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Resumen

En el Cinturén Horticola de La Plata (provincia de Buenos Aires), el cultivo de
tomate constituye una de las actividades productivas mas importantes, tanto en
invernaculo como al aire libre. La “polilla del tomate” Tuta absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera, Gelechiidae), de origen Neotropical, es la plaga clave del cultivo de
tomate en esta region. El control de este insecto se lleva a cabo casi exclusivamente
utilizando plaguicidas, lo que trae aparejado toxicidad sobre la salud humana y el
ambiente, y efectos negativos sobre los enemigos naturales, con la consecuente
disminucién del control natural de la plaga. Por estas razones, se necesita explorar
enfoques para el manejo basados en principios ecoldgicos. Entre los endoparasitoides
larvales que atacan a 7. absoluta en la provincia de Buenos Aires, Pseudapanteles
dignus (Muesebeck) (Hymenoptera, Braconidae) es el dominante. Es un endoparasitoide
de distribucién Neartica y Neotropical, solitario y koinobionte. ElI conocimiento
existente sobre la interaccion entre este parasitoide con 7. absoluta no es aun suficiente
para concluir si el mismo constituye un buen agente de control biolégico. La hipotesis
central de este trabajo es que el parasitoide P. dignus posee atributos de su historia de
vida y parametros demograficos que le confieren potencialidad para controlar a la plaga
T. absoluta, en tomate. El objetivo general fue estudiar aspectos fundamentales de las
estrategias de su historia de vida y de su demografia, a campo y en laboratorio, con el
fin de aportar bases mas sélidas para evaluar su viabilidad en el Control Bioldgico. Se
plantearon los siguientes objetivos parciales: 1) Determinar el potencial de crecimiento
poblacional de P. dignus sobre el hospedador 7. absoluta, a través de la estimacion de
parametros poblacionales en laboratorio, 2) Evaluar el efecto del parasitismo en
hospedadores de diferente edad (L;-L, y L3-Ly) de T. absoluta sobre la fecundidad y
supervivencia de la hembra de P. dignus, 3) Determinar la estrategia de oviposicion
(Pro-ovigénica — Sinovigénica) de P. dignus sobre T. absoluta 4) Evaluar la existencia
de superparasitismo, 5) Estimar el impacto de P. dignus sobre poblaciones de T.

absoluta, en condiciones de campo.

Los estudios se realizaron en el Cinturén Horticola de La Plata, ubicado en los
alrededores de La Plata, NE de la provincia de Buenos Aires (34° 56° S, 57° 59° W). Se

recolectaron larvas de 7. absoluta en cultivos de tomate bajo cubierta, con distintos tipo
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de manejo. Para la obtencion de individuos de P. dignus, se colectaron hojas infestadas
con larvas de T. absoluta que fueron llevadas al laboratorio. Las colonias de ambas
especies, hospedador y parasitoide, fueron mantenidas en un bioterio bajo condiciones

controladas: 25+2°C, 60-70% HR, 14:10 L:O.

Pseudapanteles dignus tiene la capacidad de parasitar y desarrollarse en todos
los estadios larvales de T. absoluta. No obstante, cuando se compararon los tiempos de
desarrollo de dos cohortes de P. dignus parasitando distintos estadios larvales del
hospedador 7. absoluta, se observd que para larvas y pupas el desarrollo fue mayor
sobre L;-L,, aunque no hubo diferencias en el tiempo de desarrollo desde huevo a adulto
Q entre los dos grupos. La proporcion de sexos en la cohorte desarrollada L;-L, fue de
0,6, significativamente sesgada hacia las hembras mientras que en las desarrolladas
sobre L3-Ly fue de 0,07, sesgada hacia los machos. El porcentaje de mortalidad del
huevo fue del 3% sobre L;-L,, y del 0% sobre L;-L,. La mortalidad de la L; de P. dignus
sobre L;-L, fue de 26%. Las pupas obtenidas de ambos grupos presentaron una
mortalidad muy similar (cerca del 25%). Alrededor del 50% de los individuos llegaron
al estado adulto en ambos grupos. Los parasitoides desarrollados sobre larvas L;-L; del
hospedador mostraron una supervivencia significativamente mayor que sobre L3-L,. La
expectativa de vida también fue mayor para los parasitoides criados sobre L;-L, El
numero promedio de cocones producidos por hembra, por dia fue mayor en L;-L,. En
promedio, las hembras ovipusieron hasta el dia 20 de su vida, y la mayoria puso el 50%
de su carga de huevos a los 6 dias de vida adulta. El nimero de huevos/Q fue 192, el
namero de huevos/@/dia fue 13, y el nimero de huevos 9/9/dia fue 8,49. El %
parasitismo/9 fue 47%, y el % parasitismo/Q/dia fue 40%. Los parametros
reproductivos fueron: R,= 61; r,= 0,15; A= 1,16; T= 29. Para el control bioldgico de
una plaga, se consideran que un parasitoide es eficiente como enemigo natural, si su tasa
instantanea de ataque y su r,, son mayor o igual al r,, de su hospedador, como es el caso
de P. dignus, cuyo r, es mayor al hallado para su hospedador 7. absoluta. Esto resulta
de gran importancia para optimizar la cria masiva y las liberaciones del parasitoide, para
ser usado como agente de control bioldgico en programas de Manejo Integrado de

Plagas (MIP) en los cultivos de tomate.

En cuanto a la estrategia reproductiva, P. dignus, con un indice de ovigenia de

0,23 muy cercano al promedio de la mayoria de las especies de los parasitoides, y una
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curva de fecundidad realizada Tipo 2, resultdé una especie sinovigénica moderada. Las
hembras privadas de hospedadores mostraron un aumento en la carga de huevos hacia el
segundo y tercer dia, mientras que las hembras con hospedadores, disminuyeron su
carga de huevos casi a la mitad hacia el tercer dia debido al parasitismo. La carga diaria
de huevos en las hembras sin hospedadores, fue mayor que en las hembras con
hospedadores, es decir, mantener a las hembras sin parasitoides durante los primeros
dias y esperar a que alcancen la maxima carga de huevos al momento de la liberacion,
permitird optimizar el control bioldgico. El conocimiento de las estrategias
reproductivas de las hembras parasitoides tiene implicancias directas sobre la

implementacion del control biologico.

En el laboratorio, las hembras de P. dignus superparasitaron todos los estadios
larvales, sin embargo existe un predominio de monoparasitismo. El encapsulamiento del
parasitoide ocurri6 en larvas mono y superparasitadas. La frecuencia de
encapsulamiento (FE) increment6 a medida que aument6 el numero de huevos
depositados por la hembra del parasitoide, desde un 28% en las larvas monoparasitadas,
a 91% con cinco parasitoides por hospedador. La eficiencia de encapsulamiento (EE)
aument6 levemente entre uno y tres parasitoides por larva hospedadora, y alcanzé el
valor maximo con cinco parasitoides. Del total de larvas parasitadas, los mayores
porcentajes de superparasitismo se registraron en los estadios L, y L3, y a su vez, fueron
los que exhibieron mayor capacidad de encapsulamiento. Al igual que en el laboratorio,
pero aun mas marcadamente, en el campo predomind el monoparasitismo. El
encapsulamiento (FE) incrementd a medida que aument6 el numero de huevos
depositados en el hospedador, de 9% en larvas monoparasitadas, a 75% con cuatro
parasitoides por hospedador. Si bien la respuesta al encapsulamiento por parte de las
larvas de T. absoluta aument6 con el superparasitismo, su eficiencia cayd bruscamente
cuando el nimero de parasitoides superd los tres individuos. Las larvas L, fueron las
menos superparasitadas, mientras que las L;-L,, las que mas encapsularon. El
superparasitismo y el encapsulamiento por parte del hospedador son dos procesos que
pueden afectar la cria de un parasitoide. La elevada competencia entre larvas, asi como
altas tasas de encapsulamiento pueden obstaculizar la cria en masa de un enemigo
natural en el laboratorio. Una mayor comprension del superparasitismo podra contribuir
a mejorar los programas de control bioldgico, tanto en lo vinculado a la cria en masa,

como a la efectividad de control en el campo. En P. dignus, el superparasitismo es un



Resumen

fenomeno poco frecuente en el campo, y controlable en el laboratorio mediante
condiciones apropiadas de cria. Esto permitiria reducir la frecuencia de
encapsulamiento, y por consiguiente aumentar la supervivencia de los descendientes, y

hacer mas exitosa una cria masiva para posteriores liberaciones aumentativas.

En el campo, existio parasitismo a todo lo largo del ciclo del cultivo, en las tres
temporadas estudiadas, tanto en tomate de primera como en el de segunda, lo que se
traduce en una gran sincronia temporal entre la aparicion de la plaga en el cultivo y la
del parasitoide. Los porcentajes de parasitismo en el tomate de primera, variaron de 26 a
39%. Los porcentajes de parasitismo mas altos se encontraron en el tomate de segunda,
variando entre 46% y 74%. Los valores de impacto de parasitismo hallados mediante el
método trapezoidal oscilaron entre 33 y 49% en tomate de primera y de 64% en tomate
de segunda. Estos resultados indican una elevada mortalidad causada por la poblacién
del parasitoide sobre la de su hospedador. Se observé una relacion densoindependiente
entre el porcentaje de parasitismo causado por P. dignus y la densidad de larvas de T.
absoluta. Este parasitoide mostrd la capacidad de atacar hospedadores tanto a bajas
como a altas densidades de 7. absoluta. P. dignus muestra efectividad para limitar las
poblaciones de 7. absoluta en cultivos de tomate bajo invernaculo. La presencia de sus
poblaciones naturales deberia ser propiciada a través de la disminucion y/o eliminacion
del uso de plaguicidas no selectivos y de la busqueda de otras alternativas de manejo

que favorezcan su persistencia.
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In La Plata Horticultural belt (Buenos Aires province), the tomato crop is one of
the most important productive activities, both in greenhouse and outdoors. The "tomato
moth" Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera, Gelechiidae), of Neotropical origin, is the
key pest of tomato crop in this region. The control of this insect is carried out almost
exclusively, with pesticides which produce toxicity on human health and on the
environment, and also cause negative effects on natural enemies, with the consequent
reduction of pest natural control. For these reasons, different management approaches
for its control, based on ecological principles, are needed. Among larval endoparasitoids
of T. absoluta in Buenos Aires province, Pseudapanteles dignus (Muesebeck)
(Hymenoptera, Braconidae) is the dominant species. It is a solitary koinobiont
parasitoid of Nearctic and Neotropical distribution. Existing knowledge on the
interaction between this parasitoid and 7. absoluta is not sufficient yet to conclude

whether or not it is a good biological control agent.

