cajas de crias de larvas
conteniendo plantines de tomate con los primeros estadios larvales de la polilla (L1, L2y L3) y
(c) bandejas de pupacion albergando el ultimo estadio larval (L4) y el estadio de pupa de la
polilla del tomate.

El protocolo de cria de la polilla usado fue descripto por Luna et al. (2007). El
material colectado se secciond primeramente en hojas y se lo coloc6 en bandejas
plasticas con tapa (500 ml). Las larvas de T. absoluta presentes fueron alimentadas con
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hojas de tomate provenientes de plantas cultivadas en un invernaculo experimental en el
Centro de Estudios Parasitoldgicos y de Vectores (CEPAVE, CCT La Plata CONICET
y UNLP). Una vez obtenidas las pupas, se colocaron en jaulas de voile (40 x 40 x 40
cm), donde emergieron las polillas (Fig. 2.4 a). Estas fueron alimentadas con solucion
de miel ad libitum y provistas con plantines de tomate como sustrato de oviposicion.
Las jaulas fueron revisadas cada 48 h, reemplazando las plantas con huevos por nuevas.
Los plantines con huevos fueron ubicados individualmente en cajas plasticas (20 x 20 x
30 cm) (Fig. 2.4.b) hasta la eclosiéon de los mismos y la instalacion de las larvas del
primer estadio en minas en las hojas, donde mudaron al segundo estadio larval.
Posteriormente, las hojas infestadas fueron cortadas y ubicadas en recipientes plasticos
(500 ml) (Fig. 2.4. c). Las cajas se revisaron cada 48 h para aportar follaje fresco de
tomate para alimentacion de las larvas, mantener la limpieza general y extraer las pupas

formadas.

Biologia de D. phthorimaeae e interaccion con P. dignus, parasitoides de T. absoluta.



Savino, V. Tesis doctoral 2014. FCNyM, UNLP 40

Figura 2.5: Colonia del ectoparasitoide D. phthorimaeae bajo condiciones ambientales
controladas en el bioterio: (a) grilla conteniendo los tubos con los individuos de
diferentes estadios, (b) tubo conteniendo macho y hembra de la avispa.

Los ejemplares de D. phthorimaeae fueron colectados también en campos
comerciales cultivados de manera organica, en el CHP. Para ello, hojas con dafio
aparente de la polilla, i.e. minas, fueron abiertas cuidadosamente y observadas bajo lupa
binocular (KYOWA SDZ PL Tokio, Japon), con iluminacion incidente y trasmitida,
para buscar la presencia de las larvas de T. absoluta inmdviles, sefial de la posible
presencia del ectoparasitoide. Una vez encontradas, se revisaban minuciosamente para
detectar los especimenes de D. phthorimaeae que podian encontrarse en estado de larva
0 pupa. Una vez hallados, se retiraron de las minas con un pincel de un pelo, junto con
el hospedador paralizado, y colocados individualmente en tubos de vidrio tipo Kahn (5
ml). Los tubos fueron tapados herméticamente y provistos en su interior de un pedazo
de papel de filtro humedecido para suministrar una atmoésfera himeda. Los tubos se
etiquetaron con informacién sobre la fecha de colecta y lugar, y acondicionados en
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soportes o grillas donde se los observo diariamente hasta la emergencia del adulto (Fig.
2.5 a). Una vez emergidas, las avispas fueron sexadas, siguiendo la descripcion de De
Santis (1983), y re-ubicadas en parejas para permitir el apareamiento. Los adultos
fueron provistos con miel como alimento y agua (Fig. 2.5 b).

Las colonias de T. absoluta y D. phthorimaeae fueron mantenidas en un bioterio
bajo condiciones controladas ubicado en el CEPAVE, a una temperatura de 25 + 2 ° C,

un fotoperiodo de 14:10 luz/oscuridad y una humedad relativa de 70 + 10 %.

Determinacion de la estrategia de ovigenia de D. phthorimaeae

Experimento 1: tipo de maduracion de huevos y reabsorcion

Se realizé un primer ensayo para determinar el tipo de maduracion de huevos al
momento de la emergencia de la hembra adulta y la evolucion de los mismos, segun
avanza la edad de la hembra. Para ello se llevd a cabo un estudio anatémico, que
consistié en analizar microscopicamente el nimero de oocitos maduros e inmaduros en
ovarios de hembras virgenes, de cuatro edades conocidas: recién emergida de la pupa (0
dia), 3, 5 y 7 dias (n=10 hembras por edad). Para este anélisis se seleccionaron y
sacrificaron hembras de la colonia alimentadas solo con miel y que no han tenido
contacto con larvas de T. absoluta. Bajo una lupa binocular (Nikon, modelo SMZ 800,
Tokio, Japdn) se las monté en una gota de solucion fisiolégica para diseccionar el
abdomen. Se realizaron preparados de las ovariolas en portaobjetos y con la ayuda de un
microscopio (Olympus BX51), equipado con una camara digital (Olympus DP71), se
registraron iméagenes, las cuales fueron luego procesadas con el software DP Manager
Imaging System (v. 3.1.1.208, Olympus Corporation,http://www.olympus-global.com/).
Se procedio a contar y registrar el grado de maduracion de los oocitos segln el nimero
de oocitos presentes, su tamafio (longitud del eje mayor, en um) y la coloracion del
corion de los mismos como caracteristica indicadora del grado de maduracion.

Otro atributo indicativo de la estrategia reproductiva de parasitoides es la
capacidad de reabsorber oocitos, que tienen las hembras sinovigénicas. Para determinar
si las hembras de D. phthorimaeae son capaces de reabsorber oocitos, a qué edad y en
qué cantidad lo realizan, se llevd a cabo el andlisis morfoldgico comparativo de las

microfotografias de los oocitos obtenidos en las disecciones, para las cuatro edades (0,

Biologia de D. phthorimaeae e interaccion con P. dignus, parasitoides de T. absoluta.



Savino, V. Tesis doctoral 2014. FCNyM, UNLP 42

3, 5y 7 dias) de las hembras. La informacion registrada para cada hembra y edad del
parasitoide fue el nimero de huevos maduros o inmaduros reconocidos por la presencia

de masas de trofocitos a su alrededor.

Experimento 2: tipo de estrategia de ovigenia

Para evaluar si se trata de una especie pro- o sinovigenica, se siguio el criterio
descripto por Jervis et al. (2001), que se basa en la produccion de huevos durante toda la
vida de la hembra adulta, como un valor indicativo del numero relativo de oocitos
maduros e inmaduros en los ovarios. El experimento consistio en estimar la carga de
huevos en tres edades de la hembra adulta de D. phthorimaeae y su progresion en la
maduracion. La carga de huevos consiste en la suma de huevos ovipuestos mas los
oocitos remanentes en las ovariolas. Para ello se seleccionaron de la colonia hembras
adultas de edad conocida del ectoparasitoide y se las colocé individualmente en un tubo
de Kahn (5 ml) junto a un individuo macho para permitirles el apareamiento por 24 h.
Transcurrido ese tiempo, se les ofrecié un nimero fijo de hospedadores en un Unico
evento por otras 48 h. Las avispas fueron provistas con miel y agua ad libitum. El
namero de larvas de T. absoluta ofrecidas varié entre 6 y 8 del tercer estadio, una
densidad de larvas reportada por Luna et al. (2010) como 6ptima para el desempefio de
la hembra del parasitoide. Las edades de la hembra de D. phthorimaeae consideradas
para este estudio fueron 3, 5y 7 dias de vida, contados a partir de la emergencia de la
pupa (n=10 avispas por edad). Este estudio se realiz6 en un bioterio bajo condiciones
controladas. Una vez finalizado el experimento, se procedio a revisar cuidadosamente el
estado de los hospedadores, los cuales fueron clasificados como “paralizados” (es decir,
larvas que fueron usadas como alimento) o “parasitados” (larvas que presentaban
externamente un huevo del parasitoide). EI comportamiento de host-feeding de D.
phthorimaeae no pudo ser observado directamente, sin embargo se uso el criterio
descrito por Luna et al. (2010), quienes habian detectado que la paralisis permanente de
las larvas de T. absoluta y su coloracion amarillenta es una indicacién que éstas fueron
usadas como alimento. Por otra parte, las hembras del ensayo fueron disecadas en una

gota de glicerina bajo lupa para estimar el nimero de oocitos remanentes.
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Los datos registrados fueron: a) la carga de huevos y b) el tamafio de los oocitos
(longitud del eje mayor, en pm).

Para evaluar posibles diferencias significativas en el grado de maduracién de
oocitos en las tres edades de las hembras adultas de D. phthorimaeae, se consideraron
las variables nimero de huevos (carga de oocitos) y el tamafio de los mismos
producidos en cada edad como variables de respuesta y con ellas se empleé el anélisis
de varianza de una via (ANOVA), con un o = 0,05. Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el paquete de software STATISTICA 6.0; (StatSoft 2004). Como
Ho se planted que no existirian diferencias en la ovigenia experimentada por hembras de
D. phthorimaeae de distinta edad. Como Hj se propuso que existirian diferencias, y que
la edad de la hembra influencia en el nimero y tamafo de los huevos producidos. En el
caso de encontrarse diferencias significativas de los promedios entre tratamientos, éstos

fueron separados mediante la prueba de Tukey (HSD), con o = 0,05.

Evaluacion de diferentes fuentes de alimento sobre el éxito reproductivo de la hembra

de D. phthorimaeae

El efecto de diferentes alimentos sobre el fitness o éxito reproductivo de D.
phthorimaeae se evalu6 experimentalmente. El ensayo consistio en estimar como
cuatros tipos de fuentes alimenticias (tratamientos) influian sobre las siguientes
variables de respuesta: a- proporcion de hospedadores paralizadas o “picados”, b-
proporcion de hospedadores parasitados, c- la fertilidad total de las hembras, calculada
como el nimero de huevos ovipuestos mas el remanente en el abdomen, y d- la
longevidad, estimada como el nimero de dias de vida. Los tipos de alimento se
seleccionaron en funcion de informacion previa reportada sobre alimentos que los
parasitoides buscan en el campo. Asi, se seleccionaron miel, polen y fruta fermentada
(origen vegetal) y fluidos del hospedador (origen animal), para reproducir el host-
feeding. La miel es una fuente rica en azicares y muy utilizada, ademas, en estudios de
laboratorio. El polen posee un alto valor nutritivo (Burger et al. 2004) aunque sus
granos son resistentes y su contenido solo puede ser consumido por algunos parasitoides
(Gilbert y Jervis 1998). Las frutas fermentadas fueron seleccionadas debido a que son
consideradas otra alternativa a la cual los parasitoides pueden tener acceso esporadico

en la naturaleza, no obstante la energia empleada en su bdsqueda podria reducir
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sustancialmente el encuentro de hospedadores, lo cual es un costo importante para
aquellos parasitoides time-limited (Sirot y Bernstein 1996). Los tratamientos fueron: 1)
pasas de uva (Vitis vinifera L.) remojadas + agua; 2) polen + miel + agua; 3)
homogenato de larvas de T. absoluta + pasas de uva remojadas + agua; y también se
considero6 un tratamiento control a la provision de 4) miel + agua. Los alimentos fueron
ofrecidos a hembras adultas (n=10 por tratamiento), desde el momento de la emergencia
del imago hasta su muerte. Todas las hembras utilizadas en el experimento fueron
obtenidas de la colonia, colocadas individualmente en tubos de Kahn (5 ml), y
apareadas durante las siguientes 24 h de la emergencia. Transcurrido ese tiempo, se
extrajeron los machos y se mantuvieron las hembras con cada tipo de alimento ad
libitum. A partir del quinto dia de la vida adulta y hasta su muerte se les ofrecieron cada
48 h grupos de 8 larvas del tercer estadio de T. absoluta, instaladas en foliolos de tomate
frescos (Fig. 2.6). De cada hembra tratada y en cada recambio de larvas del hospedador
se registrd: a) el nimero de hospedadores vivos, es decir que no fueron atacados por el
parasitoide; b) el numero de larvas paralizadas por el parasitoide, considerando que
sobre ellas solo realiz6 host-feeding; y c) el nimero de hospedadores parasitados, i.e.

con presencia del huevo del parasitoide.

Biologia de D. phthorimaeae e interaccion con P. dignus, parasitoides de T. absoluta.



Savino, V. Tesis doctoral 2014. FCNyM, UNLP 45

Figura 2.6: Esquema del ensayo de evaluacion de diferentes alimentos sobre el éxito
reproductivo de las hembras adultas de D. phthorimaeae: (a) miel + agua; (b) pasas de uva
remojadas + agua; (c) polen y miel + agua; (d) homogenato de larvas de T. absoluta y pasas de
uva remojadas + agua.

Para estimar la fertilidad, ademas del conteo de huevos ovipuestos, se evalud
bajo lupa la presencia de oocitos en el abdomen de las hembras de D. phthorimaeae
muertas por medio de su diseccién. Para calcular la longevidad se registré el tiempo
total de vida de las hembras adultas (en dias).

Las posibles diferencias de los tipos de alimento ofrecidos sobre las variables
consideradas del éxito reproductivo de la especie se evaluaron mediante un andlisis de
varianza de una via (ANOVA), con un a = 0,05. Los andlisis estadisticos se realizaron
utilizando el paquete de software STATISTICA 6.0 (StatSoft 2004). Como Hy se
plantea que no existirdn diferencias entre tratamientos sobre las variables testeadas; para
la H; se postula que el alimento rico en proteinas y azucares (homogenato de larvas de
T. absoluta méas pasas de uvas remojadas) promovera fundamentalmente un aumento en
las variables del fitness medidas. En caso de encontrarse diferencias significativas entre
los promedios de los tratamientos, éstos se separaron mediante la prueba de LSD con o
= 0,05. Previamente a realizar los ANOVA, se les aplico a los datos de proporciones la
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transformacion de arcoseno y se verificd la homogeneidad de las varianzas mediante el
test de Levene. En caso de no cumplirse los supuestos del ANOVA los datos fueron

analizados con su correspondiente no paramétrico (Kruskal — Wallis, a= 0,05).

Analisis de la respuesta funcional de D. phthorimaeae

Para evaluar la respuesta funcional del ectoparasitoide, se siguio la metodologia
experimental propuesta por Bezemer y Mills (2001), Fernandez-Arhex y Corley (2004),
y Luna et al. (2007). Para ello, se realizd un experimento que consistié en exponer
individualmente a hembras adultas de D. phthorimaeae, en una arena donde se les
ofrecid en un Unico evento una densidad determinada de larvas de T. absoluta. En todos
los casos se utilizaron hembras adultas recientemente emergidas (24 h de vida), las que
se colocaron individualmente en contenedores plasticos de 500 ml (10 cm diametro x 12
cm de alto) como unidad experimental, y provistas con miel y agua (ad libitum) como
alimento. Se coloc6 un macho y se permitio el apareamiento por 24 h, luego de lo cual
los machos fueron removidos. De acuerdo a Luna et al. (2010) y también a resultados
previos de esta tesis, que demostraron que D. phthorimaeae comienza a oviponer a
partir del quinto dia de vida, se les permitio a las hembras un periodo de reposo similar,

luego de lo cual se les ofrecieron los hospedadores por un tiempo fijo de 48 h (Fig. 2.7).
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Se rezistro:

N, =N hospadadoras atacados
(paralizados— parasitado)

N;=N° hospadadoras parasitados.

Figura 2.7: Esquema grafico del ensayo de respuesta funcional realizado bajo condiciones
controladas.

Las densidades del hospedador consideradas fueron 2, 3, 4, 6, 8, 10, y 15 larvas
del tercer estadio. El valor maximo de densidad fue determinado también a partir de la
informacién de los experimentos anteriores, que evidenciaron el ndmero limite de
huevos disponibles por una hembra del ectoparasitoide para oviponer en toda su vida.
Se realizaron 10 réplicas para cada densidad del hospedador.

Transcurridas las 48 h, se removieron las larvas de T. absoluta de la unidad y se
revisaron inmediatamente con ayuda de una lupa binocular (Nikon, modelo SMZ 800,
Tokio, Japdn), para registrar el namero de hospedadores con sintomas de paralisis o
“picados” (Na) y los parasitados (Np), es decir con presencia del huevo de D.
phthtorimaeae.

Con estos datos se calcularon las siguientes proporciones: hospedadores
atacados (Na + Np), solo picados (Na) y solo parasitados (Np) por D. phthorimaeae
para cada densidad de T. absoluta ofrecida (N0). Se analiz6 por medio del ajuste a una
regresion logistica la forma de la curva entre las proporciones Na+Np /NO y Na/NO
(Juliano 2001, Fernandez-Arhex y Corley 2004, Romero Sueldo et al. 2010). Se tomo

la decision de analizar la respuesta funcional de D. phthorimaeae para los
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comportamientos de host-feeding y de oviposicion, ya que en ambos casos causan la
muerte del hospedador. En otras palabras, ambos tipos de respuesta del parasitoide
frente a la densidad del hospedador (parasitar o alimentarse) tienen un efecto similar en
la poblacion de la plaga, la que muere a causa del ataque.

Las ecuaciones que se ajustan el modelo logistico son las siguientes:

(Na+Np)/No o Na/No = exp (Po + P1No+ P2No 2+P3 No 3)/1 + exp
(Po + P1No + P2No 2+P3 No ®)

donde Po, P1, P2 y P3 son los coeficientes de intercepcion, lineal, cuadratico y cubico,
respectivamente.

Las estimaciones de los parametros Po a P3 fueron obtenidas aplicando modelos
de estimacion no lineales (regresion por medio de cuadrados minimos) usando el
programa Statistica (Statsoft 2007). Se consideraron como variables dicotémicas: O:
larvas vivas, y 1: las larvas con signos de ataque de D. phthorimaeae. Debido a que al
aplicar el método la expresion cubica arrojo predictores redundantes, el modelo fue
reducido a una nueva ecuacion cuadrética, la cual de acuerdo a Romero Sueldo et al.
(2010), pueden obtenerse tres resultados posibles: 1) si ninguno de los pardmetros, Po,
P1, P2, 0 s6lo Po es significativo, se concluye que los datos se ajustan a una respuesta
funcional de Tipo | (denso-independencia del ataque de D. phthorimaeae frente a
diferentes densidades del hospedador); 2) si P1 es significativo y negativo, la respuesta
funcional es de Tipo Il (densodependencia inversa del ataque del parasitoide frente a
distintas densidades de T. absoluta); y 3) si P1 y P2 son significativamente positivos y
negativos, respectivamente, se determina una respuesta funcional de Tipo |1l (existe una
densodependencia directa entre el ataque del parasitoide en respuesta a las distintas
densidades de larvas de la polilla).

Una vez conocido el tipo de respuesta funcional, se procedio a determinar el
pardmetro a’ o coeficiente instantdneo de ataque de D. phthorimaeae, (proporcion de
hospedadores consumidos por unidad de tiempo) (Holling 1966). Este parametro fue
estimado mediante regresion lineal (Fernandez-Arhex y Corley 2004), y se lo calculo
para ambos tipos de comportamiento, tanto de oviposicion como de alimentacion (host-

feeding).
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La ecuacion utilizada fue la siguiente:

(Na+Np)/No o Na/No =a’ T No

donde Na, Np y No son el nimero de larvas de T. absoluta sélo usadas para
alimentacion, parasitadas y total ofrecidas, respectivamente, y T es el tiempo de
exposicion de los hospedadores al parasitoide en este estudio (48 h). Para estimar la tasa
de ataque a’ se procedid a realizar una regresion lineal basada en el Método de
Levenberg-Marquardt (Statistica Statsoft 2007).

Resultados

Determinacion de la estrategia de ovigenia

Experimento 1: Tipo de maduracion de huevos de D. phthorimaeae y reabsorcion

El diagndstico microscopico de la produccién de huevos a lo largo de la vida
adulta de las hembras de D. phthorimaeae mostré que las recién emergidas (dia 0)
carecen de oocitos maduros en sus ovariolas, presentando s6lo masas inmaduras de
trofocitos (Fig. 2.8 a). Para las otras tres edades testeadas (3, 5 y 7 dias de vida), se
observaron masas de huevos de tipo himenopteriforme en distinto grado de maduracion,
corroborado por la longitud del oocito y la difereciacion en el color del corion. Asi, se
reconocieron como oocitos maduros a aquellos de forma alargada y de coloracion del
corion mas oscura (Fig. 2.8 b, ¢ y d). La ausencia de oocitos maduros al momento de la
emergencia de la hembra adulta de D. phthorimaeae prueba que se trata de una especie

extremadamente sinovigénica, con un 10 = 0.
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Figura 2.8: Fotografias de diseccién de ovarios de hembras de D. phthorimaeae de edades
diferentes: (a) recién emergidas; (b) 3 dias; (c) 5 dias; (d) 7 dias de edad. En (a) el circulo
muestra masas de trofocitos, i.e., huevos inmaduros, y en (d), la flecha sefiala huevos inmaduros
en formacion.
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De este estudio se concluyd que el 20% de las hembras de 3 dias de vida no
poseian oocitos maduros, y que a los 7 dias, éstas son capaces todavia de formar oocitos
inmaduros, coexistiendo con masas de huevos maduros, tal como fue observado con la
inspeccion microscopica (Fig. 2.8 d).

El promedio de huevos que produce una hembras de D. phthorimaeae estimado
para las tres edades testeadas fue de 4,15 + 0,4 (media + ESM, n= 29). Se registro una
disminucion significativa en la produccion a lo largo de la vida de las hembras
(ANOVA F =4,20; gl =2, 24; p = 0,03) (Tabla 2.1), registrandose una promedio de =~ 6
huevos al tercer dia de vida y = 3 huevos al séptmo dia. Ademas, la evidencia de un
menor numero de oocitos y la presencia de huevos en formacion en hembras de siete
dias de vida privadas de hospedadores (Fig 2.8 d) con respecto a hembras de edades mas

jévenes en la misma condicién (Fig. 2.8 b y ¢), resulté una indicacion del proceso de

Biologia de D. phthorimaeae e interaccion con P. dignus, parasitoides de T. absoluta.



Savino, V. Tesis doctoral 2014. FCNyM, UNLP 51

reabsorcion de huevos en esta especie. En este estudio se estimo la reabsorcion de un

oocito cada 48 horas.

Tabla 2.1: Numero y tamafio (media £ ESM) de la produccién de huevos a lo largo de

la vida de la hembra de D. phthorimaeae.

Edad Hembra (d) n No. Huevos n Tamarfio Huevos (um)
3 10 5,50+ 0,652 8 346,38 + 14,87
5 10 4,20+0,39a 9 354,44 + 8,70
7 9 2,89+£0,45b 9 356,81 £ 5,14
ANOVA F=42 F =0,29
df=2, 24 df=2,23
p=0,03* p =0,7515 ns

El tamafio promedio de los huevos fue de 352,79 + 5,58 um (media = ESM, n =
26). No se hallaron diferencias en la longitud de los huevos maduros a lo largo del

rango de edades de las hembras en estudio (Tabla 2.1).

Experimento 2: Tipo de estrategia de ovigenia de D. phthorimaeae

Este experimento mostrd, en primer lugar, que las hembras mataron, ya sea por
host-feeding o parasitismo, aproximadamente el 30 % de las larvas de T. absoluta en las
tres edades consideradas (Fig. 2.7). También se detectd que las avispas de 3 y 7 dias de
vida sOlo practicaron host-feeding, matando a un 32 % de los hospedadores, sin
oviponer, mientras que las hembras de 5 dias de vida lograron parasitar el 5% de las
larvas de T. absoluta, ademas de producir la muerte de otro 27 % por picaduras (Fig.
2.9).
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Figura 2.9: Proporcién de larvas de T. absoluta paralizadas (barras punteadas) y parasitadas
(barra negra), para tres diferentes edades de hembras adultas de D. phthorimaeae (n = 29).

Las observaciones con el microscopio para dilucidar el mecanismo de host-
feeding de D. phthorimaeae, no mostraron evidencias fisicas del ataque, tales como
presencia de marcas, orificios o lastimaduras dejadas por la hembra del ectoparasitoide
en la larva de T. absoluta. Por lo tanto, se corrobord que este mecanismo sélo puede ser
revelado por el aspecto externo amarillento y consistencia flacida de la larva de T.
absoluta, con el interior de su cuerpo necrosado.

También se constatd que la hembra de 5 dias de edad esta en situacion 6ptima
para oviponer. Sin embargo, las tasas de parasitismo registradas en los experimentos

fueron muy bajas, tema que se discutira mas profundamente en secciones posteriores.

Evaluacion de diferentes fuentes de alimento sobre el éxito reproductivo de D.

phthorimaeae
En este experimento se observd que el tipo de alimentacion de las hembras de D.

phthorimaeae afectd significativamente la proporcion de hospedadores paralizados
(host-feeding) y atacados (hostfed més parasitados) mientras que no tuvo efecto sobre
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las otras variables testeadas (proporcion de hospedadores parasitados, longevidad y
fecundidad de la hembra) (Tabla 2.2). ElI suministro de pasas de uva condujo a una
menor proporcion de hospedadores paralizados y atacados respecto al control (miel). No

obstante, los otros dos tipos de alimento tuvieron una influencia intermedia.

Tabla 2.2: Resumen de los parametros del andlisis de la varianza para evaluar el efecto de
distintas fuentes de alimento sobre el desempefio de hembras adultas de D. phthorimaeae (*
ANOVA; ns: no significativo; letras diferentes indican diferencias significativas al 5%, LSD;
**Kruskal — Wallis, ns: no significativo).

0,213 a 0,035 ns 0,25 a 12,3 ns 3,3ns
0,265 ab 0,010 ns 0,276 a 11,4 ns 1,2 ns
0,271 ab 0,026 ns 0,298 ab 13,2 ns 3,5ns
0,37 b 0,035 ns 0,411 b 15,6 ns 3,0ns
F=4,80 F =4,107 F =4,66 F=0,61 F =5,948
df =39 df = 39 df =39 df =39 df =39
p =0,0065 p =0,250 p =0,0075 p=0,612 p =0,114

Andlisis de la respuesta funcional de D. phthorimaeae

El nmero promedio de larvas de T. absoluta parasitadas por D. phthorimaeae
vario entre 1 y 3, para el rango de densidades del hospedador testeadas (Fig. 2.11). Se
observo un ligero aumento en la media de hospederos parasitados a altas densidades de
T. absoluta; sin embargo la pendiente de la regresion lineal no fue distinta de 0
(p=0,87). EI numero maximo de hospederos parasitados fue de 3, para una densidad =
10 larvas de T. absoluta. En total, el promedio del numero de larvas parasitadas fue de
0,18 (+ 0,06 ESM, n = 72).
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Figura 2.11: Namero de larvas de T. absoluta parasitadas por D. phthorimaeae en relacion a la
densidad de hospedadores (n = 72). Regresion lineal: y = 0,017 + 0,023 x. NS, pendiente no
significativo, (p > 0,05).

La proporcién de larvas de T. absoluta atacadas, y las sélo picadas también
resultaron ser independientes de las densidades del hospedador consideradas en este
estudio. Asi, se determind que el tipo de curva de respuesta funcional para ambas
variables es de Tipo I, ya que los parametros P; y P, de la regresion logistica no fueron

significativamente diferentes de O (Tablas 2.3 y 2.4).
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Tabla 2.3: Andlisis de la regresion logistica de la proporcion de larvas de T. absoluta atacadas
por D. phthorimaeae (n = 144; * nivel de significancia para p = 0,05; ns = no significativo).

Py -2,04 (0,92) 0,02 *
P, 0,44 (0,26) 0,09 ns
P, -0,02 (0,01) 0,15 ns

Tabla 2.4: Analisis de la regresién logistica de la proporcién de larvas de T. absoluta picadas
por D. phthorimaeae (n = 144; ns = no significativo).

Po -1,22 (0,93) 0,19 ns
P, 0,05 (0,26) 0,85 ns
P, 0,0002 (0,01) 0,90 ns

Cabe mencionar que se registré una variabilidad importante de los valores de la
proporcion de hospedadores atacados para cada densidad. Para la densidad de 6 larvas
de T. absoluta el parasitoide ataco hasta un 80 % de los hospedadores ofrecidos (Fig.
2.12ayh).
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Figura 2.12: Proporcion de larvas de T. absoluta (a) solo host fed, y (b) atacadas (host fed y/o
parasitadas) por D. phthorimaeae, con respecto a la densidad de hospedadores. Respuesta
funcional Tipo I: () y = 0,202 + 0,02 x; (b) y = 0,233 + 0,02 x (e, indica un mismo valor para
varias réplicas; m, Unica réplica con ese valor).
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La ecuacion del modelo de respuesta funcional Tipo | para estimar la tasa
instantanea de ataque (a’) se ajusta significativamente a los datos observados para las
larvas de T. absoluta atacadas y solo picadas por D. phthorimaeae (Tabla 2.5). En
ambos casos, la tasa de ataque es del 20 % de las larvas del hospedador,

independientemente de la densidad de hospedadores ofrecida.

Tabla 2.5: Coeficiente de ataque (a ) del nimero de larvas de T. absoluta atacadas (host
fed y/o parasitadas), y solo host-fed por D. phthorimaeae, en un periodo de 48 horas (n
= 72; * significativo en a = 0.05).

Sélo host fed 0,20 0,01 0.00* 0,17 0,23
Atacadas 0,21 0,01 0.00 * 0,18 0,24
Discusién

Los estudios llevados a cabo para conocer la biologia reproductiva de D.
phthorimaeae, un agente potencial de biocontrol de la plaga T. absoluta, permitieron
confirmar en primer lugar que se trata de una especie extremadamente sinovigénica (10
= 0), tal como lo predice la teoria (Jervis et al. 2001, 2008). El estudio anatomico
completo la informacion previa que se tenia sobre esta especie, donde Luna et al. (2010)
habian sugerido la sinovigenia sobre la base de la curva de oviposicion de las hembras.
Asi, la hembra emerge con su complemento de oocitos en estado inmaduro y alcanza al
tercer dia de vida la carga maxima, que es de = 6 huevos/hembra.

También se confirmd que las hembras, una vez emergidas, necesitarian ingerir
para el oviponer, nutrientes extra a la reserva teneral (Casas et al. 2003). Los nutrientes
extra son obtenidos fundamentalmente a partir del host-feeding, aunque también es
posible que aproveche otras fuentes de azlcares del ambiente. Este hallazgo sugiere que
D. phthorimaeae puede ser referido como parasitoide de tipo anautdégeno u obligado, es
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decir que las hembras oviponen sélo si previamente han realizado host-feeding (Jervis y
Kidd 1986).

Basandose en una sintesis de datos empiricos sobre la biologia reproductiva de
un variado grupo de parasitoides, Jervis et al. (2008) relacionaron la reproduccion de
éstos con los patrones de reasignacion, utilizacion y adquisicion de nutrientes, y
propusieron que las especies se ajustan a una de cuatro posibles tipos de curvas de
fecundidad (tipos 1 a 4, desde pro-ovigénica a extremadamente sinovigenica) (Fig. 2.2 y
apartado “Estrategias reproductivas y de comportamiento de alimentacion en
parasitoides”, de este Capitulo). Sobre la base de la informacion obtenida en este
estudio de tesis y la fecundidad potencial reportada anteriormente (ca. 9 huevos por
hembra, Luna et al. 2010), se concluye que la hembra de D. phthorimaeae cuando
utiliza como hospedador a la especie T. absoluta exhibe una curva tipo 4, es decir, es
extremadamente sinovigénica, produce huevos grandes ricos en vitelo (anhidropicos) y
tiene una fecundidad potencial menor a 50 huevos durante su vida adulta. Las especies
con curva tipo 4 son de las menos fecundas entre los parasitoides himenopteros. Otras
especies de parasitoides idiobiontes solitarios que presentan este tipo de curva y rasgos
reproductivos similares a D. phthorimaeae (maxima fecundidad =10) fueron reportadas
previamente para la familia Chalcididae, las especies Brachymeria intermedia (Nees),
endoparasitoide de pupas de lepiddpteros, y B. lasus (Walker) que ataca pupas de
lepidopteros, dipteros e himendpteros, e Ichneumonidae, la especie Diapetimorpha
introita (Cresson), parasitoide de Spodoptera frugiperda. Estas especies han sido
empleadas para el control bioldgico, indicando que aun con fecundidades tan bajas,
algunos parasitoides pueden ser agentes de biocontrol adecuados. La efectividad de
éstos dependera de otros atributos positivos, tales como el host-feeding no concurrente
destructivo y la tolerancia a la deprivacién de hospedadores en parte subsidiada por la
reabsorcion de huevos.

La teoria del comportamiento de forrajeo indica que una hembra de una especie
de parasitoide con una estrategia reproductiva, extremadamente sinovigénica, que
practica host-feeding no concurrente para obtener nutricion extra para oviponer, puede
verse forzada frente a la presencia de un hospedador, a decidir entre alimentarse u
oviponer (Bernstein y Jervis 2008, Fig. 2.1). Para especies egg-limited, este

comportamiento serd una importante restriccion para el éxito reproductivo si el nimero
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de hospedadores disponibles excede el nimero de huevos maduros en ese momento
(Heimpel et al. 1998; Jervis et al. 2001). Este estudio reveld que D. phthorimaeae es
una especie egg-limited, siendo esta informacion relevante para conocer su
manipulacion como agente de biocontrol de T. absoluta.

Asi, varios autores afirman que la estrategia evolutiva de la sinovigenia es, en
teoria, superior a la pro-ovigenia estricta, en cuanto a la aptitud de las hembras, ya que
la maduracion gradual del complemento de huevos durante toda la vida les permite
sobrellevar transitoriamente la falta de hospedadores (Heimpel y Rosenheim 1998,
Heimpel et al. 1998, Casas et al. 2000, Rosenheim et al. 2000). La demostracion de que
las hembras de D. phthorimaeae privadas de hospedadores son capaces de reabsorber
huevos, indica que es posible que éstas puedan mantenerse vivas por mas tiempo gracias
a la energia extra ganada, y continuar con la basqueda de hospedadores. Esto ha sido
observado en otros parasitoides sinovigenicos, donde el aporte de fuentes de alimento
ricas en carbohidratos no pueden por si solo asegurar la produccién de huevos, y si éstos
son privados de realizar host-feeding, por lo que la reabsorcion de huevos maduros es la
respuesta a esta falta de nutrientes (Jervis y Kidd 1986; Jacas et al. 2009).

El host-feeding observado en D. phthorimaeae es entonces imprescindible para
lograr la oviposicion y asegurar la descendencia. A su vez, la redistribucion de recursos
por la reabsorcién de huevos en ausencia de hospedadores para realizar posibles futuras
oviposiciones, es un importante rasgo evolutivo modulado por el comportamiento
reproductivo. Este mecanismo también fue reportada por Collier (1995) para el
parasitoide Aphytis melinus De Bach. En este caso, la carga de huevos méaxima fue
registrada a los dos dias de vida de la hembra, aunque la misma emerge ya con algunos
oocitos maduros.

La emergencia de hembras adultas con una proporcion muy baja de huevos
maduros tiene la desventaja que solo una pequefia fraccion de la vida atil potencial de
su propio complemento de huevos estéd disponible para oviponer en un momento dado.
No obstante, le confiere la ventaja de una mayor plasticidad reproductiva, sobre la
longevidad de la hembra, en respuesta a la variacion en la disponibilidad de
hospedadores. Por lo tanto, el tipo de maduracion de oocitos, el comportamiento de

host-feeding y el mecanismo de reabsorcion son aspectos distintos de la misma
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estrategia de sacrificar un inseguro éxito reproductivo actual para aumentar las
oportunidades de éxito reproductivo a futuro (Jervis y Ferns 2004).