The central hypothesis of this work is that the parasitoid P. dignus has some
attributes of the life history and demographic parameters that give it potentiality for
controlling the pest 7. absoluta, in tomato. The general objective was to study
fundamental aspects of life history strategies and the demography, in the field and
laboratory, in order to provide stronger basis for assessing the viability P. dignus for
biological control. The partial objectives were: 1) determine the potential population
growth of P. dignus on the host T. absoluta, through the estimation of population
parameters in laboratory, 2) evaluate the effect on the fertility and survival of P. dignus
female when parasitizing hosts of different ages (L;-L, and L;-L4), 3) determine the
oviposition strategy (Pro-ovigeny — Synovigeny) of P. dignus on T. absoluta, 4)
evaluate the existence of superparasitism, 5) estimate the impact of parasitism of P.

dignus on T. absoluta field populations.

The studies were conducted in La Plata Horticultural belt, NE of Buenos Aires
province (34 °© 56 'S, 57 ° 59" W). Tuta absoluta larvae were collected in greenhouse
tomato crops with different management practices. To obtain specimens of P. dignus,

leaves infested with 7. absoluta were collected in the greenhouses and taken to the
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laboratory. Colonies of both species, host and parasitoid, were kept under controlled

conditions: 25 £2 ° C, 60-70% RH, 14:10 L: O.

Pseudapanteles dignus parasitizes and develops in all larval stages of T.
absoluta. However, when comparing the developmental time of two cohorts parasitizing
different host ages (L;,-L, and L;-L,), it was observed a longer development in larvae
and pupae of P. dignus on L;-L; hosts, but no difference was found in the develop from
egg to Qadult between the two age groups. The sex ratio of the cohort developed on L;-
L; hosts was 0.6, significantly biased towards females, whereas in those developed on
L3-L4 hosts was 0.07, biased towards males. The egg mortality was 3% on L;-L,, and
0% on L3-L4 hosts. Mortality of L; of P. dignus was 26% on L;-L; hosts. Pupae obtained
from both groups had similar mortality (25%). About 50% of individuals reached the
adult stage in both cohorts. Parasitoid larvae developed on L;-L, hosts showed
significantly higher survival than those on L;-L,. Life expectancy was also greater for
parasitoids reared on L;-L,. The average number of cocoons per female per day was
higher on L;-L; hosts. On average, females laid eggs until the 20th day of his life as
adult, and laid 50% of the total eggs at 6th day. The number of eggs/Q was 192, the
number of eggs/¥P/day was 13 and the number of eggs 9/9Q/day was 8.49. The
parasitism/Q were 47%, and parasitism/Q/day was 40%. Reproductive parameters
were: R= 61, r,= 0.15, A= 1.16, T= 29. A parasitoid is considered efficient for
biological control when its r,, is greater or equal to the 7, of its host; this is the case of

P. dignus, which r,, is higher than the r,, of T. absoluta.

Regarding reproductive strategies, P. dignus, had an ovigeny index of 0.23, very
close to the average of most parasitoids species, and a Type 2 fertility curve, which
means that this species is moderate sinovigenic. The daily egg load of females without
hosts, was higher than in females with hosts. Host privated females increased the egg
load in the second and third days, while females with hosts, decreased the egg load to
almost a half by the third day, due to parasitism. This means that keeping females
without hosts during the first days and wait a maximum egg load for releasing time
would optimize biocontrol. Knowledge of the reproductive strategies of parasitoids has

direct implications for biological control implementation.

Females of P. dignus superparasitized all larval stages in the laboratory, but
monoparasitism were dominant. Encapsulation of parasitoid larvae occurred in mono

and superparasitized host larvae. The frequency of encapsulation (FE) increased with
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the number of eggs laid, from 28% in monoparasitized larvae, to 91% with five
parasitoids per host. The encapsulation efficiency (EE) increased slightly, at one to three
parasitoids per host larva, and reached the maximum at five parasitoids per host. The
highest percentages of superparasitism occurred in stages L, and L3, and also, they
showed a greater capacity of encapsulation. Monoparasitism was predominant in the
field as well as in the laboratory. Encapsulation (FE) increased with the number of eggs
laid, from 9% of monoparasitized host, to 75% with four parasitoids per host. Although
response to encapsulation increased with superparasitim, the efficiency declined when
the number of parasites was greater than three. L, stadium was less superparasitized,
while L; and L, were more encapsulated. Superparasitism and host encapsulation are
two processes that can affect a parasitoid mass rearing. Competition among larvae, and
high rates of encapsulation may hinder mass rearing of natural enemies in the
laboratory. A greater understanding of superparasitism may contribute to enhance
biological control programs, in terms of mass rearing and to the effectiveness in the
field. Superparasitism by P. dignus is a rare phenomenon in the field, and it is
controllable in the laboratory under appropriate breeding conditions. This would reduce

the frequency of encapsulation, increasing the survival of the offspring.

There was parasitism throughout the crop cycle, in the three seasons, with a high
synchrony between the occurrence of the pest and the parasitoid. Percentages of
parasitism (early tomato) ranged from 26 to 39% and the highest values were found in a
late tomato (between 46% and 74%). Values of impact of parasitism found using the
trapezoidal method ranged between 33 and 49% in the early tomato and 64% in the late
tomato. These results indicate a high mortality caused by the parasitoid on host
populations. This parasitoid showed the ability to attack hosts either at low and at high
densities and data for three seasons analyzed together indicated a direct
densodependence of parasitism, which is the percentage of parasitism caused by P.
dignus increased with host density. P. dignus showed effectiveness in limiting
populations of 7. absoluta in greenhouse tomato crops. The presence of P. dignus
natural populations should be enhance through the reduction and/or elimination of non-
selective pesticides and other alternatives management practices that promote its

persistence.



Capitulo 1

Introduccion General

En el Cintur6én Horticola de La Plata (provincia de Buenos Aires, Argentina) el
cultivo de tomate constituye una de las actividades productivas mas importantes, tanto
en inverndculo como al aire libre (Corvo Dolcet 2005). El tomate, Lycopersicon
esculentum Miller (Solanaceae) es una de las principales hortalizas de la Argentina
debido al consumo (16 kg/persona/afio), al valor econémico de la produccion, y a la
superficie sembrada: 16.800 ha segin FAO (2010). Se estima que la superficie de este
cultivo en el Cinturon Horticola de La Plata y en el Gran Buenos Aires es de 2.608 ha
(CHFBA 2005; Barsky 2005; Garcia 2010, citados por Stupino et al. 2012) con una
produccion de 70.000 t anuales (Argerich 2011).

Sin embargo, la presencia de numerosos artrépodos plaga (polilla del tomate,
mosca blanca, trips, etc.) produce una importante disminucién en su rendimiento. La
modalidad convencional de control de estas plagas se basa en el uso de plaguicidas
(Polack 1997, Garcia et al. 2005, Lietti et al. 2005), lo cual trae aparejado problemas de
diversa indole: residuos toxicos en los productos, intoxicaciones cronicas y agudas de
consumidores y trabajadores rurales, desarrollo de resistencia de las plagas, destruccion
de fauna silvestre y organismos benéficos (polinizadores, enemigos naturales, etc.), e
impactos negativos sobre el medio ambiente (aguas subterraneas y superficiales, suelo y

aire) (Pimentel & Lehman 1993; van Lenteren & Bueno 2003).

Una alternativa al control quimico de las plagas puede darse a través del control
biologico por enemigos naturales, que consiste en la utilizacion de éstos para reducir las
poblaciones plaga a densidades por debajo del nivel de dafio econémico (Debach &
Rosen 1991; Bellows & Fisher 1999; Wajnberg et al. 2008). El control biologico es
considerado uno de los pilares mas importantes del Manejo Integrado de Plagas y de la
agricultura sustentable, por tratarse de una estrategia no contaminante y de bajo impacto

ambiental (Kogan 1986; Pimentel & Lehman 1993).
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Entre los enemigos naturales de las plagas se encuentran los parasitoides
(dipteros e himenopteros), los depredadores (arafias, acaros, neurdpteros, etc.) y los
patégenos (bacterias, virus, hongos, protozoos y nematodos) (Figura 1.1). Los
parasitoides se caracterizan, en su mayoria, porque dependen del hospedador para
desarrollarse en sus estados inmaduros, consumen su cuerpo y luego empupan fuera de
¢l (Godfray 1994). El parasitoide adulto emerge del cocon y tiene vida libre; se alimenta
de polen, néctar, agua y fluidos del hospedador, y busca activamente hospedadores para

la oviposicion (Hawkins 1994).

Figura 1.1. Enemigos naturales de las plagas. a) Coledptero depredador de pulgones. b)
Aracnido depredador generalista. c) Hongo entomopatogeno atacando lepiddptero.

La “polilla del tomate” Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera, Gelechiidae), de
origen Neotropical, es la plaga clave del cultivo de tomate en esta region y esta
considerada la mas importante de este cultivo en la Argentina y en varios paises de
América del Sur (Vargas 1970; Ferndndez y Montagne 1990; Uchoa-Fernandes & De
Campos 1993; Vercosa de Magalhaes et al. 2001) (Figura 1.2). Recientemente, debido a
su elevado potencial bidtico, esta especie ha invadido varios paises de Europa y del
norte de Africa (Desneux et al. 2010, Luna et al. 2012). Es un microlepiddptero
multivoltino que se alimenta de hojas, frutos, flores, brotes y tallos del tomate, donde
cava galerias. Su dafio provoca pérdidas del 33 al 90% de la produccion (Larrain 1986;
Picanco ef al. 1995; Consoli et al. 1998) y se manifiesta al comer el mesofilo de las

hojas haciendo minas que restan capacidad fotosintética al cultivo, y en el perjuicio que
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causa al penetrar directamente en los frutos dejando marcas indeseables que disminuyen

su valor comercial.

El control de este insecto se lleva a cabo casi exclusivamente, utilizando
plaguicidas neurotéxicos y reguladores del crecimiento. En los casos en que se realizan
monitoreos previos, se utiliza un umbral de accion de dos foliolos con dafio fresco por
planta (Polack y Brambilla 2000). Sin embargo, se ha reportado baja eficacia del control
quimico, debido a los habitos minadores de 7. absoluta y al desarrollo de resistencia en
algunas poblaciones (Ecole ef al. 2001; Siqueira et al. 2000; Garcia et al. 2005; Lietti et
al. 2005). Ademas de la toxicidad que generan los plaguicidas sobre la salud humana y
el ambiente, su uso excesivo tiene efectos negativos sobre los enemigos naturales, con
la consecuente disminucion del control natural de la plaga. Por estas razones, se necesita

explorar otros enfoques para el manejo de 7. absoluta basados en principios ecologicos.

Figura 1.2. “Polilla del tomate” Tuta absoluta. a) Dano en foliolo y b) dafio en fruto del
estado larval (Fuente: Deputacion Pontevedra 2012) c¢) Adulto.
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Se han reportado mas de 20 especies de parasitoides primarios de 7. absoluta
(Lange & Bronson 1981; De Santis 1983; Uchoa-Fernandes & De Campos 1993;
Consoli et al. 1998; Faria et al. 2000; Colomo et al. 2002; Luna et al. 2004), que
comprenden cinco gremios definidos por Mills (1994) como: 1) parasitoides de huevos,
2) endoparasitoides de larvas, 3) ectoparasitoides de larvas, 4) parasitoides de huevo a

larva y 5) parasitoides de larva a pupa.

Entre los endoparasitoides larvales que atacan a 7. absoluta en la provincia de
Buenos Aires, Pseudapanteles dignus (Muesebeck) (Hymenoptera, Braconidae) es el
dominante (Figura 1.3) (Rojas 1981; De Santis 1983; Botto et al. 1998). Es un
endoparasitoide solitario, nativo, y sus hospedadores son larvas de lepiddpteros

Gelechiidae minadores de hojas y tallos. Tiene distribuciéon Neartica y Neotropical

(Colomo et al. 2002; Polack et al. 2002).
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Figura 1.3. Ciclo biolégico de P. dignus sobre la “polilla del tomate” 7. absoluta en el tomate Lycopersicon esculentum.
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Un principio basico del control bioldgico es que un enemigo natural efectivo
contribuira a reducir la densidad de la plaga y a estabilizar la interaccion entre ambas
poblaciones. Se considera que un buen agente de control bioldgico tiene un ciclo de
vida corto, una alta tasa de incremento poblacional, y una elevada tasa de ataque

(Bellows & van Driesche 1999).

El grupo de Ecologia de Plagas del CEPAVE ha realizado estudios sobre la
interaccion entre el parasitoide P. dignus y el hospedador 7. absoluta. Se determind la
comunidad natural de parasitoides de la polilla del tomate (Luna ef al. 2004), el tipo de
respuesta funcional del parasitoide (Sanchez et al. 2005; Luna et al. 2007), la
disposicion espacial a campo del parasitoide y la polilla (Pereyra et al. 2004), el patron
de parasitismo a distintas escalas espaciales en el campo (Sanchez et al. 2009), y su
interaccion con el parasitoide larval Dineulophus phtorimaeae (Hymenoptera:
Eulophidae) (Luna et al. 2010). Estos estudios avalan la idea de que P. dignus (Figura
1.4) seria un buen candidato para el control de 7. absoluta. Entre las caracteristicas
ventajosas encontradas pueden mencionarse: su presencia espontdnea en cultivos de
tomate bajo invernaculo y al aire libre, tanto en producciones organicas como en
convencionales con fuertes aplicaciones de plaguicidas, la elevada coincidencia espacio-
temporal con 7. absoluta, el estrecho rango especifico de hospedadores, la
sincronizacion del tiempo de desarrollo de su larva con la de su hospedador, y los
elevados valores de parasitismo en condiciones naturales (Luna ef al. 2007; Sanchez et

al. 2009).

Pseudapanteles dignus es un parasitoide koinobionte, es decir, no detiene el
desarrollo del hospedador (Askew & Shaw 1986) Sin embargo, la edad del hospedador
al cual parasita puede afectar ciertas caracteristicas de la historia de vida en la siguiente
generacion (supervivencia, fecundidad y proporcion de sexos) (Thompson & Hagen

1999; Harvey et al. 2000; Colinet et al. 2005)

Ciertos aspectos del comportamiento de los parasitoides como la limitacion en el
nimero de huevos o el tiempo disponible para oviponer dan lugar a diferentes
estrategias de oviposicion: pro-ovigenia (cuando las hembras emergen con su
complemento de huevos completo) y sinovigenia (cuando sincronizan la oogénesis con
la oviposicion) (Godfray 1994; Heimpel & Rosenheim 1998). Estas estrategias pueden
tener diferentes implicancias en el control biologico (Gordh et al. 1999). Luna et al.

(2007) sugirieron, en base a observaciones de laboratorio, que la tasa de parasitismo de
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las hembras de P. dignus estaria mas limitada por el tiempo de forrajeo que por la

fecundidad.

Figura 1.4. Pseudapanteles dignus a) Adulto sobre mina producida por larva de T.
absoluta en foliolo de tomate. b) Larva 3 saliendo de larva 7. absoluta para empupar.

Otro aspecto fundamental en la estrategia de oviposicion de un parasitoide es
impedir a otra hembra de la misma (o diferente) especie oviponer en un hospedador ya
parasitado (Godfray 1994). Evitar el superparasitismo es un fendmeno adaptativo
ampliamente difundido entre los parasitoides solitarios (Hubbard et al. 1987), debido a
que la progenie de la segunda hembra tendria menor probabilidad de supervivencia. P.
dignus es un parasitoide solitario (Luna et al. 2007), o sea que una larva hospedador es
apta para soportar el desarrollo de un solo parasitoide. Sin embargo, en larvas

colectadas en el campo, se ha encontrado mas de un huevo por hospedador.

Estos aspectos de la teoria de las estrategias de historia de vida de los
parasitoides, cruciales para evaluar el desempefio de P. dignus como agente de control

biologico, no han sido aun estudiados en profundidad.

Finalmente, ademas de analizar el desempefio de un parasitoide en laboratorio
para evaluar su potencialidad como agente de control biolégico, ya sea natural o por
liberaciones aumentativas, es necesario conocer el impacto que ejerce a campo sobre las
poblaciones del hospedador. Sanchez et al. (2009) reportaron altos porcentajes de
parasitismo de P. dignus sobre poblaciones de 7. absoluta al final del ciclo del cultivo
de tomate. Sin embargo, se desconoce si existe sincronia entre ambas poblaciones y el

impacto del parasitismo a lo largo de toda la temporada del cultivo.
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Capitulo 1. Introduccion General

El conocimiento existente sobre la interaccion entre este parasitoide con 7.

absoluta no es aun suficiente para concluir si el mismo constituye un buen agente de

control bioldgico.

La hipotesis central de esta investigacion fue que el parasitoide P. dignus posee

atributos de su historia de vida y pardmetros demograficos que le confieren

potencialidad para controlar a la plaga 7. absoluta, en tomate.

El objetivo general fue estudiar aspectos fundamentales de las estrategias de su

historia de vida y de su demografia, en laboratorio y a campo, con el fin de aportar

bases mas so6lidas para evaluar su viabilidad en el control biologico.

A lo largo de los Capitulos que componen esta Tesis, se plantearon las siguientes

hipotesis y predicciones particulares:

1.

Pseudapanteles dignus posee pardmetros demograficos que le confieren
potencialidad para ser utilizado en el control bioldgico de la plaga T. absoluta.
Se espera encontrar tasas de supervivencia y fecundidad que le permita un

crecimiento poblacional igual o mayor que el de su hospedador.

La edad en que es parasitada la larva del hospedador no influird en el desempefio

futuro del parasitoide.

La hembra de P. dignus tiene una estrategia de oviposicion pro-ovigénica y su
carga de huevos es afectada por la edad de la hembra y la disponibilidad de
hospedadores para parasitar. Se predice que la carga de huevos de la hembra al
momento de su emergencia es similar a la fecundidad potencial total, que las
hembras mas jovenes tienen una mayor carga de huevos y que la privacion de

hospedadores no afectard la carga de huevos.

Las hembras de P. dignus evitan el superparasitismo. Por lo tanto, se espera

encontrar una relacion 1 parasitoide:1 hospedador.

Pseudapanteles dignus es un relevante factor natural de mortalidad de las
poblaciones de 7. absoluta en los cultivos de tomate. Se espera registrar un alto

impacto del parasitismo.
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Los objetivos parciales correspondientes fueron:

Determinar el potencial de crecimiento poblacional de P. dignus sobre el
hospedador 7. absoluta a través de la estimacion de pardmetros poblacionales en

laboratorio (Capitulo 3).

Evaluar el efecto del parasitismo en hospedadores de diferente edad sobre la

fecundidad y supervivencia de la hembra de P. dignus (Capitulo 3).

. Determinar la estrategia de oviposicion (pro-ovigénica - sinovigénica) de la
hembra de P. dignus sobre T. absoluta e identificar si existe un efecto de la edad
del parasitoide y de la disponibilidad de hospedadores en el numero de huevos

maduros almacenados en los ovarios. (Capitulo 4).

. Determinar la existencia de superparasitismo de P. dignus sobre las larvas de 7.
absoluta, en laboratorio y en condiciones de campo, y establecer en qué medida
los huevos y las larvas del parasitoide son encapsulados por la larva

hospedadora.(Capitulo 5).

Estimar el impacto de P. dignus sobre poblaciones de 7. absoluta en condiciones

de campo (Capitulo 6).
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Capitulo 2

Materiales y Métodos Generales

Area de estudio

El Cinturén Horticola de La Plata se encuentra ubicado en los alrededores de La
Plata, NE de la provincia de Buenos Aires (34° 56° S, 57° 59° W), Argentina (Figura
2.1a). El area es representativa de una extensa y tradicional zona horticola dentro de la
Pampa ondulada (Figura 2.1b). El Gran La Plata comprende la zona sur del Cinturén
Verde Bonaerense, que rodea y abastece al area metropolitana de Buenos Aires con
verduras frescas (Benecia 1994; Le Gall & Garcia 2010) (Figura 2.1c). No solo es la
zona mas importante de Buenos Aires, sino que es ademds una de las mas capitalizadas
de la Argentina. Esto ultimo es consecuencia de la impulsiva adopcion de la
denominada tecnologia del invernaculo (Figura 2.1d), caracterizada por estructuras de
madera recubiertas con polietileno que buscan controlar el ambiente, que demanda y

depende de un gran volumen de agroquimicos (Garcia 2011).

La region se caracteriza por la presencia de fincas de dimensiones variables (7
ha en promedio) (Benecia 1994) (Figura 2.2). El manejo se realiza a cielo abierto, bajo
cubierta o mixto. Los suelos son Argiudoles, la temperatura media anual es de 15,9°C y

las precipitaciones promedios anuales son de 1.092 mm (Stupino ef al. 2012).
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Capitulo 2. Materiales y Métodos Generales

Figura 2.1. Ubicacion del Cinturdon Horticola de La Plata, provincia de Buenos Aires,
Argentina. a) mapa de la Argentina, b) de la provincia de Buenos Aires y c) partidos que
pertenecen al Cinturdon Horticola de La Plata. d) Tipos de invernaculos presentes en la
zona. (Fuente: Garcia 2012)

Figura 2.2. Imagen satelital de la zona de inverndculos y cultivos a cielo abierto del
Cinturén Horticola de La Plata.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos Generales

La horticultura platense emplea distintos manejos que se clasifican con distintos
criterios. Una clasificacion refiere a manejos denominados convencionales y organicos.
En la zona estudiada, las fincas, si bien pueden encuadrarse en tipos discretos generales,
integran un gradiente de intensidad de manejo que va de sistemas convencionales
intensivos a organicos, con intermedios denominados convencionales con bajos

insumos (Stupino et al. 2012).

En este trabajo se seleccionaron tres fincas con cultivos de tomate bajo
invernaculo. Una con manejo convencional de bajos insumos, una orgéanica con
aplicacion de plaguicidas permitidos y una organica sin aplicacion de plaguicidas. Las
mismas se situaron en las zonas de Olmos y Colonia Urquiza y se caracterizaron en este

trabajo como Sitio 1, 2 y 3, respectivamente:

Sitio 1: Finca con manejo convencional de bajos insumos.