Segun Bernstein y Jervis (2008) varios autores han sido pioneros en el estudio
de la alimentacion de los parasitoides adultos. Sin embargo, las implicancias que
representa este aspecto sobre sus historias de vida, como por ejemplo, sobre el
comportamiento de blsqueda de alimentos y la decision que deben enfrentar las
hembras cuando se encuentran ante los hospedadores, fueron exploradas hace
relativamente poco tiempo. Las investigaciones sobre la ecologia del comportamiento
de parasitoides comenzaron a concentrarse en este tema, en primer lugar porque en
muchas especies los eventos de alimentacion y oviposicién no ocurren simultaneamente
y por consiguiente constituyen una oportunidad y/o pérdida en términos de ganancia de
fitness "inmediata™ (Heimpel y Collier 1996).

En este estudio se mostrd que la provision de fuentes extra de alimento (pasas de
uva, miel y polen) no proveniente de hospedadores (host-feeding) no mejoraron el
comportamiento de ataque de D. phthorimaeae, es decir, las hembras no infligen mas
mortalidad a los hospedadores, sino mas bien posee un efecto inverso. Esto puede
deberse a que las mismas probablemente se sacien con esta fuente adicional de
alimento y evite mayores niveles de ataque sobre T. absoluta. Tampoco se mejoran ni la
proporcién de parasitismo, ni la longevidad, ni la fertilidad, con esta oferta de
alimentos.

En cuanto a los nutrientes que aporta la hemolinfa, es bien conocida la funcién
que tienen los azlcares (principalmente trehalosa y sucrosa) para la supervivencia y los
lipidos para la reproduccion de los parasitoides. Por otra parte, no se conoce con
claridad el valor que poseen las proteinas. Si bien numerosos estudios asumen que para
los parasitoides sinovigénicos las demandas de proteinas estad asociada con la
produccion de huevos (Jervis y Kidd 1986, Heimpel y Collier 1996). Otros resultados
indican que su adquisicion estaria ligada ademéas al mantenimiento somatico (Flanders
1950, Giron et al. 2004).

La posibilidad de proveer con fuentes de alimento alternativos a los parasitoides
adultos ha atraido considerable atencion (Thompson 1976, Stapel et al. 1997, Jacobs y
Evans 2000, Azzouz et al. 2004, Burger et al. 2004, Costamagna y Landis 2004),

fundamentalmente para suplantar el host-feeding — un mecanismo que insume una gran
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cantidad de hospedadores en una cria masiva por ejemplo - y propiciar una
reproduccion actual sobre la que podria realizarse en un futuro, segin lo predice la
teoria del forrajeo. Aunque se ha demostrado que la adicion de alimentos puede ser
utilizada por parasitoides adultos en el campo y lograr de esta manera aumentar la tasa
de parasitismo, existe poca evidencia experimental que esto se haya traducido en una
reduccion de las densidades de las plagas, lo que indica la necesidad de pruebas de
campo adicionales.

Con respecto al estudio de la respuesta funcional de D. phthorimaeae, los
resultados obtenidos mostraron que la hembra tiene un comportamiento de mortalidad
densoindependiente producida tanto por host-feeding como por el parasitismo, a medida
que se incrementa la densidad de larvas de T. absoluta. Este resultado sugiere que en
aquellas condiciones en las que la hembra se encuentra forzada a usar hospedadores
para alimentarse (debido a la escasez de energia acumulada o por la edad que tiene la
hembra), D. phthorimaeae podria infligir similares tasas de mortalidad a la ocasionada
por el parasitismo, aunque con implicancias en su éxito reproductivo. ES necesario
Ilamar la atencidn en este caso, sobre el hecho que a pesar de la relevancia de esta causa
de mortalidad, resulta sin embargo muy frecuentemente subestimada, en parte al menos
debido a la dificultad para medirla en el campo. Jervis et al. (1996) sefialan que éste es
un rasgo bioldgico importante a considerar como otro criterio positivo a la hora de
seleccionar los agentes de control bioldgico.

La respuesta funcional es ampliamente usada en la evaluacion de enemigos
naturales como potenciales candidatos como agentes de biocontrol, y junto con el
analisis del patron de parasitismo a campo, brinda informacién para su manejo (Bellows
y Fisher 1999). En la Argentina, T. absoluta es atacada principalmente por el
endoparasitoide koinobionte larval P. dignus, y en ocasiones pueden co-existir con el
ectoparasitoide D. phthorimaeae (Capitulo 1, Luna et al. 2007, 2010, Sanchez et al.
2009). Estas especies, si bien presentan biologias claramente contrastantes, tienen
respuestas funcionales densoindependientes de la densidad de la polilla y una alta
variabilidad en la proporcién de hospedadores atacados cuando se incrementa la
densidad de larvas de su hospedador. En comparacion, P. dignus posee una mayor tasa
de ataque y se trata de un parasitoide time-limited mientras que D. phthorimaeae es un

parasitoide egg-limited. Estas caracteristicas reproductivas diferenciales podrian estar
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contribuyendo a que las especies coexistan en condiciones naturales. Tal como Jervis et
al. (2008) indicaran, la extraordinaria variacién en la biologia reproductiva y la
plasticidad adaptativa exhibidas por las especies de parasitoides en relacion con sus
limitaciones, les permite conformar comunidades naturales muy diversas. Este tema sera
retomado en los siguientes capitulos.

Por el momento, los rasgos estudiados en el laboratorio, sobre el
comportamiento de alimentacion, el tipo de respuesta funcional y las caracteristicas
vinculadas al tipo de estrategia de ovigenia que presenta D. phthorimaeae le
proporcionan atributos deseables como agente de control. Estos aspectos deben ser
contemplados, ademas, en el contexto de su desempefio en el campo, de modo de lograr
su uso sin interferir su coexistencia con otros enemigos, y fundamentalmente con el
endoparasitoide P. dignus, otro buen candidato para el biocontrol de T. absoluta

(Nieves 2013), en el marco de un MIP para el cultivo de tomate en Argentina.
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Capitulo 3

Competencia interespecifica entre el
ectoparasitoide Dineulophus phthorimaeae y

el endoparasitoide Pseudapanteles dignus
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Ecologia de comunidades de parasitoides

Dos 0 mas especies diferentes de parasitoides pueden coincidir en el ataque a un
mismo hospedador; esto es conocido como multiparasitismo y el resultado por lo
general es la muerte de la larva de una de las especies (Zwolfer 1971). No obstante, en
la naturaleza es comun encontrar la coexistencia de especies de parasitoides atacando a
la poblacion local de una especie hospedadora en particular, lo que culmina
conformando una comunidad o ensamblaje de especies (Mills 1992, 1994). Esta
coexistencia se establece gracias a que las especies parasitoides se especializan por
explotar un estado/estadio de desarrollo del hospedador en particular, es decir tienen sus
propios nichos (Waage y Hassell 1982). Mills (1992) definié el concepto de nicho del
parasitoide, como las diferentes formas en las que el hospedador puede ser aprovechado
como recurso. El nicho de los parasitoides esta conformado por una amplia variedad de
taxa de insectos hospedadores e incluye todos sus estados de desarrollo. Las especies de
parasitoides ocupantes de un mismo nicho conforman un gremio de parasitoides. Segun
Mills (1994), dichos gremios forman unidades ecol6gicas naturales y pueden estar
compuestos desde unas pocas a cientos de especies de diferentes grupos taxondémicos
(entre los mas representativos Hymenoptera, Diptera y Coleoptera). A su vez, una
misma especie hospedadora puede ser explotada por mas de un gremio de parasitoides.
Para analizar la composicion de gremios de parasitoides de una especie hospedadora, se
utilizan varios criterios, a saber: a- el estado en que el hospedador es atacado por el
parasitoide; b- el estado en que el hospedador muere y c- el modo de parasitismo (endo
0 ectoparasitismo). Basadndose en un estudio de meta-andlisis, Mills (1994) definio la
existencia de 12 gremios diferentes de parasitoides en la naturaleza, segun los criterios

antes mencionados (Fig. 3.1):

a) los que usan el estado de huevo del hospedador: Gremio 1- los

endoparasitoides de huevos;

b) los que usan el estado de larva del hospedador: Gremio 2- los
endoparasitoides de larvas tempranas, Gremio 3- los endoparasitoides de larvas tardias,

Gremio 4- los ectoparasitoides larvales;
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c¢) los que utilizan como recurso a la prepupa del hospedador: Gremio 5- los
endoparasitoides de huevo a prepupa, Gremio 6- los endoparasitoides de larva a
prepupa, Gremio 7- los ectoparasitoides de larva a prepupa, Gremio 8- los

ectoparasitoides de prepupa a pupa;

d) los que utilizan el estado de pupa del hospedador: Gremio 9- los

endoparasitoides de larva a pupa, Gremio 10- los endoparasitoides de pupas; y

e) los que usan el estado de adulto del hospedador: Gremio 11- los

endoparasitoides de larva a adulto y Gremio 12- los endoparasitoides de adultos.

Endoparasitoide de adulto  EnLA

Endoparasitoide de huevo

Endoparasitoide de pupa Endoparasitoide de huevo-prepupa (EnHpP)

EnLP

Ectoparasitoide de prepupa-pupa | Endoparasitoide de larva joven (EnL J)

EcLpP

Endoparasitoide de larva-prepupa (EnLpP)
EnLpP

EnHpP

Endoparasitoide de larva tardia (EnLT)

EnLJ Endoparasitoide larva-pupa (EnLP)

Ectoparasitoide de larva-prepupa (EcLpP) Endoparasitoide de larva-prepupa (EnLpP)

Endoparasitoide de larva-adulto (EnLA) Ectoparasitoide larval

Figura 3.1: Gremios de parasitoides definido por el modo de utilizaciéon del hospedador. El
circulo representa el ciclo de vida de un hospedador holometabolo: H: huevo; LJ: estadio larval
temprano; LM: estadio larval medio; LT: estadio larval tardio; pP: prepupa; P: pupa y Ad:
adulto (adaptado de Mills 1994).

El analisis de gremios que forman una comunidad de parasitoides brinda
perspectivas utiles en términos de la informacion de la ecologia funcional de las
especies que la componen, de como usan el recurso y del nicho que ocupan, entre otras.
Cuando se trata de un complejo de enemigos naturales atacando a una especie plaga,
permite también conocer posibles interacciones competitivas interespecificas (intra- e
intergremio). Finalmente, brinda fundamentos para la manipulacion de estas especies en

programas de control biologico (Mills 1994).
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En el presente y siguiente capitulo de este trabajo de tesis se tratard la
interaccion competitiva de D. phthorimaeae y P. dignus, dos especies de parasitoides
larvales de la “polilla del tomate”, que si bien poseen el mismo nicho (ambos explotan
el estadio larval), utilizan el hospedador de manera diferente: el primero es un
ectoparasitoide idiobionte y el segundo un endoparasitoide koinobionte. Por lo tanto

existe entre ambas especies una superposicion parcial de sus nichos (Figs. 1. 6y 3.2).

(EpPN)

/

Larva Larva
Tardia | Mediana
l Dinsulophus phthorimaeas

Figura 3.2: Representacion de los gremios al los que pertenecen D. phthorimaeae y P. dignus,
parasitoides larvales de T. absoluta, dentro de su ciclo de vida (Larva joven (estadios L1y L2);
Larva mediana (estadio L3) y Larva tardia estadio L4); ELN: endoparasitoide de larvas
tempranas).

Competencia entre insectos parasitoides
La teoria ecoldgica predice que en un ambiente constante dos especies no
pueden existir y desarrollarse explotando un mismo recurso (Volterra 1926, Gause

1934), y que como consecuencia, el mejor competidor desplaza competitivamente a la

otra especie. Otra definicion considera a la competencia interespecifica como el efecto
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negativo que una especie tiene sobre otra, a través del acceso o el control de un recurso
limitado.

Sin embargo, en la naturaleza se observa que numerosas especies pueden
coexistir, debido fundamentalmente a las diferentes formas en las que se han
especializado para aprovechar los recursos. Los modelos matematicos sugieren que esta
coexistencia de especies puede ocurrir en presencia de factores que permitan aumentar
el numero de recursos disponibles o bien le impida a una de las especies ser siempre
competitivamente superior. Entre estos factores se mencionan: la diferenciacion de los
nichos de las especies competidoras, la fuerte competencia intraespecifica y también
condiciones del medio ambiente que varian en el espacio o en el tiempo. Una
consecuencia de la coexistencia es que las especies involucradas no alcanzaran sus
parametros éptimos poblacionales, pero podran sobrevivir y tener un buen desempefio
(Dean y Ricklefs 1980, Briggs 1993, Hassell 2000, Hawkins 2000).

Usualmente en parasitoides, la competencia por ganarse el hospedador o recurso,
puede darse tanto a nivel de individuos inmaduros, es decir, las larvas de distintas
especies que luchan por su alimento, o bien entre las hembras adultas heterospecificas
que rivalizan para oviponer.

Los mecanismos de la competencia se dividen fundamentalmente en dos
categorias: competencia por explotacion, en la que los competidores interactian en
forma directa a través del consumo de un recurso esencial reduciendo uno de ellos la
disponibilidad del mismo al otro competidor, y la competencia por interferencia, en la
que la actividad de una especie reduce el acceso a un recurso esencial a su competidor,
en general provocado por dafios fisicos (peleas) o por supresion quimica (a través de
toxinas) (Mills 2006, Park 1962). Por otra parte, Mackauer (1990) define a estos
mecanismos de competencia interespecifica entre parasitoides, como directa, cuando
ocurre entre las larvas de dos o mas especies sobre el hospedador, e indirecta, por
medio de la supresion de la abundancia del recurso. Smith (1929) distinguio para las
interacciones entre parasitoides, entre la competencia extrinseca como aquella que
sucede entre los adultos durante la busqueda por el hospedador, y la competencia
intrinseca como la que ocurre entre las larvas de los parasitoides al adquirir los recursos

de un solo hospedador individual.
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La competencia por interferencia entre especies puede ser altamente asimétrica
cuando los competidores poseen diferentes tiempos de desarrollo, favoreciendo siempre
a una especie en detrimento de su antagonista. Por ejemplo, en el caso de los
parasitoides, los ectoparasitoides larvales son generalmente competitivamente
superiores frente a los endoparasitoides, por desarrollarse mas rapidamente (Mills
2006).

En estos insectos, la competencia puede ser indagada experimentalmente, por
manipulacion de sus densidades, o bien buscando evidencia en el campo (Godfray
1994). Es posible determinar a priori las habilidades competitivas de los parasitoides
basandose en sus caracteristicas bioldgicas (Mills 2006). La categorizacion de los
parasitoides en koinobiontes (que permiten un periodo prolongado de crecimiento y
desarrollo del huésped después de la parasitacion) e idiobiontes (que matan o paralizan
al huésped inmediatamente) resulta una indicacion practica para analizar su capacidad
como competidores (Haeselbarth 1979, Askew y Shaw 1986, Capitulo 1). La ecologia
de parasitoides predice que los ectoparasitoides idiobiontes, son capaces de matar o
paralizar hospedadores previamente parasitados resultando competitivamente superiores
a los koinobiontes (Hawkins 1994). Ademas, la biologia reproductiva influye en las
posibles interacciones competitivas de los parasitoides; por ejemplo, es esperable que
frente a la disponibilidad de hospedadores aptos, una hembra adulta de una especie que
muestre una estrategia de reabsorcion de huevos sea capaz de eludir la confrontacion
con especies antagonistas y postergar su reproduccion para el futuro (Jervis y Kidd
1986, Bernstein y Jervis 2008, Capitulo 2).

Los aspectos demograficos también influyen en la competencia entre especies de
parasitoides. Asi, es mas probable que ésta ocurra cuando las tasas de parasitismo son
altas y si todos los individuos de la poblacion del hospedador tienen la misma
probabilidad de ser parasitados. Sin embargo, cuando una alta proporcion de la plaga es
inmune al ataque, los parasitoides pueden tener una gran competencia por los
relativamente pocos hospedadores vulnerables, a pesar que las tasas de parasitismo sean
bajas (Dean y Ricklefs 1980, Hawkins 2000).

La competencia interespecifica influye en la coexistencia de las especies, y en la
estructura y la dinamica de la comunidad (Godfray 1994), promovida en gran parte

como Yya se ha dicho por la variablidad espacial y temporal. Como mecanismo se ha
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propuesto que en un ambiente donde aparecen continuamente parches nuevos de
hospedadores, especies mas débiles en términos competitivos, pero mejores en cuanto a
su capacidad de busqueda y colonizacion de esos nuevos parches, promoveran la
coexistencia. Este tema sera tratado en mayor profundidad en el Capitulo 4; no obstante,
se desea enfatizar aqui la necesidad de emprender estudios detallados sobre las
interacciones competitivas de algunos enemigos naturales de las plagas, como condicion
para poder discernir las relaciones que establecen en el cultivo y eventualmente
manipularlos en un programa de control bioldgico (Hawkins 2000).

Ademas de la nocion cléasica de la interaccién de competencia en ecologia, ha
surgido recientemente el concepto de la depredacion intragremio (Polis et al. 1989,
Brodeur y Boivin 2006). Este tipo de interaccion interespecifica se define como aquella
en la cual existe depredacidn entre especies que pertenecen a un mismo gremio, es decir
son especies potencialmente competidoras. En la depredacién intragremio una de las
especies actuara como depredadora intragremio y otra como presa intragremio. Para
parasitoides, se la ha descrito en casos donde la larva de una especie mata a otra de una
especie antagonista, cuando coinciden en mismo hospedador (i.e. multiparasitismo). Por
lo tanto, la depredacion intragremio puede ser considerada como un caso especial de
competencia por interferencia o intrinseca, donde el resultado mas importante es la
ganancia energética inmediata del depredador intragremio (Borer 2000). Las
interacciones intragremio son muy habituales en las comunidades de agentes de control
biolégico de artropodos plaga, y pueden influenciar la eficacia del control bioldgico
(Rosenheim et al. 1995). En este estudio, D. phthorimaeae se comportaria como el
depredador intragremio y P. dignus, como su presa intragremio. Si bien se reconoce la
importancia de la depredacion intragremio como interaccion interespecifica, en este
trabajo de tesis se enfatizard en la competencia interespecifica para conocer los efectos
que puede tener la accion de ambas especies de parasitoides larvales sobre su
hospedador, T. absoluta.