Representa un grupo donde, en general, si bien utilizan fertilizantes o herbicidas
como en los convencionales intensivos (Figura 2.3) manejan técnicas tradicionales
como el riego por surco o el desmalezado fisico y presentan mayor diversidad de
cultivos como en el caso de los orgdnicos. En general, el uso de la tierra es intensivo y
es limitado el uso de insumos quimicos. Los productores tienen una baja tolerancia a la

vegetacion espontanea (Stupino et al. 2012) (Figura 2.4).

Sitio 2: Finca organica con aplicacion de plaguicidas permitidos

A diferencia de las convencionales, presenta una mayor diversidad de cultivos
con rotaciones y periodos de descanso, sin utilizacion de fertilizantes/herbicidas
sintéticos y con una mayor tolerancia de los productores organicos a la vegetacion

espontanea (Figura 2.5).

Sitio 3: Finca organica sin aplicacion de plaguicidas.

En casos muy particulares, los productores tienen una légica de produccion
organica y al igual que los anteriores buscan diversificar el sistema sembrando una
mayor cantidad de cultivos. No utilizan ningun tipo de plaguicidas y tienen una gran
tolerancia a la vegetacion espontanea. Estos productores, si bien no son comunes en la
zona, siguen la logica de favorecer procesos ecoldgicos como la regulacion biotica y el

ciclado natural de nutrientes (Figura 2.6)
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Capitulo 2. Materiales y Métodos Generales

Figura 2.3. Finca del tipo convencional intensivo. Obsérvese la gran dimension del
invernaculo con un solo tipo de cultivo y la ausencia de plantas espontaneas.

Figura 2.4. Finca del tipo convencional de bajos insumos. Obsérvese la presencia
intercalada de plantas de presencia espontanea.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos Generales

Figura 2.5. Finca del tipo Organico. Obsérvese el desarrollo de plantas de presencia
espontanea y flores.

Figura 2.6. Finca del tipo orgédnica con una gran diversidad de cultivos y vegetacion
espontdnea. De izquierda a derecha, dentro del inverndculo: tomate, pimiento,
vegetacion espontanea, lechuga; fuera del invernaculo: vegetacion espontanea, maiz.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos Generales

Cria de los insectos

Todos los experimentos y la cria de las colonias fueron llevados a cabo en el
Centro Parasitologico y de Vectores (CEPAVE), La Plata, Buenos Aires, Argentina, en
un bioterio bajo condiciones ambientales controladas (25+2°C, 60-70% HR, 14:10
L:0).

Cria del hospedador Tuta absoluta

La colonia de Tuta absoluta se formo a partir de larvas traidas del campo. Para
la reposicion de individuos, se colectaron foliolos de tomate con dafio fresco (Figura
2.7) en cultivos del Cinturén Horticola de La Plata (ver Area de estudio). Estos fueron

llevados al laboratorio para su examinacion.

Figura 2.7. Foliolos con “dafio fresco” producido por larvas de 7. absoluta recolectados
en campo.

Todos aquellos foliolos que presentaron minas con la larva de 7. absoluta en su
interior fueron colocados en bandejas plasticas (20 x 12 x 5 cm). Las mismas se

alimentaron, ad libitum, con hojas frescas de tomate hasta la formacion de las pupas.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos Generales

Las pupas fueron colocadas en jaulas de voile (0,5 x 0,5 x 0,5 m), las cuales, en
su interior contenian plantines de tomate como sitio de oviposicion para los adultos
emergidos (Figura 2.8). Los mismos, fueron alimentados ad /libitum, con solucion de
miel. Las plantas se reemplazaron cada dos dias y las extraidas con huevos se
mantuvieron individualizadas en recipientes plasticos (30 x 20 x 15 cm) cubiertos con

una malla fina (voile) para garantizar la ventilacion (Figura 2.9).

Figura 2.8. Jaulas de voile con adultos de 7. absoluta con plantines de tomate para la
oviposicion.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos Generales

Una vez emergidas las larvas (L;) se mantuvieron en los recipientes plasticos
hasta que el recurso alimenticio fuera agotado. Luego se colocaron en bandejas plasticas
con tapa (20 x 12 x S5cm), sobre papel de filtro humedecido y hojas frescas de tomate ad
libitum (Figura 2.10). Las bandejas fueron acondicionadas periddicamente hasta la
obtencién de las pupas, las cuales fueron colocadas en jaulas para comenzar con un

nuevo ciclo.

Figura 2.9. a) Reemplazo de plantines para la oviposicion de los adultos de 7. absoluta.
b) Recipientes plasticos con plantines con huevos retirados de las jaulas.

Figura 2.10. Mantenimiento de larvas de 7. absoluta en foliolos de tomate dentro de
bandejas plasticas hasta la obtencion de pupas.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos Generales

Cria del parasitoide Pseudapanteles dignus

Para la obtencion de individuos de P. dignus se colectaron larvas de 7. absoluta
en cultivos de tomate del Cinturén Horticola de La Plata. Estas fueron llevadas al
laboratorio y alimentadas ad libitum con hojas de tomate. Diariamente se examinaron
los individuos bajo lupa binocular y se separaron los cocones formados, dentro de los

cuales se encontraban las pupas del parasitoide.

Una vez emergidos los adultos, fueron sexados a simple vista para la formacion

de parejas las cuales fueron colocadas en unidades de oviposicion (Figura 2.11).

R T it~ £

Figura 2.11. Unidades de oviposicion con adultos de P. dignus parasitando larvas de 7.
absoluta sobre hojas de tomate.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos Generales

Las unidades de oviposicion consistieron en frascos transparentes de 1 1 (20 cm
de alto x 15 cm de diametro en su parte superior y 10 cm de didmetro en su parte
inferior) en cuyo interior contenian un recipiente con agua (“floreros”) con 2 a 3 hojas
de tomate infestadas con las larvas de la polilla del tomate en sus correspondientes
galerias. Ademads, contaban con una pincelada de miel pura en la parte superior del
frasco para alimentar a los parasitoides adultos, y estaban cubiertos en su parte superior

por una tela de malla fina para garantizar una buena ventilacion (Figura 2.12).

Figura 2.12. Detalle de unidades de oviposicion a) obsérvese pincelada de miel pura
sobre la pared, y b) adulto caminando sobre florero con larvas para parasitar, (circulo
10j0).

Luego del parasitismo los adultos fueron removidos con un aspirador bucal y las
larvas hospedadoras colocadas en bandejas plasticas para su seguimiento de la misma
manera como se llevo a cabo en la colonia de 7. absoluta (Figura 2.4). Las bandejas

fueron acondicionadas periddicamente hasta la obtencion de los cocones de P. dignus.

Los cocones fueron colocados individualmente en capsulas de Petri de 10 cm de
diametro con un papel humedecido en su base para garantizar la humedad (Figura 2.13).

Una vez emergidas las avispas, se aparearon para continuar el ciclo.
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Capitulo 2. Materiales y Métodos Generales

Figura 2.13. a) Cocones individualizados en cépsulas de Petri. b) Detalle de adulto de P.
dignus recién emergido (circulo rojo), ¢) Detalle cocon del cual ya emergio el adulto.
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Capitulo 3. Parametros demogrdficos

Introduccion

El conocimiento de los parametros demograficos es esencial para entender
muchos aspectos de la biologia de una poblacion (Pianka, 1983). Las tablas de vida
sintetizan en forma cuantitativa la supervivencia y la fecundidad especifica en cada edad
y a partir de ellas se pueden calcular los parametros demograficos, y de esta manera

conocer caracteristicas esenciales de una poblacion (Rabinovich 1980; Fox 2001).

La mayoria de los estudios sobre la supervivencia de los animales se basan en
tablas de vida estandar, que muestran el nimero de individuos que han sobrevivido a las
diferentes etapas de su ciclo de vida, junto con la produccion de descendencia (Bellows
& van Driesche 1999). En el estudio de la interaccion parasitoide-hospedador, la
demografia de ambas poblaciones es igualmente importante. En el marco del control
bioldgico, los datos de supervivencia y fecundidad de una tabla de vida proveen una
vision integrada de las caracteristicas bioldgicas de la poblacion bajo ciertas
condiciones ambientales, y permiten estimar el potencial de un enemigo natural para
reducir la abundancia de una plaga (Bellows er al. 1992). En este sentido, el
conocimiento de las estrategias de vida de ambos componentes de la interaccion nos
permitird predecir el mejor método de control biolodgico a implementar (van Lenteren
1983; van Lenteren & Woets 1988; Bellows et al. 1992; van Lenteren & Manzaroli
1999).

Los parametros demograficos mas relevantes que pueden calcularse a partir de
una tabla de vida son: la tasa intrinseca de incremento (r,,), la tasa reproductiva neta
(R,), la tasa finita de crecimiento (1) y el tiempo generacional (7). Estos son indicadores

de la capacidad potencial de crecimiento de una poblacion.

Cuando se evaluan parasitoides para ser usados en el control bioldgico de una
plaga, la tasa instantdnea de crecimiento (7,) es una caracteristica a la que suele
prestarse especial atencion, ya que se considera que un buen candidato deberia presentar
una r,, mayor o igual a la de su hospedador (van Lenteren & Woets 1988). Por otra
parte, numerosos trabajos sobre estrategias de la historia de vida de parasitoides
relacionan su desempeiio con la edad y el tamafio del hospedador a la cual se produce el

parasitismo (Colinet et al. 2005).
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Capitulo 3. Parametros demogrdficos

Estudios previos de Luna et al. (2007) y Sanchez et al. (2009) realizados en
laboratorio y a campo, reportaron varios atributos de la historia de vida de P. dignus que
le confieren potencialidad como agente de control bioldgico de 7. absoluta. Entre ellos,
pueden destacarse su presencia espontanea tanto en cultivos de tomate a cielo abierto
como bajo invernaculo; alta sincronia temporal con el hospedador; rango especifico de
hospedadores relativamente estrecho; capacidad de las hembras de parasitar todos los
estadios larvales del hospedador y de detectarlo atn a bajas densidades; elevados
porcentajes de parasitismo a campo. Sin embargo, en esta investigacion se estudian
aspectos demograficos no conocidos hasta el momento, los cuales aportaran

informacion necesaria para la evaluacion de su potencialidad como agente de control.

La hipotesis central de este capitulo es que P. dignus posee pardmetros
demogréficos que le confieren potencialidad para ser utilizado en el control biologico de
la plaga T. absoluta, por lo que se espera encontrar tasas de supervivencia y fecundidad
que le permita un crecimiento poblacional igual o mayor que el de su hospedador. Por
otra parte, la edad en que es parasitada la larva del hospedador no influird en el
desempefio futuro del parasitoide. Los parasitoides desarrollados en larvas del

hospedador de diferente estadio, no diferiran en fecundidad y en supervivencia.

El objetivo fue determinar los pardmetros demograficos de P. dignus mediante la
construccion de tablas de vida en condiciones de laboratorio, sobre larvas hospedadoras

de distinta edad de 7. absoluta, a fin de conocer su capacidad potencial de crecimiento.

Materiales y Métodos

Todos los ensayos realizados se llevaron a cabo bajo condiciones controladas de
temperatura, humedad y fotoperiodo (25+2°C, 60-70% HR, 14:10 L:0O). Los
parasitoides y hospedadores utilizados fueron obtenidos a partir de las colonias

mantenidas en el laboratorio bajo las mismas condiciones ambientales.
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Desempeiio de P. dignus desarrollado en distintos estadios larvales de T.

absoluta

A fin de conocer si el desempefio de P. dignus varia con el estado larval de su
hospedador se formaron dos cohortes del parasitoide, una desarrollada sobre larvas
hospedadoras de los estadios L;-L, y otra sobre los estadios L;-L,. Para cada cohorte se
seleccionaron las larvas parasitadas con éxito, es decir, aquellas de las que emergio la
larva parasitoide para tejer el cocon. De la cohorte desarrollada sobre L;-L, se

obtuvieron 227 cocones, y de la desarrollada sobre L;-Ly, 322 cocones.

Para la formacion de las cohortes se ofrecié un niimero variable de larvas de 7.
absoluta de cada grupo (L;-L; vs L3;-L,) a hembras copuladas de distinta edad, durante
24 h. Dicho proceso se llevo a cabo en las camaras de oviposicion descriptas en
Capitulo 2 — Materiales y Métodos generales. Luego del parasitismo, las larvas
hospedadoras fueron colocadas de a dos por capsula de Petri de 10 cm de didmetro con
foliolos de tomate sobre papel humedecido para asegurar su turgencia, siguiendo su

destino hasta la formacion de las pupas del parasitoide en sus respectivos cocones.

Los cocones de las distintas cohortes se mantuvieron en forma individual en
capsulas de Petri hasta la emergencia del adulto, con papel humedecido para evitar el
desecamiento de la pupa, ya que la experiencia en la cria en laboratorio indicd que una
humedad adecuada es importante para mantener su hidratacion. Los adultos emergidos
fueron alimentados con miel pura, ad libitum, y mantenidos individualmente en las

capsulas con papel humedecido hasta su muerte.

Se registro el tiempo de desarrollo desde huevo (momento del parasitismo) hasta
la formacion del cocon (pupa), del estado de pupa hasta la emergencia de los adultos, la
proporcion de sexos al estado adulto y la longevidad de los adultos. Diariamente se

registrd el numero de adultos muertos.

En el célculo de la proporcion de sexos también se tuvieron en cuenta aquellos
cocones muertos pero que en la diseccion se pudo determinar el sexo de la pupa o del
adulto no emergido. Por lo tanto, la proporcion de sexos se estim6 de la siguiente

manera:
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Proporcién de sexos @= N° Q emergidas + N° @ en cocones

N° Q@+ emergidos y en los cocones

La determinacion de la duracion y supervivencia de los estados de desarrollo del

parasitoide que ocurren dentro de la larva hospedadora se realizdo mediante dos ensayos

complementarios:

1.

Para determinar el tiempo de desarrollo y el porcentaje de eclosion de huevos se
ofreci6 a hembras copuladas de P. dignus, de distinta edad, un ntimero variable
de larvas de 7. absoluta de cada grupo (L;-L, vs L3-L,), durante 1 h. Dicho
proceso se llevo a cabo en las camaras de oviposicion descriptas en Capitulo 2 —
Materiales y Métodos generales. Luego del parasitismo, las larvas hospedadoras
fueron mantenidas en los floreros con foliolos de tomate hasta la diseccion. Un
primer grupo (n= 70 L;-L, y n=49 L;-L,) fue disecado a las 24 h, un segundo
grupo (n= 63 L;-L, y n= 54 L;-L,) a las 48h y un tercer y tltimo grupo (n= 79
L;-L, yn=62 L3-L,) alas 72 h. A partir de las larvas parasitadas se determiné el
porcentaje de eclosion de huevos a las 24, 48 y 72h, y se estimd el tiempo de

desarrollo de los mismos.

La determinacion del tiempo de desarrollo y supervivencia larval se estim6 de
manera indirecta. El tiempo de desarrollo larval se calculdo a partir de la
diferencia entre el tiempo de desarrollo promedio desde huevo a pupa menos el
tiempo promedio de desarrollo de huevo, obtenido en los ensayos anteriores. La
supervivencia larval solo se estim6 para el estadio L; contando el nimero de
larvas encapsuladas encontradas en los hospedadores L;-L, disecados en el
ensayo que se llevo a cabo para la determinacion de la fecundidad (descrito mas
adelante). Se determind el porcentaje de supervivencia a partir del nimero de L,
no encapsuladas respecto del total encontrado en aquellos hospedadores con un

solo parasitoide (monoparasitado) (n= 530 larvas).
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Las caracteristicas reproductivas se determinaron a partir de dos ensayos:

1. En un primer ensayo se determind la produccion diaria de cocones por hembra a
lo largo de su vida. La misma se midid6 en cinco hembras de la colonia
parasitando sobre 15-20 hospedadores de 7. absoluta del estadio L;-L, ofrecidos
diariamente; y en otras cinco parasitando sobre L;-L,. Dicho proceso se llevo a
cabo en las camaras de oviposicion descriptas en Capitulo 2 — Materiales y
Métodos generales. Luego del parasitismo, las larvas hospedadoras fueron
colocadas de a dos por capsula de Petri sobre foliolos de tomate con papel
humedecido para asegurar la turgencia, siguiendo su destino hasta la formacion
de las pupas del parasitoide en sus respectivos cocones. Se calculod el numero
promedio de cocones/hembra/dia y se compard entre los dos grupos (L;-L; vs

L3-L4 del hospedador).

2. En un segundo ensayo, se determind la fecundidad realizada de la hembra a
partir del nimero de huevos puestos diariamente en cada hospedador, a lo largo
de toda su vida. Dado el esfuerzo que implica la realizacién de este tipo de
ensayos, la fecundidad se midi6 en siete hembras de la colonia parasitando sobre
20 hospedadores de 7. absoluta, solo del estadio L;-L,, ofrecidos diariamente.
Dicho proceso se llevé a cabo en las camaras de oviposicion. Luego del
parasitismo, las larvas hospedadoras, se conservaron en los floreros durante 72 h
para asegurar la eclosion de los huevos y de esta manera facilitar la visualizacion
de las L; durante la diseccion. Las larvas fueron conservadas a -18°C hasta su
diseccion. Se registrd el numero de L; el cual, debido a la baja mortalidad de
huevos observada, se consideré equivalente al nimero de huevos depositados
por larva hospedadora por dia. Ademads, se calculd el periodo reproductivo, pre-
y post-reproductivo, y el porcentaje de parasitismo total y para cada dia de vida

de la hembra.

En ambos ensayos de fecundidad se registro la longevidad de las hembras que
ovipusieron y se la compard con la de las hembras virgenes que no ovipusieron

obtenidas de las cohortes desarrolladas sobre las larvas hospedadoras L;-L;, vs L3-Ly.
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Con la informacion obtenida en los puntos anteriores se construyeron tablas de
vida (Carey 1993), para las cohortes desarrolladas sobre larvas hospedadoras L;-L, y L3-

L,. Donde:
x=Edad en dias
N,= Numero de individuos vivos a la edad x
l,= Proporcién de la cohorte que sobrevive desde el nacimiento hasta la edad x
d= Diferencia en el nimero de sobrevivientes entre las edades x y x+/
d. =1+

gx= Probabilidad de morir en el periodo x y x+1

L,= Numero de dias vividos por un individuo medio de la cohorte desde la edad

xalax+tl

LX — (lx + Ix+1)
2

T= Numero total de dias por vivir de un individuo promedio de la cohorte desde

la edad x hasta el Gltimo dia de vida posible

ex= Expectativa de vida a la edad x
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En base a los esquemas de supervivencia de las tablas de vida y a la fecundidad
obtenida a partir de aquellos individuos desarrollados sobre larvas hospedadoras de los

estadios L;-L,, se calcularon los siguientes pardmetros demograficos:

Ry= Tasa Reproductiva Neta o numero de descendientes hembra producidos por

una hembra a lo largo de su vida
RO = lemx

donde m,= Numero medio de huevos hembra producido por hembra de edad x

rn»= Tasa Intrinseca de Incremento Natural
_ —rx
1= z e "l .m,

A= Tasa Finita de Crecimiento

T= Tiempo Generacional

. lexmx

- >im,

Los parametros fueron calculados a partir de la poblaciéon hembra. Para ello, se
convirtieron todos los valores huevos/9/dia a huevos $/9/dia multiplicandolos por la
proporcion de sexos promedio registrada en la cohorte desarrollada sobre larvas

hospedadoras L;-L;.
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Anadlisis estadistico

El efecto del estadio larval del hospedador (L;-L, L3-L4) sobre la duracion de
cada etapa de desarrollo del parasitoide (huevo, pupa, adulto) y para los dos sexos, y
sobre el nimero promedio de cocones producidos a lo largo de toda la vida de la
hembra, fue analizado mediante ANOVA previa transformacion a raiz cuadrada de los
datos. En aquellos casos en los que no se cumplieron los supuestos de normalidad y
homocedasticidad, se realiz6 la prueba no paramétrica de U Mann-Whitney (Zar 1999).
El nimero de cocones producidos por hembra por dia en cada tratamiento se compar6
mediante un ANOVA de medidas repetidas, previa realizacion del test de esfericidad de
Mauchley. Las curvas de supervivencia por edad (/) de las cohortes desarrolladas sobre
distinto estadio larval del hospedador se analizaron mediante el test de Kaplan- Meier

(StatSoft, Inc. 2009). La proporcion de sexos obtenida para cada cohorte se compard
mediante la prueba de Chi cuadrado (Xz). Para estimar el error estandard de los

parametros demograficos se utilizd el método de remuestreo de jacknife (Scheiner &
Gurevitch 2001). En todas las pruebas estadisticas el valor de significancia usado fue P

<0,05.