Por lo tanto, en este estudio se planteo el analizar aspectos de las interacciones
competitivas entre dos parasitoides larvales de T. absoluta, una importante plaga del
cultivo de tomate. Ambas especies presentan biologias contrastantes, siendo P. dignus
un endoparasitoide koinobionte y D. phthorimaeae un ectoparasitoide idiobionte. En

este sistema, las interacciones competitivas pueden ocurrir por competencia extrinseca,
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cuando la hembra de D. phthorimaeae al realizar host-feeding obligatorio para
alimentarse y/o reproducirse sobre larvas de T. absoluta (Capitulo 2) le quita recursos a
la hembra de P. dignus, siendo que ésta necesita hospedadores “vivos” para oviponer. A
su vez, la competencia intrinseca sucedera cuando las larvas de T. absoluta que estaban
primeramente parasitadas por P. dignus seran atacadas posteriormente por D.
phthorimaeae. Cabe destacar que no existen antecedentes de este tipo de estudios de
competencia con respecto a estos dos parasitoides de T. absoluta, como asi también la
evdencia de multiparasitismo a campo.

En ambos casos, se prevé que la competencia sera asimétrica y a favor de D.
phthorimaeae. Dado que D. phthorimaeae ataca larvas del tercer estadio de T. absoluta,
la competencia tendra su efecto sélo en esa parte de la poblacion larval del hospedador.
Es necesario tener presente que D. phthorimaeae es un parasitoide sinovigénico, capaz
de reabsorber huevos a una tasa de un oocito cada 48 horas a partir del quinto dia de
vida adulta (Savino et al. 2012) (Capitulo 2), y que esto le conferiria un atributo
positivo extra sobre su antagonista P. dignus.

El sistema de estudio y las posibles interacciones competitivas se muestran en la
Fig. 3.3.
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Figura 3.3: Sistema de estudio. Hembras adultas y larvas de D. phthorimaeae y P. dignus en
competencia por las larvas de T. absoluta. Las lineas gruesas simbolizan el parasitismo de
ambas especies de parasitoides. La linea fina representa la interaccién esperada de competencia
entre D. phthorimaeae y P. dignus cuando la primera utiliza a las larvas del hospedador
previamente endoparasitada. Mas detalles en el texto.

El interés por las interacciones interespecificas abordadas en este trabajo de tesis
se centra, por un lado, en dilucidar algunos aspectos de la competencia entre especies de
parasitoides (Hawkins 2000). Por el otro, teniendo en cuenta que se trata de enemigos
naturales de una plaga, el conocimiento que se obtenga sera de utilidad para aplicar en

posibles programas de control biologico de la “polilla de tomate”.

Obijetivos, hipétesis y predicciones

El objetivo general de este capitulo es analizar el multiparasitismo de larvas de

T. absoluta, ocasionado por D. phthorimaeae y P. dignus. Para ello, se proponen como

objetivos especificos:
1- Estimar la ocurrencia del multiparasitismo de larvas de la polilla a campo.

2- Estudiar en el laboratorio la interaccion competitiva de D. phthorimaeae

sobre P. dignus, teniendo en cuenta el comportamiento de oviposicion de la hembra del
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ectoparasitoide, segln la edad de la misma —informacion obtenida en el capitulo 2- en
presencia de larvas previamente endoparasitadas.

La hipotesis general es que las dos especies de parasitoides de T. absoluta
mostraran algin grado de competencia por su hospedador, debido a la superposicion

parcial del nicho.

Por lo tanto se predice:

a- Se hallaran en el cultivo larvas de T. absoluta multiparasitadas.

b- Debido al comportamiento de host-feeding, la competencia entre ambos
parasitoides sera a favor del idiobionte D. phthorimaeae, ya sea por la eliminacion del
recurso o por muerte directa de la especie antagonista.

c- La intensidad de la competencia dependera de la edad de la hembra de

D. phthorimaeae.

Materiales y Métodos

Evidencia de multiparasitismo a campo

Para conocer la existencia de multiparasitismo en el campo se tomaron en las
siguientes fechas: 17 de febrero de 2009, 21 de febrero de 2012 y 15 de febrero de 2013
(Fig. 3.4). Estas fechas de muestreo fueron elegidas luego de un monitoreo previo donde

se constatd la presencia de ambos parasitoides en el campo.
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Figura 3.4: Cultivos de tomate organico del Cinturon Horticola Platense (CHP).

Cada muestreo consistié en colectar. Las muestras se llevaron al laboratorio
donde fueron revisadas bajo lupa binocular (Nikon, modelo SMZ 800, Tokio, Japdn),
para identificar larvas vivas, paralizadas y/o parasitadas, es decir, que presentaban
externamente huevos o larvas del ectoparasitoide D. phthorimaeae. Los hospedadores
parasitados por D.phthorimaeae fueron disecados para determinar la presencia de
estadios inmaduros del endoparasitoide P. dignus (Cardona y Oatman 1971). La técnica
de diseccion fue descrita en el Capitulo 2.

Para estimar la frecuencia de ocurrencia del multiparasitismo en los cultivos
muestreados, se calcul0: 1) el porcentaje de larvas parasitadas por D. phthorimaeae y
P. dignus individualmente, y 2) el porcentaje de larvas multiparasitadas, es decir
aquellas ectoparasitadas y que poseian internamente estadios inmaduros del

endoparasitoide, respecto del total de larvas colectadas.
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Ensayo de competencia interespecifica en el laboratorio

Para investigar experimentalmente la frecuencia y magnitud de la competencia
entre hembras adultas de las dos especies de parasitoides, se tuvo en cuenta solo la
interaccion D. phthorimaeae = P. dignus debido a que la situacion inversa no es
posible en la naturaleza. En otras palabras, hospedadores previamente atacados por D.
phthorimaeae no constituyen un recurso para P. dignus, ya que esta ultima necesita
hospedadores sanos para oviponer.

Con este ensayo se tratd de comprobar ademas si las hembras de D.
phthorimaeae eran capaces de discriminar hospedadores previamente parasitados por su
antagonista.

Tanto las larvas de T. absoluta como las hembras de P. dignus provinieron de
colonias establecidas en el CEPAVE bajo las condiciones controladas previamente
reportadas. Los especimenes de D. phthorimaeae procedieron de colectas de individuos
en estadios preimaginales provenientes de invernaculos organicos de Cinturén Horticola
Platense. Las hembras de ambos parasitoides fueron alimentadas ad libitum con miel y
apareadas a partir del primer dia de emergencia durante 24 h.

El ensayo se prepar6 de la siguiente manera (Fig. 3.5). En una arena conformada
por un vaso plastico de 10,5 cm de altura y 8,5 cm de didmetro (600 ml) se coloc6 un
grupo de hospedadores (entre 6 y 8 larvas del geléquido de tercer estadio) instalados en
minas de hojas de tomate y se liber6 una hembra de P. dignus de 48 h de edad-
previamente apareada- para que parasitara por 24 h, siguiendo el protocolo de cria de
Luna et al. (2007). Al dia siguiente se extrajo la avispa del braconido y se solté una
hembra de D. phthorimaeae, por otras 48 h para permitir el ataque de estas larvas
ofrecidas previamente a P. dignus, pudiendo estar endoparasitadas o no. El tiempo de
exposicion del ectoparasitoide se determind en base a bibliografia existente sobre la
especie  (Luna et al. 2010, Savino et al. 2012) y a la informacion obtenida en el
Capitulo 2 de esta tesis. Por las condiciones fijadas en este experimento, P. dignus se

encontraba en estado de huevo o L1 dentro de su hospedador.
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D. phthorimaeae

Figura 3.5: Ensayo de competencia entre las hembras de D. phthorimaeae y P. dignus bajo
condiciones de laboratorio.

En este experimento se tuvieron en cuenta tres edades de la hembra del
ectoparasitoide, 1, 5 y 7 dias, elegidas sobre la base de la informacion obtenida en esta
tesis sobre la biologia reproductiva de D. phthorimaeae (Capitulo 2). Las mismas fueron
alimentadas con miel ad libitum durante el ensayo. Se realizaron 15 réplicas para cada
edad.

Dado que al igual que D. phthorimaeae, las hembras de P. dignus no dejan
marcas Vvisibles al hospedador cuando lo parasitan, no se pudo reconocer inicialmente el
namero de larvas de T. absoluta parasitadas por el endoparasitoide de aquellas “sanas”,
en el stock ofrecido en el ensayo. Por ello, una vez terminado el mismo, se revisaron
todas las larvas hospedadoras ofrecidas, para evaluar: 1) el nimero de larvas de T.
absoluta previamente parasitadas por P. dignus sin evidencias del ataque del
ectoparasitoide, 2) larvas de T. absoluta multiparasitadas (estados inmaduros de ambos
parasitoides) o endoparasitadas y picadas por D. phthorimaeae, 3) larvas de T. absoluta
sin endoparasitar pero con sintomas de ataque del ectoparasitoide, y 4) larvas de T.
absoluta “sanas” o vivas.

Para determinar el ataque del ectoparasitoide, se buscdé en las larvas
hospedadoras alguna evidencia de host-feeding (larvas paralizadas, de color amarillento
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crema, necrosadas) o que presentaran huevos o larvas himenopteriformes sobre el
tegumento de las mismas, con ayuda de un microscopio estereoscopico (Nikon, modelo
SMZ 800, Tokio, Japon). La presencia del endoparasitoide en las larvas de T. absoluta,
se corrobord mediante la diseccion de las mismas (Cardona y Oatman 1971).

El tratamiento estadistico del ensayo fue realizado por medio de un ANOVA de
dos vias para comprobar si existio algin efecto de las dos variables testeadas, a saber: 1-
la edad de la hembra de D. phthorimaeae y 2- la condicion de las larvas de T. absoluta
ofrecidas (parasitadas por P. dignus o ‘“sanas”) sobre la proporcion de larvas del
hospedador, y la posible interaccion entre estas dos variables. En caso de observar
significancia para alguna de las variables se realiz6 un ANOVA de una via para analizar
el factor por separado. Los datos se analizaron usando el software Statistica (Statsoft
2007), con un nivel de significancia de a= 0,05. Los valores de las proporciones fueron
previamente transformados como arcoseno. Previamente a ejecutar los ANOVA, se

verificd la homogeneidad de las varianzas mediante el test de Levene.

Resultados

Evidencia de multiparasitismo a campo

En el estudio llevado a cabo en cultivos de tomate organico del Cinturdn
Horticola Platense (CHP) se colectaron 241, 161 y 153 larvas de T. absoluta durante las
campafas 2009, 2012 y 2013, respectivamente. De este total de individuos, el nimero
de larvas parasitadas por D. phthorimaeae fue del 34,85 %, 21,12% y 17,65% y por P.
dignus fue del 39%, 35,40% y 32,02% en los tres afios muestreados. Por otro lado, del
porcentaje total de hospedadores donde se registrd la presencia del ectoparasitoide D.
phthorimaeae, fueron encontrados multiparasitados, es decir, conteniendo internamente
estadios inmaduros del endoparasitoide P. dignus un 36%, 35% y 52%, respectivamente
para las tres camparias (Figs. 3.6 a, b y c). Por lo tanto, teniendo en cuenta el nimero
total de larvas de T. absoluta colectadas (n= 555), el porcentaje de multiparasitismo

natural promedio represent6 un 10,09 %.
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Figura 3.6: Porcentaje de larvas de T. absoluta multiparasitadas del total de foliolos con dafio
fresco colectados a campo durante las tres campafia de muestreo en el CHP (a- afio 2009, b- afio
2012 y c- afio 2013). En rosa oscuro el porcentaje de hospedadores parasitados por D.
phthorimaeae, en azul se indica el porcentaje de larvas prasitadas por P. dignus; en verde se
indica el porcentaje de larvas sanas; y en rosa claro el porcentaje de hospedadores
multiparasitados por afio (a: n=241y 30; b: n=161y 12; c: n=153).

Ensayo de competencia interespecifica en el laboratorio
La figura 3.7 muestra los resultados del ensayo de competencia interespecifica

entre hembras de D. phthorimaeae expuestas a larvas de T. absoluta previamente

endoparasitadas por P. dignus o “sanas”.
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Figura 3.7: Proporcién de larvas del tercer estadio de T. absoluta (+ESM) previamente
expuestas a P. dignus ofrecidas a hembras de D. phthorimaeae de 1, 5y 7 dias de vida adulta. El
grafico muestra la proporcion de larvas parasitadas por P. dignus (barras en blanco); la
proporcion de larvas atacadas para host-feeding por D. phthorimaeae (barras en negro); la
proporcion de larvas parasitadas por P. dignus y consumidas por host-feeding por D.
phthorimaeae (barras en rayado oblicuo) y la proporcién de larvas sanas (barras en rayado
vertical).

En primer lugar, es necesario aclarar que no se verificd oviposicién de D.
phthorimaeae en el ensayo, es decir, no fueron capaces de dejar huevos sobre las larvas
de T. absoluta, estuvieran éstas previamente endoparasitados o sanas. Por otra parte, la
interaccion tuvo lugar por medio del host-feeding, observandose un efecto significativo
de la edad de la hembra de D. phthorimaeae. Asi, avispas de un dia de vida picaron s6lo
hospedadores que no se encontraban endoparasitados. Ya en edades mas avanzadas (5 y
7 dias), la hembra adulta del ectoparasitoide realizé host-feeding sobre larvas de T.
absoluta previamente endoparasitadas, aunque fue en menor proporcion en hembras de
5 dias respecto a las de 7 dias de edad. Dicho en otras palabras, a medida que avanzd la
edad de la hembra del ectoparasitoide, ésta discrimind menos entre hospedadores
previamente parasitados o no.

El analisis de ANOVA de dos vias realizado para detectar si existio un efecto
combinado de la edad de la hembra de D. phthorimaeae y del estado de las larvas de T.
absoluta (parasitadas o no por P. dignus) sobre la proporcién de larvas del hospedador
picadas, mostré diferencias significativas a favor del ataque de larvas sanas por hembras

jovenes (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1: Resultados de la prueba de ANOVA de 2 vias para evaluar conjuntamente el efecto
de la edad de D. phthorimaeae y el estado de las larvas de T. absoluta (parasitadas / no
parasitadas por P. dignus) sobre la proporcion de larvas del hospedador ofrecidas (* diferencias
significativas).

248 2 124 13

0,274

30050,70 3 10016,90 105,3 0.000*

3837 6 640 6,7 0.000*

Ademas, se encontraron diferencias significativas en la discriminacién por parte
de la hembra de D. phthorimaeae hacia el estado del hospedador ofrecido (parasitado
por P. dignus o sano), con una mayor frecuencia de ataques hacia los individuos sanos
(ANOVA de una via, F (3,168) = 105,32; p < 0,000) (Fig. 3.8).
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Figura 3.8: Proporciones promedio de larvas de T. absoluta (+ESM) ofrecidas a D.
phthorimaeae segun su estado previo (atacadas por P. dignus o sanas); (letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas).

Cuando se evalud estadisticamente la interaccion entre ambos parasitoides en
funcion de la edad de la hembra del ectoparasitoide, no se obtuvieron diferencias
significativas en la proporcion de larvas de T. absoluta utilizadas (ANOVA de una via,
F (2, 168)=1.30; p > 0.05 (Fig. 3.9).
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Figura 3.9: Proporciones promedio de larvas de T. absoluta (xESM), atacadas para host-
feeding por hembras de D. phthorimaeae de distintas edades, indistintamente de su estado
previo (parasitadas por P. dignus o sanas).

Discusion

En este estudio se obtuvo la primera evidencia de multiparasitismo a campo
entre ambas especies de parasitoides larvales de T. absoluta. Este descubrimiento
confirmd la prediccion que D. phthorimaeae y P. dignus pueden atacar simultdneamente
a larvas de la polilla en cultivos de tomate. Sin embargo, este multiparasitismo ocurre en
una baja proporcion de la poblacion de hospedadores en el campo (10 %) (Fig. 3.6).
También brindé pruebas sobre los mecanismos de competencia por interferencia o
intrinseca entre larvas de estas especies en el campo. Si bien este tema sera retomado en
el capitulo 4, en este punto es importante mencionar que los mecanismos de
competencia (por explotacion o interferencia) entre especies de parasitoides se ven
influenciados por la densidad del hospedador en el campo (Amarasekare 2000).