Resultados

Tiempo de desarrollo

En la Tabla 3.1 se resume el tiempo de desarrollo de dos cohortes de P. dignus
parasitando distintos estadios larvales del hospedador 7. absoluta (L;-L> y Ls3-L4). El
unico estado de desarrollo que no difirié entre tratamientos fue el de huevo, en todos los
demas el tiempo de desarrollo fue mayor en las L;-L,. Lo mismo ocurrié para la

duracion total del ciclo de vida. Sin embargo, cuando se analizaron las diferencias
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Tabla 3.1. Influencia del estadio larval de 7. absoluta sobre el tiempo de desarrollo en

Capitulo 3. Parametros demogrdficos

dias (media + ES) de P. dignus

Estadio larval de T. absoluta

L,-L, L;-L, Andalisis estadistico
Huevo 1,00 £ 0,00 a 1,03+£0,03a F=1,69; gl=1,89; P=0,20
(1-1; n=57) (1-2; n=34)

Larva 12,61 +£0,13 a 9,49 +£0,08b  Z=7182,5; P<0,0001
(8-20; n=227)  (8-19; n=322)

Pupa 9,14+0,09 a 8,55+1,05b  F=30,44; g.l1.=1, 41; P<0,0001
(6-13;n=166)  (6-14; n=242)

Pupa @ 9,15+0,1laa 10,06+047bo F=6,30;gl=1,11;P=0,01
(6-12; n=98) (8-14; n=16)

Pupa & 9,13+0,15aa 8,44+0,06bp Z=4985,0; P<0,0001
(6-13;n=68)  (6-14; n=226)

Huevo-Adulto 2247+0,17a  19,08+0,13b  Z=4137,5; P<0,0001

(17-29; n= 166)

Huevo-Adulto @ 22,69 +0,22 a a

(19-29; n=98)

(16-32; n= 242)

22,63+0,93 a0
(19-32; n=16)

Z=663,0; P=0,32

Huevo-Adulto 3 22,15+ 0,25 a o
(17-28; n= 68)

18,83+ 0,10b B
(16-26; n=226)

Z=1552,5; P<0,0001

Entre paréntesis el rango y n= ntimero de individuos. Letras iguales en cada fila indican
diferencias no significativas entre tratamientos y, para la comparacion entre sexos, los
promedios de cada columna seguidos de la misma letra griega indican diferencias no
significativas de acuerdo a ANOVA o a prueba U Mann-Whitney.
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discriminando los sexos se observd que las pupas 9 desarrolladas sobre L;-L; tuvieron
un tiempo de desarrollo mas corto que las desarrolladas sobre L;-L,. Por otro lado, no
hubo diferencias en el tiempo de desarrollo desde huevo a adulto § entre los dos

grupos.

Dentro de cada cohorte, los individuos desarrollados sobre L;-L, no presentaron
diferencias en el tiempo de desarrollo entre sexos (Pupa: F= 0,80; g.1.= 1, 16; P= 0,80 -
Huevo-adulto: F= 2,70; g.1.= 1, 164; P= 0,10), mientras que en las desarrolladas sobre
Ls-L4 el tiempo de desarrollo de las pupas y el ciclo de huevo a adulto de los machos fue
menor que el de las hembras (Pupa: Z= 830,5; P= 0.00 - Huevo-adulto: Z= 397,5; P=
0.00). El tiempo de desarrollo desde huevo a cocon fue mas largo cuando parasitd L;-L;

que cuando lo hizo sobre L;-L,.

La proporcion de sexos fue diferente de 0,5 en ambos grupos. En las
desarrolladas sobre L;-L; fue de 0,6, significativamente sesgada hacia las hembras (XZZ
7,01; g.1.=1; P=0,05), mientras que en las desarrolladas sobre L;-L, fue de 0,07 sesgada
hacia los machos ((X2= 186,13; g.1.=1; P=0,05),

Longevidad

La longevidad de los adultos fue muy variable entre grupos desarrollados sobre
distintos estadios del hospedador (Tabla 3.2), entre sexos (Tabla 3.3), y entre hembras
sin y con experiencia de oviposicion (Tabla 3.4). En el tratamiento L;-L, las hembras
sin experiencia de oviposicidn vivieron mas que las que tuvieron experiencia, mientras
que en L;-L, la longevidad fue similar. A su vez las hembras sin experiencia del
tratamiento L;-L, vivieron mas que las correspondientes al grupo L;-Ls (Z= 6220,0; P=
0,02), mientras que las que tuvieron experiencia no mostraron diferencias (F= 0,17;
g.l.=1, 16; P=0,68). Los machos tuvieron mayor longevidad cuando se desarrollaron en

L;-L,
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Tabla 3.2. Influencia del estadio larval de 7. absoluta sobre la longevidad en dias
(media + ES) de hembras sin y con experiencia en parasitismo y machos de P. dignus

Estadio larval de T. absoluta

L;-L, Ls-L, Analisis estadistico

Q s/ experiencia 26,33+1,47a 16,06+1,36b F=5,60;¢g.1=1,12; P=0,02
(1-54; n=98) (1-36; n=16)

Q ¢/ experiencia  16,83+1,20a 18,67+2,65a F=0,17;gl=1, 16; P=0,68
(11-24;n=12)  (8-26; n=6)

3 23,65+1,52a 19,47+0,68b Z=6220,0; P=0,02
(2-48; n=68)  (1-45; n=226)

Entre paréntesis el rango y n= numero de individuos. Letras iguales en cada fila indican
diferencias no significativas entre tratamientos, de acuerdo a ANOVA o a prueba U Mann-
Whitney.

Tabla 3.3. Comparacion de la longevidad en dias (media + ES) entre hembras sin
experiencia en parasitismo y machos de P. dignus, dentro de cada tratamiento (L;-L; y
Ls-Ly)

Adultos de P. dignus

Tratamientos Q 3 Analisis estadistico

L,-L, 26,33+1,47a 23,65+1,52a F=042;gl=1,164;P=0,52
(1-54; n=98) (2-48; n=68)

Li-L, 16,06+ 1,36a 1947+0,68b F=2.86; g.l.= 1, 240; P=0,09
(1-36;n=16)  (1-45; n=226)

Entre paréntesis el rango y n= ntimero de individuos. Letras iguales en cada fila indican
diferencias no significativas entre sexos de acuerdo a ANOVA.
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Tabla 3.4. Comparacion de la longevidad en dias (media + ES) entre hembras sin y con
experiencia en oviposicion de P. dignus, dentro de cada tratamiento (L;-L> y L3-Ly)

Adultos de P. dignus

Tratamientos @ s/ experiencia < ¢/ experiencia Andlisis estadistico

Li-L, 2633+147a  1683+120b Z=358,5; P=0,03
(1-54;n=98)  (11-24;n= 12)

LsL, 1606 +1,36a  18,67+265a F=032;gl=1,20;P=0,57
(1-36; n= 16) (8-26; n= 6)

Entre paréntesis el rango y n= ntimero de individuos. Letras iguales en cada fila indican
diferencias no significativas entre hembras sin y con experiencia, de acuerdo a ANOVA o a
prueba U Mann-Whitney.

Mortalidad

El porcentaje de mortalidad del estado de huevo fue del 3,03% cuando el
parasitismo ocurrid sobre L;-L;, y del 0,0% en los desarrollados sobre L;-L, La
mortalidad de la L; desarrollada sobre L;-L, fue de 25,77%. Las pupas obtenidas de
ambos grupos presentaron una mortalidad muy similar (26,87% y 24,84% para las
desarrolladas en L;-L, y L;-L4 respectivamente). Alrededor del 50% de los individuos
llegaron al estado adulto en ambos grupos (49,98% y 48,59% para las desarrolladas en

L;-L,y L;-L, respectivamente)

Supervivencia

Los parasitoides desarrollados sobre larvas del hospedador L;-L, mostraron una

supervivencia significativamente mayor que los del grupo L;-L, (Kaplan Meier: ¥*=

33,68; g.1.= 1; P<0,0001).

La Figura 3.1 muestra las curvas de supervivencia por edad (/) para dos
cohortes de P. dignus desarrolladas sobre distinto estadio larval del hospedador T.

absoluta. Ambas curvas mostraron una importante disminucion en los primeros dias del

40



Capitulo 3. Parametros demogrdficos

ciclo de vida, correspondiente a la mortalidad de larvas, fundamentalmente L;, debido a
encapsulamiento por parte del hospedador. La supervivencia durante el resto del estado
larval parece mantenerse bastante constante, para luego declinar en forma semejante a

una curva de tipo II (Deevey 1947) durante los estados de pupa y adulto.
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Figura 3.1. Curvas de supervivencia especifica por edad en dias (/) de dos cohortes del
parasitoide P. dignus desarrolladas sobre distintos estadios larvales del hospedador T.
absoluta. (—L;-L,: Cohorte desarrollada sobre los estadios L;-L;), (---L3-L,: Cohorte
desarrollada sobre los estadios L;-L,). H= Huevo; L= Larva; P= Pupa; A= Adulto.

Expectativa de vida

Los individuos desarrollados sobre larvas del hospedador L;-L, presentaron
mayor expectativa de vida a lo largo de todo el ciclo que los desarrollados sobre L3-L,
(Figura 3.2). La maxima expectativa de vida fue de 36,24 y de 29,09 para los
desarrollados sobre L;-L, y L;-L, respectivamente y se alcanzé a los 3 dias, es decir,
durante la L; avanzada. Un pequefio aumento en la expectativa de vida se registrd en

ambos grupos luego de la formacion de la pupa. Posteriormente, se observo un descenso
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constante durante el estado adulto hasta llegar a cero a los 75 y 65 dias de edad de cada

cohorte desarrollada sobre L;-L,y L3-L, respectivamente.
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Figura 3.2. Expectativa de vida diaria de dos cohortes del parasitoide P. dignus
desarrolladas sobre distintos estadios larvales del hospedador 7. absoluta. (—L;-L:
Cohorte desarrollada sobre los estadios L;-L;), (---L3-L4: Cohorte desarrollada sobre los
estadios L3-L,). H= Huevo; L= Larva; P=Pupa; A= Adulto.

Caracteristicas reproductivas

El niimero promedio (£ ES) de cocones producidos, es decir, el nimero de
descendientes que efectivamente mataron al hospedador, a lo largo de la vida de la
hembra de P. dignus fue significativamente mayor (100 + 12,35 cocones) en aquellas
que parasitaron sobre larvas L;-L; que las que lo hicieron sobre L;-L, (56,60 + 15,95
cocones) (F= 5,06; g.l.=1, 8; P= 0,05). Lo mismo ocurrié con el nimero promedio de
cocones producidos por hembra, por dia. Se obtuvo un promedio diario de 4,54 cocones

en las L;-L, y de 2,48 cocones en las L;-L, (Figura 3.3) (Tabla 3.5).
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El nimero méaximo de cocones producidos en las que parasitaron sobre L;-L; fue
de 9,20 (= 0,86) cocones el dia 3, alcanzando un segundo pico de 8,60 (= 1,36) cocones
el dia 12. El nimero de cocones producidos en las que parasitaron sobre L;-L, fue
relativamente constante y bajo a lo largo de la vida de la hembra, presentando un pico

maximo de 5,25 (+ 2,11) cocones el dia 8 (Figura 3.3).

N° promedio de CC

x (edad de la hembra en dias)

Figura 3.3. Numero promedio de cocones (CC) producidos diariamente por hembras de
P. dignus a lo largo de su vida, sobre distintos estadios larvales del hospedador T.

absoluta (—L;-L,y --- L3-Ly).

Tabla 3.5. Resultados del ANOVA de medidas repetidas para el nimero de cocones
producidos diariamente por hembras de P. dignus a lo largo de su vida, sobre distintos
estadios larvales del hospedador T. absoluta.