En relacion al ensayo de laboratorio, las hembras de D. phthorimaeae evitaron

realizar host-feeding sobre aquellas larvas endoparasitadas al momento de la emergencia
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mostrando un mayor interés por las larvas sanas de la polilla. Sin embargo, a medida
que avanza la edad se observd la utilizacion de hospedadores parasitados como fuente
de alimento. Esta afirmacion es respaldada ademas teniendo en cuenta la informacién
obtenida en el ensayo de repuesta funcional (Capitulo 2), donde se registré que hembras
del ectoparasitoide, bajo las mismas condiciones de experimentacion, llegaron a
parasitar hasta un 30% de hospedadores para una densidad similar de T. absoluta (6 - 8
larvas). La literatura brinda diversas evidencias a este respecto. Infante et al. (2001),
por ejemplo, encontraron que los betilidos Cephalonomia stephanoderis (Betrem) y
Prorops nasuta (Waterstone) evadieron oviponer sobre hospedadores parasitados;
Cancino et al. (2012) obtuvieron un resultado similar entre Coptera haywardi (Oglobin)
(Hymenoptera:  Diapridiidae) y Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead)
(Hymenoptera: Braconidae); Persad y Hoy (2003) mostraron que Lipolexis scutellaris
Mackauer y Lysiphlebus testaceipes Cresson (Hymenoptera: Aphiididae) evitan
competir al aumentar el tiempo de oviposicién frente hospedadores multiparasitados.
Contrariamente, Leveque et al. (1993) hallaron que las avispas de Eupelmus vuilleti
(Craw) (Eupelmidae) son capaces de detectar hospedadores previamente parasitados por
su antagonista Dinarmus basalis (Rond) (Pteromalidae) ocasionando ovicidios y/o
larvicidios del parasitoide; Shi et al. (2004) demostraron que tanto Cotesia plutellae
(Kurdjumov) (Hym., Braconidae) como Diadegma semiclausum Hellen (Hym.,
Ichneumonidae) atacan hospedadores previamente parasitados por su antagonista y que
esto causa una mayor mortalidad de ambos parasitoides; un resultado similar fue
reportado por Xu et al. (2013) para Encarsia sophia (Girault & Dodd) y Eretmocerus
hayati (Zolnerowich & Rose) (Hymenoptera: Aphelinidae); y Ulyshen et a.l (2009)
encontraron que el ectoparasitoide larval Spathius agrili Yang (Braconidae), parasito
larvas previamente parasitadas por el endoparasitoide larval Tetrastichus planipennisi
Yang (Eulophidae), eliminando completamente a éste ltimo en pruebas de laboratorio.
Otro resultado importante de este estudio es la confirmacion que hembras del
ectoparasitoide de mayor edad, que enfrentan una situacién apremiante para buscar y
usar hospedadores, no discriminaron entre larvas de T. absoluta parasitadas y sanas,
para realizar host-feeding. Probablemente en esta etapa el consumo de hospedadores
haya sido realizado para ganar energia y asegurar futuras oviposiciones, ya que a los 7

dias de vida la hembra de D. phthorimaeae continila madurando oocitos (Capitulo 2,
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Bernstein 'y Jervis 2008). Ueno (1999) encontré un resultado similar para los
himenopteros icneumdénidos Pimpla nipponica Uchida e Itoplectis naranyae Ashmead,
ambos parasitoides idiobiontes de pupas de lepidopteros, y que practican host-feeding.
Por lo tanto la prediccion que la intensidad de la competencia dependera de la edad de la
hembra de D. phthorimaeae y de la disponibilidad de hospadadores pudo ser
confirmada.

Sobre la base de las evidencias de los estudios de campo y laboratorio se
propone entonces a la competencia por interferencia como uno de los mecanismos por
el cual la hembra de D. phthorimaeae compite con P. dignus eliminando a individuos
inmaduros de su antagonista por medio de la pardlisis o inyeccién de veneno al
hospedador. Sin embargo, la competencia por explotacion seria otro mecanismo
importante en la interaccion entre ambas especies de parasitoides, la cual se verifico por
el mayor ataque de D. phthorimaeae hacia los hospedadores sanos, lo cual le restaria
recursos al P. dignus. Collier y Hunter (2001) encontraron pruebas de competencia por
interferencia entre Eretmocerus eremicus (Rose & Zolnerowich) y Encarsia sophia
(Girault), parasitoides de moscas blancas (Hemiptera: Aleyrodidae), por medio de dos
mecanismos: la usurpacion de hospedadores en casos de multiparasitismo y por host
feeding letal.

Un aspecto a indagar en estudios posteriores seria elucidar la base eco-
fisioldgica de la discriminacion por parte de las hembras jovenes de D. phthorimaeae a
favor de hospedadores sanos, un resultado no esperado en esta investigacion. Una gran
variedad de himendpteros parasitoides marca a los hospedadores una vez parasitados,
por medio de secreciones quimicas o raspaduras con el ovipositor, para evitar el
superparasitismo o el multiparasitismo (Quicke 1997). Sin embargo, se presume gue un
ectoparasitoide no posee adaptaciones para decidir si parasitar o0 no a hospedadores
previamente endoparasitados, ya que esto implicaria un costo innecesario ante
posibilidades de oviposicion que garanticen una descendencia segura (Godfray 1994,
van Alphen y Bernstein 2008) La exhaustiva revision de larvas de T. absoluta
expuestas a P. dignus no hall6 ningun signo dejado por la hembra (Capitulo 2), por lo
que se presume que se debe tratar de otro tipo de marcado que seria reconocido por

hembras heteroespecificas. A su vez, los posibles movimientos que produce la larva del
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endoparasitoide dentro del hospedador durante su desarrollo podrian haber sido
detectados por la hembra de D. phthorimaeae (Quicke 1997).

La prediccion que postulaba que el idiobionte D. phthorimaeae produciria
detrimento a su competidora koinobionte P. dignus también pudo ser validada.
Ejemplos de esta superioridad dada porque el idiobionte mata al hospadador parasitado
por el koinobionte han sido reportados. Varley (1947) encontré que aproximadamente el
25% de las larvas del parasitoide koinobionte Eurytoma curta (Walker) (Eurytomidae)
murieron por la accion de varias especies de parastoides idiobiontes, de biologia similar
a D. phthorimaeae. También Zaviezo y Mills (2001) mostraron el predominio del
ectoparasitoide larval Hyssopus pallidus (Askew) (Eulophidae) por sobre el
endoparasitoide de huevo - prepupa Ascogaster quadridentata (Wesmael) (Braconidae)
y Ulyshen et al. (2009) para el ectoparasitoide idiobionte S. agrili  sobre el
endoparasitoide koinobionte T. planipennis.

Otra derivacién que surge de este estudio es que cuando se contrastan los
resultados del ensayo de competencia en el laboratorio, en el cual se observo hasta un
15 % de larvas de T. absoluta endoparasitadas y picadas -sin parasitar- por D.
phthorimaeae, con los obtenidos con la evaluacion del multiparasitismo a campo, donde
se registrd la presencia de ca. 10 % de hospedadores multiparasitados. Dicho en otras
palabras, en este estudio no se pudo mensurar a campo la mortalidad de P. dignus por el
efecto del host-feeding del ectoparasitoide. Collier y Hunter (2001) sugirieron que el
host-feeding sobre hospedadores previamente parasitados puede ser un importante
mecanismo en las interacciones que ocurren en una comunidad de parasitoides, y
particularmente para el control biol6gico, donde su efecto destructivo puede ser
desproporcionado y llevar al control exitoso a aquellas especies que realizan este tipo de
alimentacion, en relacion a las especies que no lo practican. Investigaciones futuras
tendientes a determinar la presencia de venenos o trazas de material genético de D.
phthorimaeae en larvas de T. absoluta provenientes del campo deberian ser
consideradas para obtener una informacion completa de la interaccion de ambos
parasitoides.

De este estudio se puede deducir también que el efecto combinado de la edad de
la hembra adulta de D. phthorimaeae y la disponibilidad de hospedadores en un parche

donde se encuentran larvas parasitadas y no parasitadas previamente es importante en la
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dinamica de las poblaciones del mismo. EI multiparasitismo a campo puede ser el
resultante también de la biologia reproductiva del ectoparasitoide respecto a la
estrategia de ovigenia, producto de la accion de hembras jovenes que realizan host-
feeding para adquirir nutrientes para la maduracion de sus oocitos y que también son
capaces de parasitar, tal como se observo en el Capitulo 2. Las hembras ya en edad méas
avanzada que deben realizar host-feeding para madurar nuevos oocitos debido a que
sufrieron el proceso de reabsorcion (Capitulo 2) podran también tener su efecto letal
sobre larvas de la especie antagonista P. dignus s6lo por alimentacién de larvas de T.
absoluta.

La depredacion intra-gremio podria tener baja incidencia en este sistema, ya que
como se comprobd, la hembra de D. phthorimaeae evita atacar hospedadores
previamente parasitados por P. dignus, por lo que se asume que la ganancia energética
sera infima (Borer 2002, Polis et al. 1989).

Dado que un solo individuo hospedador representa todo el recurso que un
parasitoide necesita para su desarrollo preimaginal, la competencia entre especies puede
ser intensa a este nivel (Hochberg y Lawton 1990). A pesar de eso, en la naturaleza las
diferentes comunidades proveen evidencia suficiente de coexistencia de enemigos
naturales por medio de diversos mecanismos, como por ejemplo la compartimentacion
de nichos, el comportamiento de segregacion a través de la agregacion espacial o
también cuando la densidad de hospedadores es intermedia (Godfray 1994, Mills 2006).
Heinz y Nelson (1996) demostraron para un complejo de enemigos naturales de la
mosca blanca B. tabaci que éstos proveyeron niveles significativos de supresion de la
plaga y que las interacciones interespecificas no fueron desventajosas para el control
bioldgico. También resaltaron que la composicion de especies utilizadas, mas que el
nimero de especies, es mas importante para lograr el biocontrol. Esta evidencia resulta
substancial para contribuir al entendimiento del sistema estudiado, y su potencialidad de
su uso conjunto para el control de T. absoluta. Un punto de vista mas acorde con la
complementariedad de las especies de parasitoides se podria aplicar para la interaccién
entre ambos. Su presencia espontanea en los cultivos de tomate de la Argentina seria
indicativa de la co-evolucion que llevo a la diversificacion de nichos basada en los
patrones del uso de un hospedador comun (T. absoluta), y producto de las propias

caracteristicas fisioldgicas y de comportamiento y de las respuestas individuales de D.
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phthorimaeae y P. dignus frente a la distribucidn heterogénea del hospedador (Hawkins
2000, Tscharntke y Kruess 2000). Como ya se adelanto, la naturaleza y los mecanismos
de la interaccion y coexistencia en el campo entre estos himenodpteros seran analizados

en el préximo Capitulo.
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Capitulo 4

Interaccion a campo de los parasitoides
larvales Dineulophus phthorimaeae y
Pseudapanteles dignus

Biologia de D. phthorimaeae e interaccion con P. dignus, parasitoides de T. absoluta.



Savino, V. Tesis doctoral 2014. FCNyM, UNLP 88

Interaccion interespecifica entre enemigos naturales y su implicancia en el

control bioldgico

La evaluacion de agentes de biocontrol incluye la investigacion no s6lo de
aquellos atributos bioldgicos propios de las especies de enemigos naturales sino también
analizar la interaccion entre ellos en el agroecosistema (van Lenteren 1986, 2003,
Capitulo 1). En particular las relaciones interespecificas brindan informacién sobre los
principios ecoldgicos inherentes a las interacciones de depredador-presa/parasitoide-
hospedador y de competencia en un contexto realistico. Dicho en otras palabras:
mientras que los estudios de laboratorio explican lo que una especie de enemigo natural
es capaz de hacer, los realizados en el campo nos muestran lo que realmente hace
(Heimpel y Casas 2008). Esta perspectiva mas amplia permite seleccionar candidatos
con un mayor conocimiento de su capacidad de control (Briggs 1993, Hawkins y
Sheehan 1994, Lewis y Sheehan 1997, Murdoch et al., 1998).

Los aspectos demograficos particulares de cada una de las especies de enemigos
naturales intervinientes son relevantes para el control bioldgico debido a su influencia
en la competencia entre las mismas. En relacion a los parasitoides, existen evidencias
que es mas probable que la competencia se establezca cuando las tasas de parasitismo
de especies co-ocurrentes son altas, y si todos los individuos de la poblacion del
hospedador tienen la misma probabilidad de ser parasitados. Por otra parte, cuando una
alta proporcién de la plaga es inmune al atague (por un estado o tamafio inadecuado
para alguna de las especies de parasitoides presentes o por refugios parciales
promovidos por manchones de baja densidad), los parasitoides pueden exhibir una gran
competencia por los relativamente pocos huéspedes vulnerables (Dean y Ricklefs 1980,
Hawkins 2000). Por el contrario, la coexistencia de los mismos puede ser promovida
por la variabilidad espacial y temporal del uso del recurso, o cuando la especie méas
eficaz en la competencia se ve limitada por otras condiciones ambientales. Kakehashi et
al. (1984) demostraron esto por medio de modelos que contemplan dos parasitoides que
poseen sus nichos solapados parcialmente. Briggs (1993), a su vez, encontré que la
coexistencia es posible, en casos de multiparasitismo, cuando el segundo parasitoide

puede desarrollarse con éxito sobre hospedadores previamente parasitados.
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Amarasekare (2000) sefialé que la coexistencia de especies de parasitoides en
una comunidad espacialmente estructurada podria ocurrir a valores intermedios de la
densidad de hospedadores. También encontré que cuando la densidad de hospedadores
es baja domina la competencia por explotacion, a traves de la cual solo la especie de
parasitoide con mejor capacidad de dispersion y busqueda hara uso de los recursos y
persistira en el sistema. Por el contrario, cuando la densidad de hospedadores es alta el
tipo de competencia preponderante resulta ser por interferencia, donde la especie mas
agresiva dominara. La primera evidencia de competencia por interferencia o intrinseca
hallada a campo entre D. phthorimaeae y P. dignus en el Capitulo anterior permite
plantear, tal como esta autora lo propusiera, que cuando la densidad de T. absoluta sea
alta, el tipo de competencia dominante serd por interferencia, donde la especie mas
agresiva -para este sistema el ectoparasitoide- serd la dominante.

Otro aspecto importante del biocontrol consiste en analizar la relacion entre la
denso-dependencia de las poblaciones de enemigos naturales respecto de la especie
hospedadora en el agroecosistema. El analisis de la tasa de parasitismo en relacion con
la densidad de hospedadores puede determinar tres posibles patrones: 1) una denso-
dependencia directa, como resultante de la agregacién de muchos parasitoides en sitios
de mayor densidad o por medio de un aumento de la tasa per cépita de basqueda en las
zonas mas densas de hospedadores (relacionado con la respuesta de agregacion espacial
del parasitoide); 2) una denso-dependencia inversa, vinculada a una limitacion por parte
de los parasitoides en el tiempo de manipuleo (time limited) y/o por una limitacion en
su carga de huevos (egg limited), a pesar de tener parches de alta densidad de
hospedadores, y 3) una densoindependencia cuando el parasitismo no esta influenciado
por la densidad de hospedadores presentes (Hassell 2000, Heimpel y Casas 2008).

Numerosos trabajos predicen que una tasa de parasitismo denso-dependiente
directa puede regular eficientemente las poblaciones de la especie plaga a considerar
(Hassell y May 1973,1974; Murdoch y Oaten 1975, Heads y Lawton 1983). Sin
embargo existen estudios que indicarian que tanto un patrén de parasitismo denso-
dependiente inverso como denso-independiente podrian potencialmente conducir a
densidades estables de las plagas si éstas poseen una distribucion espacial de tipo
agregada (Walde y Murdoch 1988, Pacala y Hassell 1991, Hassell 2000, van Veen et al.
2002).
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Antecedentes de estudios del parasitismo de T. absoluta a campo

En un cultivo, la composicion de especies y las tasas de mortalidad que infligen
los enemigos naturales sobre las plagas se veran afectadas por el tipo de manejo
sanitario. Asi, un bajo o nulo uso de agroquimicos, laboreos que preserven la estructura
del suelo y la presencia de una mayor heterogeneidad vegetal en el predio que actlen
como refugio para los entomdfagos contribuirdn en el control bioldgico de plagas
(Altieri 1992, Landis et al. 2000). En este sentido, en este trabajo de tesis se considerd
prestar especial importancia a la interaccion a campo entre los parasitoides D.
phthorimaeae y P. dignus, comunmente concurrentes en el cultivos de tomate de la
Argentina, y explorar esta interaccion segun distintas condiciones agronomicas y de
niveles de densidad de la plaga T. absoluta. Ya en el Capitulo 3 se mostré que el
multiparasitismo a campo es probable que ocurra, aunque en baja proporcion (hasta un
10 %) y que la edad de la hembra del ectoparasitoide, competidor superior en términos
bioecoldgicos, determinara un uso diferencial de larvas de T. absoluta: mientras que las
hembras jovenes las usan como alimento (host-feeding para madurar oocitos) y para
dejar descendencia, evitando larvas previamente endoparasitadas por P. dignus, las
hembras mas viejas no discriminan el estado previo del hospedador.

En este capitulo se dilucidan aspectos del comportamiento de forrajeo cuando
co-ocurren estos parasitoides en cultivos de tomate con distintas situaciones (ubicacion
geografica, manejo sanitario) y se generan conocimientos que aportan a un posible
control biolégico de la plaga.

Como ya se expreso en el Capitulo 1, ambos parasitoides larvales de la polilla
del tomate son de distribucion americana, aunque el area reportada para P. dignus
(América del Norte y del Sur, e introducida en Hawaii (Cardona y Oatman 1971)) es
mucho mayor que aquella para D. phthorimaeae (Argentina y Chile, De Santis 1983,
Larrain 1986).

Con respecto a los estudios de parasitismo e interaccion en el campo de las dos
especies de avispas bajo estudio, se cuenta con varios antecedentes previos. Para P.
dignus, Sanchez et al. (2009) analizaron los patrones de parasitismo cuando es
practicamente la Unica especie que ataca a T. absoluta en el cultivo de tomate en el CHP

(noreste de Buenos Aires), para lo cual se tuvieron en cuenta distintas escalas espaciales
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del cultivo (escalas de foliolo, hoja y planta). Estas autoras encontraron que la
proporcién de larvas de T. absoluta parasitadas por P. dignus fue independiente de la
densidad del hospedador en todas las escalas, resultado consistente con una respuesta
funcional de tipo I, reportada previamente por Luna et al. (2007). También detectaron
una variabilidad moderada de la agregacion del parasitoide en manchones mas densos
del hospedador en la escala de hoja y en todos los predios estudiados, sugiriendo que T.
absoluta podria encontrar refugios parciales en los cultivos, lo cual contribuiria a la
persistencia de la interaccion parasitoide-hospedador.