F gl P
Tratamientos (L;-L; y L3-Ly) 0,54 1, 168 0,03
Dias de vida de la 9 4,57 21, 168 <0,0001
Interaccion 1,72 21, 168 0,03

43



Capitulo 3. Parametros demogrdficos

En la Figura 3.4, se presenta la fecundidad especifica por edad (m,) (nimero de
huevos hembra/hembra/dia), calculada sobre hospedadores de estadios L;-L,. La curva
mostrd una oviposicion sostenida desde la emergencia y que abarco practicamente toda
la vida adulta. Tuvo varios picos de oviposicion y el niimero maximo de huevos
hembra/hembra/dia fue de 12,96 a los 28 dias desde la eclosion del huevo, lo que se

corresponde con el sexto dia de vida como adulto.
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Figura 3.4. Curva de supervivencia especifica por edad en dias (/) y curva de
fecundidad especifica por edad (m,) (huevos hembra/hembra/dia) de P. dignus (n=7%)

La hembra de P. dignus no presentd periodo pre-reproductivo, por lo que la edad
de la primera reproduccion se puede considerar como el tiempo promedio (+ ES)
alcanzado por la hembra al entrar a la edad adulta (22,69 + 0,22 dias) (Tabla 3.6). El
periodo post-reproductivo fue breve y vario entre 0 y 2 dias. En promedio, las hembras
ovipusieron hasta el dia 20 de su vida, y la mayoria puso el 50% de su carga de huevos

alos 6,43 (+ 0,88) dias de vida adulta.
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Tabla 3.6. Caracteristicas reproductivas de las hembras del parasitoide P. dignus en

condiciones de laboratorio (n=79).

x ES CV (%) Rango
Periodo pre-reproductivo (dias) 0 - - -
Periodo reproductivo (dias) 14,29 1,16 21,41 11-19
Periodo post-reproductivo (dias) 0,57 0,28 128,07 0-2
N huevos/Q 192,36 17,17 23,62 144-278
N huevos/Q/dia 13,27 1,17 22,68 9-18
N° huevos Q/9/dia 8,49 0,73 22,73 6-11
% parasitismo/Q 46,54 4,73 26,88 27-61
% parasitismo/< /dia 40,49 20,43 50,47 21-70

X = Promedio, ES= Error estandar; CV (%)= Coeficiente de Variacion.

El porcentaje de parasitismo promedio fue disminuyendo a lo largo de la vida de

la hembra desde un 69,69% el dia cinco, hasta un 31,82% los ultimos dos dias (Figura

3.5).
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Figura 3.5. Porcentaje de parasitismo promedio a lo largo de la vida de la hembra P.

dignus (n=179)
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Parametros demograficos

Las tasas de incremento poblacional de P. dignus indicaron una elevada

capacidad de crecimiento (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Parametros demograficos de P. dignus desarrollado sobre larvas de T.

absoluta del estadio L;-L, en laboratorio bajo condiciones ambientales controladas
(25+2°C, 60-70% HR, 14:10 L:0)

X ES
Ry (Tasa Reproductiva Neta) 60,77 0,8456
rw (Tasa Intrinseca de Incremento Natural) 0,15 0,0005
A ( Tasa Finita de Crecimiento) 1,16 0,0006
T (Tiempo Generacional) 28,80 0,1226

X = Promedio; ES= Error estandar

Discusion

Pseudapanteles dignus puede parasitar todos los estadios larvales de 7. absoluta.
Sin embargo, el estadio larval del hospedador afecto el tiempo de desarrollo y el nimero
de cocones producidos por la hembra de este parasitoide. El estado larval mostré mayor
duracion sobre los estadios L;-L, del hospedador, pero el periodo huevo-adulto ¢ no
mostrd diferencias entre hospedadores de distinta edad. Por otra parte, la produccion de
cocones fue mayor sobre hospedadores L;-L,. La capacidad de P. dignus de parasitar y
desarrollarse en todos los estadios larvales de 7. absoluta indica la habilidad de ajustar
su tiempo de desarrollo al del hospedador, lo cual coincide por lo reportado por Luna et
al. (2007). Harvey et al. (2000) consideran que del tamafio del hospedador van a
depender el tiempo de desarrollo y la produccion de descendencia. En este caso, P.
dignus tendria la posibilidad de ajustar su tiempo de desarrollo al del hospedador, pero

el hecho de producir un menor numero de cocones sobre larvas de mayor edad podria
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sugerir una menor oviposicion de las hembras sobre estas larvas o una mayor
mortalidad preimaginal, debida a una mayor capacidad de defensa de las larvas mas

grandes (Brodeur et al. 1998; Colinet et al. 2005).

La duracion de los distintos estados de desarrollo en el presente estudio fueron,
en general, mayores que las estimaciones de Cardona & Oatman (1971) sobre una cepa
mexicana de Apanteles dignus (actualmente P. dignus) parasitando sobre Keiferia
lycopersicella. Estas diferencias podrian deberse, fundamentalmente, a la mayor
temperatura utilizada por estos autores (26,6+1°C) en relacion a la de este estudio
(25£2°C), el tipo de hospedador y la cepa del parasitoide. Ambos estudios coincidieron

en que los machos emergen antes que las hembras.

La longevidad de los adultos también result6 ser mayor en este trabajo, tanto en
las hembras que no ovipusieron como en las hembras que ovipusieron, y en los machos.
Los valores registrados por Cardona & Oatman (1971) fueron 10,2, 7, y 13,6 dias para

las hembras que no ovipusieron, las que ovipusieron, y los machos, respectivamente.

En este trabajo P. dignus reveld6 una longevidad variable dependiendo del
estadio del hospedador, en aquellas hembras sin experiencia de oviposicion y en los

machos, la cual fue mayor en los desarrollados sobre L;-L,.

Las hembras virgenes que fueron privadas de hospedadores y no pudieron
parasitar vivieron casi el doble (1,84 veces mas) que las que estuvieron con
hospedadores. Estos resultados sugieren que el costo de poner huevos disminuiria la
longevidad (Roitberg et al. 2001). La misma tendencia fue observada por Lins et al.
(2011) con Praon volucre, un bracénido parasitoide de afidos. Es interesante destacar
que las hembras de P. dignus que ovipusieron sobre L;-L, vivieron lo mismo que las
hembras sin experiencia. Estos resultados acompafiados con la baja produccion de
cocones a partir de estas, demuestra la compensaciéon de la baja fecundidad en un

alargamiento de la longevidad.

La proporcion de sexos hallada en este estudio fue de (1,20:1) a favor de las
hembras sobre hospedadores L;-L,. Del mismo modo, Luna ef al. (2007) encontraron
una proporcion de sexos de 1,25:1 (9:J) en una primera generacion de P. dignus en
laboratorio. Sin embargo, Cardona & Oatman (1971) encontraron una proporcioén de
sexos a favor de los machos (1:1,42) lo que se acerca mas a lo hallado sobre L;-L,

(1:1,86). La diferencia encontrada en la proporciéon de sexos en este trabajo podria
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deberse a distintas causas. En general, en los parasitoides, ocurre que la proporcion de
sexos de la descendencia esta determinada por las hembras (Godfray 1994; Jarosik et al.
2003) ya que controlan la fertilizacion almacenando el esperma en la espermateca. La
proporcion de sexos resulta por lo general muy variable dado que dependeré del estado
de la hembra, las condiciones climaticas y el tamafo y la densidad de hospedadores
(Wilkesa 1963; Shukla & Triphathi 1993), entre otras variables. Por tratarse de una
especie haplodiploide las hembras no fecundadas de P. dignus dejan descendencia
macho (Wellings et al. 2008; Cardona & Oatman 1971; Antolin 1999; Heather 2003).
En otros casos depositan huevos machos en hospedadores pequefios y hembras en los
mas grandes (Jones 1982; King 1987; King 1988; Dicke 1999 citado por Dannon et al.
2010). El braconido Microplitis manilae, parasitoide de distintas especies de
Spodoptera (Lepidoptera: Noctuidae) presenta una proporcion de hembras muy alta,
entre 0.92:0,5 a 1.08:0,5, y variable a distintas temperaturas (Qiu et al. 2012). La
proporcién de sexos en las especies arrenotocas de braconidos, en general, se desvia a
favor de los machos (Green et al. 1982; Dannon et al. 2010) lo que ha conducido al
fracaso de la crias masivas (Luck ef al. 1999). En cambio, en el caso de P. dignus, la
mayor proporciéon de hembras encontrada en hospedadores L;-L; puede considerarse

una caracteristica ventajosa para la cria masiva.

En general, la mayor parte de los organismos que tienen estados larvales bien
destacados, seguidos de una metamorfosis para llegar al estado adulto, suelen evidenciar
mortalidades relativamente altas en las etapas mas jovenes o en las transiciones de un
modo de vida a otro (Rabinovich 1980). En P. dignus, la mortalidad preimaginal fue del
50%. En el caso de los endoparasitoides, la supervivencia de los estados inmaduros es
altamente dependiente de la supervivencia del hospedador (Jervis & Copland 1996
citado por Jervis et al. 2001), de la edad del hospedador (Colinet et al. 2005), de los
factores climaticos (Rodrigues et al. 2004), de la calidad nutricional (Silva et al. 2008a;
Sidney et al. 2010) y de las defensas del hospedador (Brodeur & Boivin 2004), entre

otros.

El aumento inicial de la curva de expectativa de vida se interpreta como el
resultado de haber superado los mayores riesgos en las primeras etapas del ciclo de
vida, como es el encapsulamiento de la ;. Luego la etapa de pupa y los primeros dias
de vida del adulto resultan ser otros dos momentos criticos. La informacion referida a la

expectativa de vida resulta esencial para crias masivas y para calcular los momentos de
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liberacion de enemigos naturales en el campo. P. dignus exhibidé una mayor expectativa
de vida sobre hospedadores L;-L,. La maxima expectativa de vida de P. dignus fue
similar a la de Coptera haywardi (Hymenoptera: Diapriidae), parasitoide pupal de

Anastrepha fraterculus (Diptera: Tephritidae) (Nuiez-Campero ef al. 2012).

Las hembras de P. dignus generalmente oviponen el 50% de los huevos antes de
completar la primer semana de vida como adulto. No poseen periodo de preoviposicion
tal como lo habian reportado Cardona & Oatman (1971) en A. dignus y tienden a
oviponer hasta el ultimo dia de vida, a diferencia de las especies de la subfamilia
Aphidiinae, las cuales a pesar de presentar un periodo de oviposicion similar al de P.
dignus, ponen el 50% de los huevos entre los primeros 3-5 dias (Messenger 1964;

Rodrigues et al. 2003; Torres et al. 2007; Silva et al. 2008b; Lins et al. 2011).

El porcentaje de parasitismo promedio fue un 15% mas alto que el presentado
por Cardona & Oatman (1971) y vari6 a lo largo de la vida de la hembra desde valores

de alrededor del 70% los primeros dias a 32% los tltimos dias de vida de la hembra.

El conocimiento de los parametros demograficos es muy importante a la hora de
evaluar la potencialidad de un enemigo natural para ser usado como agente de control
bioldgico (van Lenteren 1983; van Lenteren & Woets 1988; van Lenteren & Manzaroli
1999, Lins et al. 2011). Este estudio es el primero en determinar los parametros
demograficos del parasitoide P. dignus sobre el hospedador 7. absoluta a partir de
tablas de vida de laboratorio, en las cuales se calculd la supervivencia de los estados
preimaginales, aspecto muy dificil de determinar en especies de endoparasitoides

koinobiontes.