Nieves (2013) aportd nuevos conocimientos sobre aspectos fundamentales de las
estrategias de historia de vida de P. dignus y su demografia (a campo en cultivos del
CHP, y en laboratorio). Este endoparasitoide puede parasitar todos los estadios larvales
de T. absoluta, ajustando su tiempo de desarrollo con el del hospedador. La mayor
mortalidad de P. dignus ocurre en las primeras etapas del desarrollo (L1) cuando tiene
que enfrentar la reaccion de encapsulamiento por parte del hospedador. En cuanto a su
estrategia reproductiva, se demostro que se trata de una especie sinovigénica moderada,
que no posee periodo de preoviposicion y generalmente ovipone el 50% de sus huevos
antes de completar la primera semana de vida como adulto. Las hembras adultas del
parasitoide evitan el superparasitismo, tanto en el laboratorio como en el campo. Entre
los parametros demograficos a destacar, posee una elevada capacidad potencial de
crecimiento poblacional, exhibiendo una tasa intrinseca de crecimiento levemente
mayor al hallado para su hospedador y muestra una elevada capacidad de atacar
hospedadores, tanto a bajas como a altas densidades de la plaga, causando una
mortalidad total de la poblacion de la polilla que puede alcanzar un 70 % a finales del
ciclo del cultivo en tomate tardio.

Con respecto a D. phthorimaeae, un estudio hecho en Chile demostré que puede
alcanzar hasta un promedio de 39 % de parasitismo cuando se presenta solo en el
cultivo (Larrain 1986). También se evidencid su gran sensibilidad por el uso de
insecticidas, pudiendo afectar el desarrollo natural de las poblaciones fundamentalmente
en invernaculos, donde es comun un elevado uso de pesticidas de manera preventiva en
ese pais. En Argentina, Luna et al. (2010) estimaron algunos atributos de su historia de
vida en laboratorio (ver también Capitulo 2). En cuanto a su co-ocurrencia con P.

dignus en cultivos orgéanicos del CHP, registraron ambas especies aunque con una
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mayor tasa de parasitismo por parte del ectoparasitoide, sustentando la hipétesis de una
mayor superioridad competitiva de este parasitoide idiobionte, cuando las condiciones
ambientales lo favorecen. Resulta interesante entonces indagar como podrian verse
afectadas las poblaciones de D. phthorimaeae en cultivos de tomate en donde se han
realizado aplicaciones de insecticidas.

Estos antecedentes sobre D. phthorimaeae y P. dignus parasitando a T. absoluta,
si bien son indicativos de su valor como enemigos naturales para el control biologico de
la plaga, pueden ser considerados limitados como descripcion del parasitismo en un
contexto espacial més abarcativo (Heimpel y Casas 2008). Un aspecto crucial que
determinaré si el resultado de las interacciones de especies de parasitoides en el campo
conducird a la coexistencia 0 no, consiste en que ésta sera posible siempre y cuando los
competidores “inferiores” hayan desarrollado mejores capacidades en la busqueda de

hospedadores o en su dispersion, en relacion a las de sus antagonistas.
Obijetivo, hipotesis y predicciones
Debido entonces al interés por mejorar la accién de los parasitoides D.

phthorimaeae y P. dignus sobre larvas de T. absoluta en el agroecosistema de tomate, se
plantea como objetivo general de este capitulo analizar la interaccién de ambas especies

y de multiparasitismo en cultivos de dos regiones de Argentina: el Noroeste Argentino —
NOA- y la provincia de Buenos Aires. Para ello se tuvieron en cuenta cultivos de tomate
organicos y convencionales con interrupcién en el uso de insecticidas

Como objetivos especificos se proponen:

1) evaluar las tasas de parasitismo alcanzadas por ambas especies
individualmente y del multiparasitismo cuando coexisten en el campo.

2) inferir el comportamiento de forrajeo de las poblaciones de las dos especies
de parasitoides cuando co-ocurren, por medio del andlisis de la densodependencia

respecto a la densidad de larvas de T. absoluta por planta.

El fin Gltimo es determinar si la interaccion entre estos enemigos de presencia

espontanea en el campo podria conducir a la exclusion competitiva de alguna de ellas o
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a la coexistencia. Esta informacion sera relevante al momento de generar programas
para el control bioldgico de la plaga, en el marco de un MIP para el cultivo de tomate.
La hipotesis general de trabajo es que las poblaciones naturales de ambas
especies de parasitoides en el campo pueden coexistir bajo determinadas condiciones: 1.
parte de la poblacion de P. dignus escapa al multiparasitismoen en la interaccion con D.
phthorimaeae debido a que este Gltimo prefiere utilizar hospedadores sanos (Capitulo
3); y 2. el ectoparasitoide se ve afectado negativamente en cultivos de tomate con uso de

agroguimicos.

Por lo tanto se predice que:

a- En cultivos de tomate con uso previo de plaguicidas, el parasitismo
producido por D. phthorimaeae serd menor que el de P. dignus, mientras que en los
predios organicos se espera encontrar porcentajes de parasitismo similares para ambas

especies.

Materiales y Métodos

Descripcion de los sitios de muestreo

Para estimar el parasitismo a campo de P. dignus y D. phthorimaeae y la posible
competencia o coexistencia entre ellos, se llevaron a cabo muestreos en cultivos de
tomate, ubicados en predios comerciales de dos importantes regiones para la produccion
horticola de la Argentina (Corvo Dolcet 2005, Fig. 1.1, Capitulo. 1, Fig. 4.1):

- Cinturdn Horticola Platense: en el noreste de la Provincia de Buenos Aires. Se
consideraron cultivos situados en diferentes localidades pertenecientes a tres partidos,
Berazategui (Pereyra), Florencio Varela (La Carolina) y La Plata (Lisandro Olmos y

Melchor Romero).
- Provincia de Tucuman: en el NOA. Se muestrearon cultivos emplazados en

localidades correspondientes a tres departamentos: Capital (San Miguel de Tucuman),

Lules (San José de Lules, La Bolsa) y Tafi Viejo (ElI Colmenar).
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Para la eleccion de estas dos areas principales de estudio se tuvo en cuenta, en
primer lugar, su importancia relativa en cuanto a la produccion de tomate a nivel
nacional (superficie cultivada y rendimiento) (Capitulo 1, Fig. 1.1) y en segundo lugar,
que las especies involucradas en este estudio han sido reportadas en ambas regiones
(Botto 1999, Colomo et al. 2002, Polack et al. 2002, Luna et al. 2007, Sanchez et al.
2009).

SITIO 1:
Provincia de
Tucuman.
Cultivos a cielo
abierto

desde Agosto
hasta Diciembre.

R A
SITIO 2: Cinturén
Horticola Platense,
Buenos Aires.
Cultivos bajo cubierta
desde Octubre hasta
Mayo.

Figura 4.1: Ubicacion de las dos regiones horticolas de Argentina: NOA (Tucumén) y Buenos
Aires (CHP) donde fueron realizados los muestreos.
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Las dos areas estudiadas presentan diferencias biogeogréficas radicales (Cabrera
y Willink 1973). Asi, el CHP se encuentra emplazado en la Provincia Pampeana
(Dominio Chaquefio). Esta provincia estd representada por llanuras, siendo la
vegetacion dominante la estepa o seudoestepa de gramineas. Las localidades situadas en
Tucuman se disponen en un “nudo” o “encrucijada de dos provincias”, la Chaquena
(Dominio Chaquefio) y la de las Yungas (Dominio Amazonico). El tipo de vegetacion
predominante del “Chaco” es el bosque xerofilo caducifolio, con un estrato herbaceo de
gramineas y presencia de plantas suculentas. Las Yungas se caracterizan por su
fisonomia compleja, con selvas, bosques caducifolios y praderas. Como puede
observarse, existen diferencias contrastantes en cuanto a las condiciones climéticas,
edaficas, floristicas y faunisticas de ambas regiones. También el uso de la tierra para la
agricultura es diferente, siendo mucho mas homogéneo el paisaje del CHP.

Las condiciones del cultivo de tomate en las dos regiones estudiadas son
bastante diferentes (ver también Capitulo 1). Debido a las condiciones climaticas méas
moderadas e inviernos con heladas, en el CHP es posible producir tomate tanto a cielo
abierto como en invernaculos, lo que permite realizarlo practicamente todo el afio. El
manejo sanitario se basa mayormente en el uso de pesticidas (Capitulo 1) por calendario
(una aplicacion semanal preventiva), pero existe un pequefio nimero de productores que
lo cultivan de manera orgénica, generalmente en invernaculos. Los cultivos de tomate
organicos son combinados con otras hortalizas de temporada como por ejemplo,
pimiento, arveja, lechuga y aromaticas, lo que aumenta la diversidad vegetal del predio,
promoviendo el control biol6gico natural como estrategia de manejo. En la provincia de
Tucuman, en cambio, el cultivo de tomate se realiza casi exclusivamente a cielo abierto
debido a las altas temperaturas imperantes todo el afio. El control de plagas
convencional se basa en la aplicacién preventiva de insecticidas de sintesis, con una
frecuencia de hasta tres veces por semana y por ciclo de cultivo. Generalmente en los
predios horticolas de esta region, el cultivo de tomate se encuentra acompariado
principalmente por el cultivo de frutilla y en menor proporcion por el de berenjena. Mas
detalles sobre caracteristicas de la produccion de tomate en el pais fueron ya

mencionados en el Capitulo 1.
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Inverndaculo del
Cinturon Horticola Platense

Cultivo a cielo abierto
de la Provincia de Tucuman

Figura 4.2: Caracterizacion de los cultivos de tomate en las &reas de produccién horticola
estudiadas.

El presente estudio abarcé un periodo de tres afios de muestreos en ambas
regiones. En el CHP se tuvieron en cuenta cultivos bajo cubierta con un manejo
organico durante los afios 2010, 2011 y 2012. En Tucuman se examinaron cultivos
convencionales a cielo abierto y particularmente se tuvo en cuenta que se encontraran
en una etapa de post-produccién de modo que el efecto de aplicaciones previas de
insecticidas estuviera atenuado para asegurar la presencia de los insectos en estudio. Los
muestreos se llevaron a cabo durante los afios 2009, 2011 y 2012. Para seleccionar los
predios a muestrear en cada region, se monitored previamente la presencia del dafio de
T. absoluta en los mismos. Las colectas se realizaron durante los meses de mayor
produccion del cultivo de tomate y de incidencia de la plaga, que para el CHP
correspondieron a los meses de enero a marzo, y para Tucuman entre los meses de
octubre y noviembre.

Cabe mencionar que para llevar a cabo los muestreos en la provincia de
Tucuman vy el posterior traslado de los especimenes colectados hasta el CEPAVE, sito
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en la ciudad de La Plata (prov. de Buenos Aires), se solicitd oportunamente el
correspondiente Permiso de Colecta y Guia de Transito que otorga la Subsecretaria de
Asuntos Agrarios y Alimentos, perteneciente a la Direccion de Flora, Fauna Silvestre y
Suelos de la Provincia de Tucuman (Expediente Interno N° 1386/330/2009).

Procesamiento de las muestras

Cada sitio de muestreo consistio en un predio cultivado independiente. Una vez
elegidos los predios, se procedié a realizar el muestreo segun la técnica descripta por
Sanchez et al. (2009). Esta considera la colecta de 20 plantas de tomate al azar, por
medio del corte del segmento superior que contiene las primeras ocho hojas apicales
expandidas. Este método es apropiado ya que contempla el fototaxismo positivo de las
larvas de T. absoluta en la planta. EI material cortado fue colocado en una bolsa pléstica
(50 cm x 70 cm), etiquetado con informacion sobre lugar y fecha de colecta y
acondicionado para su traslado al laboratorio.

El procesamiento del material se realizd en instalaciones de dos Centros de
Investigacion: el PROIMI (CCT Tucuméan CONICET) y el CEPAVE.

En el laboratorio, se reviso individualmente cada planta, separando los foliolos
con presencia de “dafio fresco” y se observaron con lupa binocular (KYOWA SDZ PL
Tokio, Japdn), para registrar el nimero de larvas de T. absoluta vivas y las parasitadas
por D. phthorimaeae (presencia de huevo o larva del ectoparasitoide, ya descrito en
Capitulos 2 y 3). Ademas, los foliolos con galerias vacias se observaron cuidadosamente
para colectar y registrar las pupas de D. phthorimaeae presentes en los mismos o0 sus
restos. Todos los especimenes inmaduros de D. phthorimaeae encontrados se colocaron
individualmente en tubos Kahn de vidrio (5 ml) etiquetados con fecha y lugar de colecta
y cerrados con tapones plasticos, y se los aprovisiond con miel y agua. Las larvas vivas
de T. absoluta fueron conservadas en el follaje donde se hallaban para detectar el
parasitismo por P. dignus. Todas se acondicionaron individualmente en capsulas de
Petri plasticas herméticas (10 cm de didmetro x 2 cm de alto) con un trozo de papel
humedecido y alimentadas periddicamente con foliolos de plantines de tomate

mantenidos en el invernaculo del CEPAVE. Se controld diariamente la formacion de la
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pupa de la polilla o del cocon del endoparasitoide, que generalmente sucede unos 10
dias después a su colecta en el campo.

En el caso del material colectado en Tucuman, luego de la revision y separacion
de individuos inmaduros de D. phthorimaeae en tubos Kahn, las larvas vivas de la
polilla se acondicionaron el bolsas Ziploc ® (Johnson Company) etiquetadas y se
transportaron en heladeras portatiles a la ciudad de La Plata. Una vez arribadas, se
acondicionaron en capsulas de Petri segun ya se describid.

Todo el material acondicionado fue criado en el bioterio del CEPAVE, bajo
condiciones ambientales controladas (25 + 2 °C, 70 £ 5 % HR y 14:10 L:O).

Para estimar el multiparasitismo, los restos de larvas de T. absoluta que
permanecian en la mina junto a las larvas de D. phthorimaeae fueron disecadas para
detectar la presencia de estadios larvales del endoparasitoide P. dignus. Dado que P.
dignus es un endoparasitoide, para calcular el porcentaje de parasitismo infringido por
esta especie se disecaron también aquellas larvas de la polilla que mostraban signos de
paralisis y/o muertas, pero que no se observaba externamente al ectoparasitoide. Todas
las disecciones fueron realizadas bajo lupa (Nikon, modelo SMZ 800, Tokio, Japon)
para lo cual se montaron las larvas en una gota de solucién fisioldgica en portaobjeto de
vidrio excavado y con el uso de agujas entomoldgicas. La identificacion de los estados
inmaduros de P. dignus fueron determinados segun Cardona y Oatman (1971).

Toda la informacién registrada en los muestreos realizados se utilizd para
estimar los porcentajes de parasitismo natural de ambos parasitoides, y analizar
densodependencia del parasitismo, para estudiar el comportamiento de forrajeo e
interaccion a campo de ambos parasitoides.

Tasas de parasitismo

Para analizar las tasas de parasitismo se procedio a realizar una colecta en cada
sitio de muestreo y cada fecha en ambas regiones horticolas del pais. Se registré para
cada planta (n=20): el nimero total de larvas de T. absoluta colectadas (No), el nimero
de hospedadores parasitados (Np) por cada especie de parasitoide independientemente y

el nimero de larvas de la plaga multiparasitadas.
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Se calcularon los porcentajes de parasitismo promedio por planta para D.
phthorimaeae, P. dignus y de hospedadores multiparasitados segun la formula:

% de parasitismo = Np/Np * 100

Luego, se procedi6 a evaluar posibles diferencias en el porcentaje de parasitismo
promedio por planta mediante prueba de ANOVA de una via. Previamente se verificd
la homogeneidad de las varianzas por medio del test de Levene (STATISTICA 6.0;
StatSoft 2004). Para el andlisis de las diferencias significativas encontradas se realizo

test de Tukey con un a de 0,05 de confianza.
Analisis de densodependencia del parasitismo a campo

La densodependencia espacial de D. phthorimaeae, P. dignus y del
multiparasitismo sobre larvas de T. absoluta se analizd por medio de la regresion
logistica. Esta metodologia es apropiada cuando la variable dependiente es categorica
(una variable discontinua y discreta, i.e. proporcion de hospedadores parasitados y no
parasitados, cuyos errores asociados no estan normalmente distribuidos), y puede ser
usada con variables independientes continuas y/o discretas (Trexler et al. 1988, Trexler
y Travis 1993). Si bien se han aplicado otros métodos para analizar la densodependencia
en experimentos de laboratorio y de campo, como por ejemplo mediante el ajuste a
regresiones lineales y no lineales de minimos cuadrados (Sanchez et al. 2009), el
modelo logistico que asume una distribucién binomial de los errores ha demostrado ser
el mas adecuado (Juliano 2001).

Por lo tanto el modelo estadistico usado fue:

Ln[p/(1-p)]=a+px

donde p es la proporcion de hospedadores parasitados (por D. phthorimaeae, P. dignus
0 multiparasitadas), a y B son los coeficientes de la regresion. El coeficiente a es la
ordenada al origen y no suele tener interés en el analisis, mientras que los valores de

reflejan la pendiente de la curva pudiendo ser iguales, mayores o menores que cero
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indicando densoindependencia, densodependencia directa o inversa, respectivamente.
La variable independiente (x) considerada fue el nimero de larvas de T. absoluta por
planta de tomate.

Este modelo se ajustd a los datos utilizando el método de maxima verosimilitud
(STATISTICA 6.0; StatSoft 2004). Los andlisis fueron llevados a cabo para cada sitio
en cada una de las regiones, CHP y Tucuman, y para ambas regiones en total.

Resultados

Parasitismo de D. phthorimaeae, P. dignus y de larvas de T. absoluta

multiparasitadas
La informacién detallada sobre los predios muestreados se sintetiza en la Tabla

4.1. En total se muestrearon 14 predios, 5 en el CHP entre los afios 2010, 2011 y 2012,

y nueve en la provincia de Tucuman durante los afios 2009, 2011 y 2012.
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Tabla 4.1: Descripcion de los sitios de muestreo en el Cinturén Horticola Platense (CHP) y en la provincia de Tucuman.

CHP

. Omoes | LisandroOlmos 35°01' 04" S - 58° 02 06" O Feb. 2010-Ene. 2012-Mar. 2012 BC-0
" Romerol | Melchor Romero 34° 56' 08" S - 58° 06' 03" O Mar. 2011 - Feb. 2012 BC-0
. Romero2 | Melchor Romero 34° 56' 28" S - 58° 04' 41" O Ene. 2011 - Feb. 2012 BC-0
 FVarla | Florencio Varela 34°52'12" S - 58° 13' 48" O Ene. 2012 - Feb. 2012 BC-0
~ Pereyra Pereyra 34° 50' 40" S - 58° 05' 40" O Ene. 2011 - Feb. 2011 BC-O
TUCUMAN

| Lulest | sanJoséde Lules 26°54'34" S - 65° 20' 37" O Nov. 2009 CA-_C*
| Lules2 | SanJoséde Lules 26°54' 35" S - 65° 20' 49" O Oct. 2011 CA-C
| Lules3 | sanJosédeLules 26°54'58" S - 65° 20’ 43" O Nov. 2009 CA-C
| Lules4 | sanJoséde Lules 26°54'36" S - 65° 21' 23" O Nov. 2009 CA-C
" Lules5 | sanJoséde Lules 26° 54'54" S - 65° 20 23" O Nov. 2012 CA-C
| Lules6 | SanJoséde Lules 26°54' 26" S - 65° 19' 31" O Nov. 2012 CA-C
| sanMiguel | S.M.de Tucuman 26° 48'39" S - 65° 14' 25" O Oct. 2011 CA-C
~ EEAOC El Colmenar 26°58'34" S - 65° 12' 05" O Oct. 2011 CA-C
~ LaBosa La Bolsa 26°57'01" S - 65° 17' 49" O Nov. 2012 BC - C*

BC: cultivos bajo cubierta, CA: cultivos a cielo abierto; O: cultivos con manejo organico, C: cultivos con manejo convencional; *cultivos
convencionales en post-produccién, ca. 30 dias desde la Gltima aplicacién de insecticidas.

Biologia de D. phthorimaeae e interaccidn con P. dignus, parasitoides de T. absoluta.



Savino, V. Tesis doctoral 2014. FCNyM, UNLP 102

Del total de los sitios muestreados en ambas regiones, se descartaron Romero 2,
F. Varela y Pereyra en el CHP; y Lules 3 y Lules 4 para la provincia de Tucuman
porgue no cumplieron con el proposito de analizar la interaccion cuando co-ocurren, ya
que solo se constato la presencia de P. dignus.

En los predios se colectaron > 2000 individuos de T. absoluta (larvas) (Tabla
4.2.), de los cuales mas del 75 % estaban parasitadas. Tanto el nimero de larvas de la
polilla como el porcentaje de parasitismo resultaron similares en ambas regiones (Tabla
4.2). Se registr6 una variacion entre 0,5 y 20,25 de larvas de la polilla promedio por

planta registrados en los sitios de muestreo.

Tabla 4.2: Resumen general de los muestreos en las regiones del Cinturén Horticola Platense y
la provincia de Tucuman.

Total CHP 6,71+ 0,40 76,57 £3,37
(100 plantas)
Olmos2010 306 153+0,71 58,66 + 1,82
"Romero 12011 47 2,35+0,14 75,92 4,97
Olmosa2012 137 6,85+ 0,36 65,10 + 7,49
Olmosb 2012 57 2,85+0,39 97,22+2,15
Romero 12012 124 6,20 +0,43 85,94 + 0,44
Tucuman 845 8.69+0,31 81,6 £2,15
(140 plantas)
Lules12009 179 8,95 + 0,40 82,12+ 0,42
Lules22011 34 1,740,224 89,32 + 4,57
'EEAOC 2011 76 3,8+053 67,75+ 0,25
- 124 6,20 + 0,27 72,79+1,01
Lules52012 10 0,5+ 0,07 94,44 +7,90
Lules62012 17 0,85+0,10 88,45+ 0,25
LaBolsa2012 405 20,25+ 0,61 77,49+0,33
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Es muy importante destacar que en este exhaustivo analisis del parasitismo del
estado larval de T. absoluta, realizado en cultivos de dos regiones diferentes de la
Argentina, practicamente las dos Unicas especies halladas fueron D. phthorimaeae y P.
dignus. No obstante, cabe mencionar que el < 1 % fue atacados por otras especies, entre
ellas el eulophido Neochrysocharis formosa (identificacion realizada por Umberto
Bernardo, Istituto per la Protezione delle Piante (IPP - CNR) Italia).

En el CHP, se registro co-ocurrencia de ambos parasitoides en dos de los cinco
predios muestreados (Olmos a y b, y Romero 1) (Fig. 4.3.). En los otros dos sitios (F.

Varela y Pereyra), solo se encontro al endoparasitoide P. dignus.

Porcentaje de parasitismo- CHP
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Figura 4.3: Porcentajes de parasitismo promedio (+ ESM) por planta producido por los
parasitoides larvales D. phthorimaeae y P. dignus cuando atacan independientemente a larvas
de T. absoluta o multiparasitan, en predios organicos del CHP (Tukey p< 0,05, letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas).

Considerando el parasitismo total (porcentaje de parasitismo por planta) causado
por las dos especies de parasitoides, se observd un rango inferior del porcentaje de
parasitismo del 25,8 % en Romero 1 (2011) y alcanzé el 100 % en Olmos (2010) (Fig.
4.3). El porcentaje de parasitismo del ectoparasitoide oscilé entre 3,86 y 44,4 %, el de
P. dignus entre 9 y 51 % Yy el porcentaje de multiparasitismo tuvo un rango entre 0,3 y
4,6 % (Fig. 4.3).
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No se encontraron diferencias significativas de los valores promedio de larvas de
T. absoluta por planta parasitadas por el ecto y el endoparasitoide cuando atacaron solos
a su hospedador, con excepcion de un predio (Olmos a 2012) donde se registro un
mayor parasitismo por P. dignus (Fig. 4.3 y Tabla 4.3). En todos los casos en que se
verifico el multiparasitismo, éste fue significativamente méas bajo (< 5 %) que cuando se
consideran las especies de parasitoides actuando independientemente.

Tabla 4.3: Resumen del anélisis estadisticos mostrando los niveles de significancia del
ANOVA de una via para el porcentaje de parasitismo de larvas de T. absoluta por planta
(n=20), producido por los parasitoides larvales D. phthorimaeae y P. dignus individualmente y
multiparasitadas, registradas en cultivos de tomate del CHP (60 observaciones).

2010 30,23 2,58 0,0000** 20
2011 11,38 2,58 0,003* 20
2012 35,42 2,58 0,0000** 20
2012 3,60 2,58 0,033* 20
2012 20,2 2,58 0,0000** 20

* diferencias significativas (p<0,05), ** diferencias altamente significativas (p < 0,01).

En Tucuman, se registrd la co-ocurrencia de ambas especies de parasitoides
larvales en siete de los nueve predios muestreados (Tabla 4.1). Los parasitoides en
conjunto produjeron entre un minimo de 18 % y un maximo del 95 % de parasitismo de
larvas de T. absoluta por planta en Lules 2 (2011) y en Lules 1 (2009), respectivamente
(Fig. 4.4).
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Figura 4.4: Porcentajes de parasitismo promedio (+ ESM) por planta producidos por los
parasitoides larvales D. phthorimaeae y P. dignus cuando atacan larvas de T. absoluta de forma
independiente o multiparasitan, en cultivos de tomate convencional de la Provincia de Tucuman
(Tukey p< 0,05, (letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas).

El rango del porcentaje de parasitismo de hospedadores en estos cultivos vari6
entre 6,3 y 37,6 % para D. phthorimaeae, entre 10,6 y 53,2 % para P. dignus y entre 0 y
6,9 % para hospedadores multiparasitados.

No se encontraron, en general, diferencias significativas entre los porcentajes de
parasitismo de ambos parasitoides cuando atacaron de forma independiente a las larvas
de T. absoluta (Fig. 4.4 y Tabla 4.4), con excepcion del muestreo de Lules 5 (2012),
donde el porcentaje de parasitismo de P. dignus fue significativamente mayor. Por otra
parte, el multiparasitismo ocurrié siempre en una proporcién significativamente mas

baja (< 7%) que la observada para cada especie cuando atacé de forma independiente.
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Tabla 4.4: Resumen del andlisis estadistico mostrando los niveles de significancia para un
ANOVA de una via para el porcentaje de parasitismo de larvas de T. absoluta por planta
(n=20), producido por los parasitoides larvales D. phthorimaeae y P. dignus individulmente y
multiparasitados, en cultivos de la prov. de Tucuman (60 observaciones).

2009 22,99 0,000**

2011 7,44 2,58 0,024* 20
2011 10,53 2,58 0.005* 20
2011 5,81 2,58 0,005* 20
2012 9,67 2,58 0,008* 20
2012 6,80 2,58 0,033* 20
2012 9,94 2,58 0,000** 20

* diferencias significativas (p < 0,05), ** diferencias altamente signficativas (p< 0,01).
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Andlisis de la densodependencia a campo de ambas especies de parasitoides

En todos los predios muestreados se hallé que el parasitismo de larvas de T.
absoluta, tanto el ocasionado por cada parasitoide por separado 0 en situacion de
multiparasitismo, fue denso- independiente de la densidad de hospedadores por planta
(el coeficiente lineal (B) del analisis de regresion logistica no fue significativamente
diferente de cero) (Figs. 4.5 a 4.10).
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Figura 4.5: Regresiones logisticas que muestran la denso-independencia a campo entre la
proporcién de parasitismo del ectoparasitoide larval D. phthorimaeae respecto a la densidad de
larvas de T. absoluta por planta para los muestreos en el Cinturén Horticola Platense (a:
Olmos2010; b: Romero 1 2011; c: Olmos a 2012; d: Olmos b 2012; e: Romero 1 2012; f:
Region CHP).
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Figura 4.6: Regresiones logisticas que muestran la denso-independencia a campo entre la
proporcién de parasitismo del endoparasitoide larval P. dignus respecto a la densidad de larvas
de T. absoluta por planta para los muestreos en el Cinturén Horticola Platense (a: Olmos 2010;
b: Romero 1 2011; c: Olmos a 2012; d: Olmos b 2012; e: Romero 1 2012; f: Region CHP).
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Figura 4.7: Regresiones logisticas que muestran la denso-independencia a campo entre la
proporcién de hospedadores multiparasitados respecto a la densidad de larvas de T. absoluta por
planta para los muestreos en el Cinturon Horticola Platense (a: Olmos 2010; b: Romero 1 2011,
c: Olmos a 2012; d: Olmos b 2012; e: Romero 1 2012; f: Region CHP).
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Figura 4.8: Regresiones logisticas que muestran la denso-independencia a campo entre la
proporcion de parasitismo del ectoparasitoide larval D. phthorimaeae respecto a la densidad de
larvas de T. absoluta por planta para los muestreos en la provincia de Tucuman (a: Lules 1
2009; b: Lules 2 2011; c: EE Ob. Colombres 2011; d: San Miguel 2011; e: La Bolsa 2012; f:
Region Tucuman).
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Figura 4.9: Regresiones logisticas que muestran la denso-independencia a campo entre la
proporcién de parasitismo del endoparasitoide larval P. dignus respecto a la densidad de larvas
de T. absoluta por planta en la provincia de Tucuman (a: Lules 1 2009; b: Lules 2 2011; c: EE
Ob. Colombres 2011; d: San Miguel 2011; e: La Bolsa 2012; f: Region Tucuman).

Biologia de D. phthorimaeae e interaccion con P. dignus, parasitoides de T. absoluta.



Savino, V. Tesis doctoral 2014. FCNyM, UNLP 113

a) b)
0,25 g = 0,14 = - p=
B=0,03+0,19; p= 0,89 = 0,63 £ 1,76; p= 0,66
0,12 A
0.2 4 A
01 A
0,15
' A A 0,08
A A
01 1 0,06
A
0,04
0,05 -
0,02
0 +—h—hh—hhhhk & 0 A A A—h
0 5 10 15 20 25 30 0 2 4 6 8 10
ﬁ
c
_:__G
£
o ) d)
-:JU i
= |0 , B=0,02+094;p=098| | % p=0,21+0,56; p= 0,70
& 0,16 -
8 0,1 - ﬁ
-5 0,14 A
§ 0,08 0,12 A
oy 01 A
g 0,06 A
= 0,08
_g
3 0,04 0,06
&> 0,08
i 0,02 '
(] 0,02
=]
= 0 A AAAA 4AA A A A 0 A A A A
f,? 0 5 10 15 20 0 2 B 6 8 10 12
2
o
)
£ e f)
0,25 -
02 A B=0,04 +0,07; p= 0,56 = 0,03 +0,05; p= 0,56
0,18
0,16 - 0,2 A
A A
0,14 A
012 s A o5 { 4 ik ad A
0,1 " A AAA & A A
008 A A A A 011 A A
hh A A A A
0,06 A
A
0,05
0,04 A A A i
0,02
0l MA 4Ad 0 | AMAMMAM AM A
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Densidad de hospedadores ( larvas /planta)

Figura 4.10: Regresiones logisticas que muestran la denso-independencia a campo entre la
proporcién de hospedadores multiparasitados respecto a la densidad de larvas de T. absoluta por
planta para los muestreos en la provincia de Tucuman (a: Lules 1 2009; b: Lules 2 2011; c: EE
Ob. Colombres 2011; d: San Miguel 2011; e: La Bolsa 2012; f: Region Tucuman).

En la tabla 4.5 se resumen los resultados del andlisis de regresion logistica para
cada sitio de muestreo, para cada parasitoide atacando como Unica especie y en

situacion de multiparasitismo.
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Tabla 4.5. Parametros de las regresiones logisticas que analizan la denso-independencia a campo de la proporcion de parasitismo de los parasitoides
larvales D. phthorimaeae y P. dignus solos (cada uno sobre un hospedador) y cuando ambos parasitan simultdneamente un mismo hospedador
(multiparasitismo) respecto a la densidad de larvas de T. absoluta por planta para los muestreos en la provincia de Tucuman y en el Cinturén Horticola
Platense. (NS = no significativo)

D. phthorimaeae P. dignus Multiparasitadas
BO B p X N BO B p x? N BO B p x? N

CHP

-0,72 0,02 NS 0,23 32 0,76  -0,03 NS 0,6 32 4.2 0,05 NS 0,37 32
-0,77 0,05 NS 0,07 18 084  -0,38 NS 181 18 -645 3,86 NS 0,27 18

-3,49 0,03 NS 0,02 26 -0,16 -0,04 NS 013 26 -417 -0,01 NS 0,0008 26
0,05 -0,11 NS 021 12 -1,86 0,13 NS 026 12 -295 0,12 NS 0,11 12

-0,12  -0,07 NS 0,66 20 -1,12  -0,003 NS 0001 20 -381 0,05 NS 0,14 20

-1,33 0,02 NS 054 50 -0,99 0,02 NS 0,27 50 -38 0,04 NS 0,31 50

Provincia de
Tucuman
-0,14  -0,02 NS 0,04 30 0,87 0,05 NS 0,39 30 -34 0,03 NS 0,02 30

-0,97  -0,06 NS 0,01 10 -3,05 0,22 NS 0,12 10 -7,27 0,63 NS 0,19 10
-1,2 -0,08 NS 0,15 20 -045 -0,11 NS 0,37 20 547 0,02 NS 0,0003 20

-1,9 -0,04 NS 0,01 16 -1,77 0,06 NS 0,04 16 -442 021 NS 0,14 16

-0,65 -0,02 NS 0,36 36 -1,4 -0,002 NS 0,003 36 -402 0,04 NS 0,34 36

-1,35 0,0006 NS 0,0035 58 -0,9 -0,009 NS 008 58 -355 0,03 NS 0,33 58
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Discusién

Las condiciones naturales en la que los individuos co-ocurren son mucho mas
complejas que las que se pueden estudiar de manera simplificada en un experimento
realizado en el laboratorio. Los comportamientos que las hembras de parasitoides
pueden tener no solo dependen de como se encuentran distribuidos los hospedadores en
el ambiente, sino también de la susceptibilidad de éstos, la sincronia que presenten sus
ciclos de vida, ademas de otros factores ambientales implicitos en la interaccion
(Hassell 2000, Heimpel y Casas 2008).

Un primer resultado de esta tesis respecto del andlisis del parasitismo de T.
absoluta en cultivos de tomate para diferentes regiones horticolas de la Argentina, fue
que D. phthorimaeae y P. dignus son los parasitoides larvales mas abundantes y que
alcanzan altos porcentajes de parasitismo, lo que presume su ubicuidad y
complementariedad en el campo para lograr un buen control de la polilla.

Por otra parte, pudo ser aceptada la prediccion que el parasitismo producido por
D. phthorimaeae serd menor al causado por P. dignus en cultivos donde se utilizé
previamente plaguicidas, y que ambos parasitoides pueden alcanzar porcentajes de
parasitismo similares en predios manejados organicamente. En el CHP D. phthorimaeae
fue encontrada solo en las huertas organicas muestradas con tasas de parasitismo
similares a las de P. dignus, estando ausente en cultivos convencionales. A su vez, en
Tucuman, a pesar de que el cultivo de tomate se realiza de forma exclusivamente
convencional, se registré la co-ocurrencia de ambas especies de parasitoides en aquellos
predios muestreados en los cuales al estar finalizando en ciclo de cultivo se habia
interrumpido el uso de insecticidas. Esto confirma ademas lo reportado por Larrain
(1986) en cuanto a la susceptibilidad de D. phthorimaeae a estos compuestos.

Existen dos puntos de vista tedricos contrapuestos acerca de si un complejo de
enemigos naturales de una plaga mas o menos ricos en numero de especies puede llevar
a un control bioldgico exitoso. En el primer caso, hay investigadores que argumentan
gue un mayor namero de especies permitira la diversificacion de explotacion de nichos,
atacando varios estados de desarrollo de la plaga, o permitiendo concentrarse en una
subpoblacion de presas/hospedadores que difieren en espacio y tiempo (Dean y Ricklefs

1980, Hawkins 2000, Tscharntke y Kruess 1999). Al mismo tiempo, otros autores
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aportan evidencias que sustentan que una baja riqueza reduce la competencia entre
especies y por lo tanto, puede ser alcanzado un mejor control. El estudio del sistema D.
phthorimaeae — P. dignus — T. absoluta brinda evidencias de la coexistencia de ambas
especies de parasitoides en el campo para una amplia variedad de manejo sanitario
sobre los cultivos de tomate, debido a que la especie mas eficaz en la competencia se ve
limitada por: 1) una parte de la plaga es inmune al ataque (las hembras sélo parasitan
larvas del tercer estadio y rechaza larvas previamente endoparasitadas), y 2) las
poblaciones de D. phthorimaeae se ven perjudicadas por el uso de insecticidas.

Ademas, de acuerdo a Luna et al. (2007), Sanchez et al. (2009), Luna et al.
2010, Nieves (2013) y a informacion provista en el Capitulo 2 de esta tesis, P. dignus
tiene comparativamente una mayor fecundidad, tasa de ataque al hospedador, estrategia
reproductiva moderadamente sinovigénica, una respuesta de agregacion espacial —
definida como la estrategia de busqueda de las hembras en respuesta a una distribucién
irregular o “en manchones” de los hospedadores en el espacio (Hassell 2000) —, un
rango de especies hospedadoras alternativas y una distribucién geografica al menos
mayor que la conocida para D. phthorimaeae.

La presencia conjunta de D. phthorimaeae y P. dignus parasitando a T. absoluta
se verificd para un importante rango de densidades del hospedador, desde valores por
debajo del umbral de dafio para esta plaga (2 larvas/planta, Polack 2003, 2011) hasta un
méaximo de 20 larvas por planta. Este hallazgo brinda evidencias empiricas del resultado
de las interacciones interespecificas en una comunidad de parasitoides algo diferente a
lo propuesto por Amarasekare (2000), a favor de la coexistencia de las especies en el
cultivo y en donde la competencia por interferencia (multiparasitismo) es minima, aln a
altas densidades del hospedador.

Numerosos estudios experimentales que tratan sobre la densodependencia en la
interaccion entre parasitoides y sus hospedadores han merecido una especial atencion
durante las dltimas décadas. Estos estudios planteaban que la denso-dependencia -
directa o inversa- del parasitismo solo podrian contribuir a la regulacion de las
poblaciones de los hospedadores (Lessells 1895, Stiling 1987, Walde y Murdoch 1988).

D. phthorimaeae mostré un patrén de parasitismo independiente de la densidad
de T. absoluta, a escala de planta en el cultivo. Esto coincide a su vez con la respuesta

funcional analizada en el laboratorio, que fue de tipo | (Capitulo 2). Lo mismo sucedié
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con P. dignus, quien también presenta una respuesta tipo | (Luna et al. 2007). Con
respecto al mutiparasitismo, es notable que éste no resulte afectado con el incremento de
la densidad de hospedadores ya que se esperaria que éste conduzca a una atenuacion de
la interaccion competitiva entre D. phthorimaeae y P. dignus. Por otra parte, el patron
densoindependiente observado es coincidente con lo ya analizado en parrafos anteriores
donde se discutio que la coexistencia de las dos especies de parasitoides de T. absoluta
estudiadas parece ser la situacion mas comun en cultivos de tomate.

La importancia de la agregacion de los parasitoides que conduce a la estabilidad
del sistema hospedador — parasitoide ha sido discutida. Actualmente, se concibe a la
denso-independencia como factor de estabilidad del sistema basada fundamentalmente
en la distribucion heterogénea de la poblacion de hospedadores en el ambiente, lo cual
genera refugios parciales que actuarian entonces como un mecanismo estabilizador para
la interaccién parasitoide-hospedador (Murdoch 1994 y Reeve et al. 1994 a, b). Dado
que las poblaciones de la polilla del tomate se distribuyen en forma agregada en el
ambiente (Sanchez et al. 2009), un aspecto a dilucidar en estudios posteriores seria
conocer si, al igual que P. dignus, las hembras de D. phthorimaeae presentan también
una respuesta de agregacion sobre areas de alta densidad de hospedadores.

También se ha postulado que el patron de parasitismo puede variar segun la
escala de estudio (Heads y Lawton 1983, Lill 1998, Jarosik y Lapchin 2001). Por
ejemplo, para P. dignus se detectd un patron denso-independiente de la densidad de T.
absoluta a escalas de planta, hoja y foliolo del cultivo de tomate (Sanchez et al. 2009).
Por lo tanto, surge del presente estudio la inquietud de evaluar a futuro éste patron para
D. phthorimaeae de manera similar.

La evaluacion del multiparasitismo de larvas de T. absoluta abordada en este
Capitulo amplié el conocimiento que se tenia de este fendmeno para un rango de
cultivos de tomate mayor, demostrandose que se trata de un comportamiento comdn en
condiciones naturales aunque con una incidencia muy baja, como ya se ha mencionado.
Los ensayos previos sobre competencia en laboratorio (Capitulo 3) demostraron que una
hembra adulta, joven y bien alimentada de D. phthorimaeae evita atacar hospedadores
parasitados previamente por P. dignus, y en el campo se hallaron evidencias que
sustentan la reducida interaccion, manifestado por el bajo porcentaje de

multiparasitismo e independiente de la densidad de hospedadores.
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El control biolégico de la polilla del tomate T. absoluta se podria ver
beneficiado con la presencia de D. phthorimaeae y P. dignus. Ademas del parasitismo
producido por estos enemigos se debe adicionar la mortalidad causada por el
comportamiento de host-feeding no concurrente para alimentacion y maduracion de
oocitos por parte del ectoparasitoide — un aspecto que queda adn por cuantificar en el
campo.

Un manejo sanitario de T. absoluta mas racional con respecto al uso de
agroquimicos favorecera el parasitismo natural de estos dos himendpteros. Como
alternativa para el control de plagas, se podrian aplicar insumos aceptados para la
produccion organica (bioplaguicidas, tales como “purines” o a base de B. thuringiensis,
y/o trampas de feromonas). También la asociacion de especies vegetales espontaneas y
cultivadas en el predio tendra un rol importante como refugios para estos enemigos

naturales.
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Capitulo 5

Consideraciones finales
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En este trabajo de tesis doctoral se pudieron determinar aspectos fundamentales
de la la biologia reproductiva del ectoparasitoide D. phthorimaeae y la interaccion con
el endoparasitoide P. dignus, enemigos naturales de la polilla del tomate T. absoluta, de
amplia distribucion y presencia espontanea, para implementar planes de MIP para la
Argentina, basado en el control bioldgico.

Ambas especies de parasitoides, con biologias contrastantes, tienen
potencialidad como biocontroladores para ser utilizados solos o en combinacion,
teniendo en cuenta estrategias tanto de control bioldgico aumentativo como por
conservacion.

En primer término, como producto de esta tesis se amplié el conocimiento
existente sobre la ecologia reproductiva del ectoparasitoide D. phthorimaeae (De Santis
1983, Larrain 1986, Ceriani et al. 1995, Colomo et al. 2002, Luna et al. 2010 y Savino
et al. 2012) Los estudios anatémicos y bioecoldgicos confirmaron la prediccion que D.
phthorimaeae, es una especie fuertemente sinovigénica, y que necesita un lapso de
aproximadamente 5 dias para completar la maduracion de los oocitos, con una carga
méaxima de 5 huevos en toda su vida adulta (Capitulo 2). Este tipo de maduracién de
oocitos se lleva a cabo mediante la incorporacion gradual de nutrientes extra a su
reserva teneral. La ingesta de estos nutrientes se efectia fundamentalmente por medio
del host-feeding, alimentdndose de la hemolinfa de las larvas de T. absoluta lo cual fue
comprobado experimentalmente en este trabajo frente a otras posibles fuentes de
alimentacion (Capitulo 2). Este comportamiento de alimentacion resulté del tipo
anautégeno y obligado, una estrategia comdn en himendpteros parasitoides (Quicke
1997) y no se descarta que la hembra adulta aproveche también otras fuentes del
ambiente, principalmente azlcares (Bernstein y Jervis 2008). Debido a que los
comportamientos de alimentacidn y de oviposicion pueden no ocurrir simultdneamente,
éstos puede convertirse en una oportunidad y/o pérdida en términos de ganancia de
fitness inmediata para parasitoides como D. phthorimaeae.

También se comprob6 que la hembra de D. phthorimaeae exhibe, segin Jervis et
al. (2008), una curva de ovigenia del tipo IV, es decir, que produce pocos huevos
grandes y ricos en vitelo (anhidrdpicos) durante su vida adulta y que en ausencia de
hospedadores los reabsorbe a una tasa de un oocito cada 48 horas. EI conocimiento de

cémo las hembras de D. phthorimaeae toleran la privacion de hospedadores y lo
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compensan mediante el mecanismo de reabsorcion de huevos, trae consecuencias sobre
el parasitismo efectivo, lo cual es una informacion relevante en el caso de ser usado en
programas de manejo para el control bioldgico de T. absoluta.

La respuesta funcional de la hembra de D. phthorimaeae fue independiente del
incremento de la densidad de larvas de T. absoluta ofrecidas, tanto para los
hospedadores que ataca (pica y parasita) como para los picados solamente (Capitulo 2).
Esto reveld la importancia que el mecanismo de host-feeding de D. phthorimaeae, tiene
sobre la mortalidad de su hospedador, sea para alimetarse u oviponer. ES necesario
resaltar que este comportamiento tendra implicancias en el éxito reproductivo de la
especie segun su estado nutricional, edad y frente la heterogeneidad de los recursos e
interaccidn con otras especies en la naturaleza. A pesar de su relevancia, la magnitud de
la mortalidad causada por especies de parasitoides que realizan host-feeding no
concurrente es frecuentemente subestimada debido a la dificultad para evaluarla en el
campo; en el caso de D. phthorimaeae, por ejemplo, una de las dificultades redica en
que no deja marcas detectables del ataque en la larva de T. absoluta.

En segundo lugar, resultd importante dilucidar aspectos de la competencia entre
las especies de parasitoides mencionadas, una temética de la ecologia de gran
implicancia para el control biolégico (Hawkins 2000, Boivin y Brodeur 2006, Mills
2006, Messing et al. 2006). En esta tesis se obtuvieron evidencias que ambas especies
de parasitoides pueden multiparasitar a larvas de T. absoluta en el campo, lo que
concuerda con la prediccion postulada, aungue esto ocurre con una frecuencia muy baja
(= 10 % de larvas multiparasitadas). En el laboratorio, se comprobd que D.
phthorimaeae interactia competitivamente con P. dignus por interferencia al momento
de la parasitacion, ya que la primera es capaz de eliminar directamente a la segunda.
Esto corrobora la prediccion realizada que, en estas condiciones, el efecto competitivo
de D. phthorimaeae sobre P. dignus es mayor que el de P. dignus sobre D.
phthorimaeae. Sin embargo, se prob6 también experimentalmente que las hembras de
D. phthorimaeae pueden evitar el multiparasitismo, debido a atributos intrinsecos de su
biologia, tales como una edad menor y la disponibilidad de hospedadores (Capitulo 3).
Cuando ocurre el ataque de hospedadores previamente parasitados por P .dignus, este
comportamiento de la hembra de D. phthorimaeae puede relacionarse con la estrategia

de reabsorcion de oocitos ya mencionada, y convertirse en un mecanismo que le
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garantice sobrellevar situaciones ambientales adversas, para arriesgarse a futuros
eventos de oviposicion. Es importante sefialar que el ataque de D. phthorimaeae no
concluyd en una parasitacion, sino que utilizé al hospedador para alimentarse, lo cual
revela una desicion energéticamente costosa en términos del fitness. En estas
circunstancias, resulta interesante considerar el rol de D. phthorimaeae como un
potencial depredador intragremio, mas que como un competidor, de P. dignus en el
sistema estudiado.

Finalmente, dentro del complejo de parasitoides que atacan a larvas de la polilla
del tomate T. absoluta, el ectoparasitoide D. phthorimaeae y el endoparasitoide P.
dignus muestran ser, los mas abundantes y de presencia espontanea en los cultivos del
CHP y de la provincia de Tucumaén, alcanzando =~ el 80 % de parasitismo natural de
larvas si se consideran ambas especies en conjunto (Capitulo 4). Las dos regiones
estudiadas, presentan caracteristicas biogeograficas y de produccion agricola discimiles
y en especial un manejo del cultivo de tomate bastante diferente. En el CHP, tal como se
predijo, en aquellos sitios donde se hall6 la presencia de las dos especies de
parasitoides, se registraron tasas de parasitismo similares entre ambos. Estos sitios eran
cultivos protegidos organicos ubicados en predios asociados con otros cultivos y a
vegetacion espontanea. En la provincia de Tucuman, donde el cultivo se realiza en
forma extensiva, a cielo abierto, y con un fuerte uso de insecticidas para controlar a la
polilla y otras plagas, se puede concluir que estas condiciones seleccionan
favorablemente la presencia y, generalmente, un mayor porcentaje de parasitismo de P.
dignus, en detrimento de D. phthorimaeae. La confirmacién de la superioridad
competitiva de los parasitoides idiobiontes sobre los koinobiontes requiere de trabajos
de laboratorio y de campo tal como lo sugiriera Godfray (1994). Este estudio brinda
evidencias que tal superioridad puede verse limitada cuando la especie mas eficaz en la
competencia se ve restringida por su propia historia de vida y por condiciones
ambientales.

El anéalisis de la interaccién a campo cuando ambas especies de parasitoides
larvales de T. absoluta co-ocurren indica que, al igual que P. dignus (Sanchez et al.
2009), D. phthorimaeae muestra un patron denso-independiente tanto sobre
hospedadores sanos como aquellos previamente endoparasitados, a escala de planta en

el cultivo de tomate. Resta cuantificar, en estas condiciones, la mortalidad causada por
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D. phthorimaeae sobre P. dignus cuando practica host-feeding no concurrente, cuya
dificultad fue anteriormente mencionada. La coexistencia de especies parasitoides que
pertenecen a distintos gremios se vera influenciada por la capacidad que tengan en
explotar los diferentes nichos que el hospedador ofrece y también a la evolucion de un
amplio rango de caracteristicas fisioldgicas y de comportamiento de estos insectos con
el objetivo de evitar la competencia (Mills 1992, Hawkins 2000, Capitulos 1 y 3).
Ademas la co-ocurrencia puede ser promovida por la variabilidad espacial y temporal
del uso del recurso (Dean y Ricklefs 1980, Hassell 2000, Hawkins 2000). Para
profundizar el conocimiento de estas interacciones, se propone continuar a futuro el
andlisis del patron de parasitismo, incluyendo distintas escalas espaciales del cultivo y
la respuesta de agregacion.

El control bioldgico de la polilla del tomate T. absoluta constituye una tematica
de dindmico desarrollo en el campo de la entomologia aplicada, tanto en su region de
origen como en las nuevas areas invadidas por esta plaga (Larrain 1986, Botto 1999,
Colomo et al. 2002, Polack et al. 2002, Luna et al. 2007,2010, 2012, Sanchez et al.
2009, Berta y Pérez 2011, Lépez et al. 2011, 2012; Céceres 2011, Desneux et al. 2010,
2011; Molla et al. 2011, Bueno et al. 2012, 2013; Cabello et al. 2012, Nannini et al.
2012, Ferracini et al. 2012, Savino et al. 2012, Zappala et al. 2012, Belda et al. 2013,
Biondi et al. 2013, Cantor y Rodriguez 2013, Chailleux et al. 2013, Ingegno et al. 2013,
Chailleux et al. 2014, Ghoneim 2014, Speranza et al. 2014). En la gran mayoria de
estas investigaciones se contempla el uso de depredadores y parasitoides nativos. Para la
Argentina, el ectoparasitoide larval D. phthorimaeae cuenta con una serie de atributos
respecto de su biologia, tasas de parasitismo natural en el campo, su coincidencia
estacional con la plaga, el poco efecto negativo sobre P. dignus -la otra especie de
parasitoide larval con la que co-ocurre-, entre otras. Muy especialmente la accién de su
comportamiento de host-feeding no concurrente es significativa, desde la perspectiva de
infligir la muerte de un nimero mucho mayor de larvas de T. absoluta de lo que la
avispa realmente parasita. Los mencionados atributos permiten plantear el uso de esta
especie mediante dos posibles estrategias: el control biolégico aumentativo y por
conservacion.

Para ello, futuras investigaciones deberian tener en cuenta las siguientes

premisas:
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. Ampliar los conocimientos sobre la distribucion geogréfica, y del rango
de plantas e insectos hospedadores de D. phthorimaeae.

. Profundizar el estudio del comportamiento alimenticio de D.

phthorimaeae, tanto en condiciones de laboratorio como de campo.

. Cuantificar en los cultivos la mortalidad de larvas de la polilla causada

por el comportamiento de host-feeding no concurrente.
. Desarrollar protocolos de cria de colonias de D. phthorimaeae.

. Continuar las investigaciones sobre aspectos de la interaccion de D.
phthorimaeae con P. dignus, en particular aquellos referidos al mecanismo de
competencia por explotacion de hospedadores por parte de hembras adultas
heteroespecificas expuestas simultdneamente, y de la depredacion intragremio producto
del host-feeding no concurrente sobre larvas de T. absoluta previamente parasitadas por

P. dignus.

. Completar el conocimiento sobre el patron de parasitismo de D.

phthorimaeae en el cultivo de tomate, teniendo en cuenta distintas escalas espaciales.
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