Para el control biolégico de una plaga se considera que un parasitoide es
eficiente como enemigo natural si, entre otros factores, su tasa instantanea de ataque y
su r,, son mayores o iguales al 7, de su hospedador (Huffaker ez al. 1976; Bigler 1989).
En el caso de P. dignus el r,, promedio obtenido en este trabajo (0,15) resulté levemente
mayor al hallado para su hospedador 7. absoluta (0,14) por Pereyra & Sanchez (2006)
bajo las mismas condiciones de laboratorio. Por otra parte, Luna et al. (2007) hallaron
una tasa instantanea de ataque de 0,22 para este parasitoide. Ambas caracteristicas
permiten calificar a P. dignus como un candidato a tener en cuenta para el control

biologico de T. absoluta.
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Los parametros demograficos estimados para P. dignus son comparables a los
obtenidos por otros autores para otros braconidos. Por ejemplo, Odebiyi & Oatman
(1977) trabajando a temperaturas de 24 y 27°C y 50% HR, 12:12 L:O, hallaron que
Agathis unicolor (Hymenoptera, Braconidae) parasitoide primario del minador del
tubérculo de la papa Phthorimaea opercullela (Lepidoptera, Gelechiidae) presentd
valores de R;= 39-62, T= 24-36 dias, r,= 0,11-0,16, y A= 1,12-1,16; mientras que para
Agathis gibossa (Hymenoptera, Braconidae) sobre el mismo hospedador fueron : R;=
43-76, 7= 19-29 dias, r,= 0,15-0,19, y A= 1,16-1,21. En otra especie de Braconidae,
Lysiphlebus testaceipes, la r, vari6 con la temperatura y sobrepas6d los valores
obtenidos para su hospedador (Aphis gossypii) s6lo a 25°C, mientras que a menor
temperatura (18°C) fue bastante menor (van Steenis 1994). Por lo tanto, es necesario
tener en cuenta que los pardmetros demograficos estimados a temperaturas constantes
en el laboratorio son so6lo un indicador de la potencialidad de crecimiento de una
poblacion, la cual no siempre se corresponde con la que puede expresarse en

condiciones de campo.

En resumen, tanto la tasa reproductiva neta (7,) como la tasa finita de
incremento (A) proveen estimaciones del crecimiento potencial de la poblacién de P.
dignus. Las hembras de P. dignus tienen una tasa reproductiva neta mas alta que la de
su hospedador (Ry= 48,92 huevos/?) y un tiempo generacional similar al de 7. absoluta
(7= 27,98 dias) (Pereyra & Sanchez 2006). El tiempo generacional es representativo de
la duracién media real de una generacion y es un dato a tener en cuenta para la cria y

liberacion de un parasitoide.

En conclusion, los resultados obtenidos en este capitulo proveen informacion
fundamental para entender los aspectos de la biologia y ecologia de P. dignus, tales
como el efecto de la edad del hospedador, la supervivencia, el tiempo de desarrollo, la
fecundidad, tiempo generacional y finalmente calcular la tasa de crecimiento
poblacional en condiciones Optimas. Se ha observado que P. dignus tiene una alta
capacidad de incremento poblacional, mayor a la de su hospedador 7. absoluta. Esta
informacion resulta de gran importancia para optimizar la cria masiva y las liberaciones
del parasitoide, para ser usado como agente de control bioldégico en programas de

Manejo Integrado de Plagas (MIP) en los cultivos de tomate.
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Introduccion

El conocimiento de la biologia reproductiva de un parasitoide es decisivo cuando
se quiere desarrollar un programa de control bioldégico basado en la liberacion
aumentativa de tipo inoculativa (Donaldson & Walter 1988; Godfray 1994; Jervis &
Copland 1996), el cual podra ser incluido en la implementacion de un manejo integrado
de plagas (MIP). Para ello, es trascendental conocer el tipo de estrategia reproductiva

que presentan las especies de parasitoides que se usaran en estos programas.

Las hembras de un parasitoide pueden dividirse en dos categorias fisiologicas
fundamentales: pro-ovigénicas y sinovigénicas (Godfray 1994; Heimpel & Rosenheim
1998). Las pro-ovigénicas emergen con el total de su complemento o carga de huevos
maduros y comienzan a oviponer en forma inmediata a la emergencia. Las
sinovigénicas maduran los huevos en forma sostenida a lo largo de su vida adulta

(Flanders 1950; Shea et al. 1996; Quicke 1997; Jervis et al. 2001).

Las hembras a su vez, pueden estar limitadas en su capacidad de oviposicion por
la carga de huevos maduros que poseen (egg-limited) o por el tiempo de forrajeo que
incluye el tiempo de busqueda y de manipuleo del hospedador (time-limited) (Lessells
1985). En las especies pro-ovigénicas la limitacion de huevos es permanente
imponiendo un limite en la fecundidad potencial. Una vez que se agota la dotacion fija
de huevos con la que emergen, el éxito reproductivo de la hembra queda limitado, lo
que se denomina senescencia reproductiva (Mangel & Heimpel 1998). En cambio, en
las especies sinovigénicas puede haber una limitacion temporaria de huevos provocando
una reduccidon en la tasa de oviposicion (Heimpel & Rosenheim 1998; Rosenheim
1999). En estas especies, como la maduracion de huevos es sostenida a lo largo de la
vida, la limitacién de huevos puede ocurrir en una escala de tiempo diaria dependiendo
del numero de hospedadores encontrados, aunque, rara vez estaran limitadas por el
complemento de huevos a lo largo de su vida (Lane et al. 1999). En cualquier caso, la
limitacion de huevos en la hembra de un parasitoide tiene grandes implicancias en su

capacidad para controlar a una plaga (Heimpel & Rosenheim 1998).

Jervis et al. (2001) desarrollaron un indice de ovigenia que permite clasificar a
las especies en sinovigénicas y pro-ovigénicas dentro de un rango de valores que van de

0 a 1. Este indice mide el grado de concentracion de la produccion de huevos al
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comienzo de la vida adulta. De este modo, la carga inicial de huevos es similar a la
fecundidad potencial de la hembra en los parasitoides pro-ovigénicos (el indice de
ovigenia tiende a 1) y es mucho menor en los sinovigénicos (el indice de ovigenia

tiende a 0).

Segun Jervis et al. (2008) la variacion en el indice de ovigenia se refleja en la
forma de la curva de fecundidad realizada especifica por edad. A partir de datos
empiricos, este autor describe cuatro tipos de curvas (Figura 4.2b). En la Tipo 1, las
especies son estrictamente pro-ovigénicas, mientras que en las Tipo 2 a 4 las especies
presentan grados variables de sinovigenia (moderada a extrema). Las especies de Tipo 1
presentan los valores méximos de oviposicion al comienzo de la vida adulta. Las de
Tipo 2 presentan una fecundidad mas baja que las anteriores al momento de la
emergencia, aumentan en los primeros dias de la vida adulta, y luego declinan
rapidamente. Las de Tipo 3 tienen generalmente un periodo de preoviposicion corto y
luego el patron temporal de oviposicion se asemeja al de las especies de Tipo 2, excepto
en que la curva de fecundidad realizada es notoriamente mas baja. Finalmente, las de
Tipo 4 emergen sin huevos maduros, tienen un periodo de preoviposicion mas largo, y

ponen los huevos a un ritmo menor durante un periodo mas prolongado.

Las estrategias de maduracion de los huevos (pro-ovigenia — sinovigenia) estan
asociadas con las distintas estrategias de la historia de vida de los parasitoides. A la
mayoria de las especies pro-ovigénicas se las asocia con el modo de parasitismo
koinobionte, mientras que a una alta proporcion de especies sinovigénicas se las asocia

con el modo idiobionte (Quicke 1997; Mayhew & Blackburn 1999; Jervis et al. 2001).

Las especies koinobiontes son aquellas que permiten al hospedador continuar
con su desarrollo, crecimiento y alimentacion (si es atacado como larva), y reproduccion

(si es atacado en la edad adulta), permaneciendo activo después del ataque.

Las especies idiobiontes, por el contrario, son aquellas que inactivan al
hospedador y le impiden continuar con su desarrollo y crecimiento (Askew & Shaw

1986; Shaw & Huddleston 1991).

Varios autores (Askew 1975; Force 1975; Price 1977; Blackburn 1991a; 1991b)
han propuesto un conjunto de rasgos divergentes para cada estrategia de historia de
vida, modelados por seleccidon natural y que se resumen en una “hipétesis dicotomica”

(Godfray 1994; Jervis et al. 2001). Mayhew & Blackburn (1999) utilizando datos
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filogenéticos establecieron que los koinobiointes tienen una vida adulta més corta,
producen huevos mas pequeiios (pobres en vitelo) y tienen una fecundidad realizada y
una tasa maxima de oviposicidon mas alta que los idiobiontes. Jervis et al. (2001)
encontraron que las especies koinobiontes poseen en promedio un indice de ovigenia

mas alto que las idiobiontes, y relacionan este indice con las siguientes caracteristicas:

i.  Una fecundidad realizada alta esta relacionada con una produccion de huevos
mas pequefios (hidropicos), lo que constituye un trade-off frecuente (Godfray

1994).

ii. Las hembras de especies koinobiontes tienen una vida mas corta que las
idiobiontes (Mayhew & Blackburn 1999), lo que se relaciona con una mayor

proporcion de ovocitos maduros al emerger.

iii.  Las hembras koinobiontes tienen una tasa de oviposicion més alta y una

tendencia hacia la pro-ovigenia (Blackburn 1991b).

iv.  Los parasitoides koinobiontes pasan mas tiempo como pupas en comparacion
con los idiobiontes (Blackburn 1991a), y esto deberia dar mas tiempo a los

ovocitos para desarrollarse antes de la emergencia de la hembra.

v.  El host-feeding (consumo de hemolinfa y/o tejidos del hospedador) esta mas
limitado a las especies fuertemente sinovigénicas dado que requieren mas
nutrientes para la maduracion de huevos que las especies pro-ovigénicas o
sinovigénicas débiles, las cuales ya nacen con un complemento de huevos

maduros (Flanders 1950, Jervis et al. 2001).

La sinovigenia es el patron predominante de maduracion y oviposicion entre las
avispas parasitoides (Jervis et al. 2001) y algunos autores (Gordh et al. 1999)
consideran que estas especies son mas efectivas en el control bioldgico. En general, las
hembras pro-ovigénicas, dado que tienen un numero fijo de huevos, ponen menos
huevos en cada hospedador y son mas selectivas en la eleccion de la calidad de
hospedadores (Iwasa et al. 1984; Heimpel et al. 1996; Sirot & Krivan 1997; Heimpel &
Rosenheim 1998; van Baalen 2000). Las sinovigénicas, por otro lado, sincronizan la
oogénesis con la oviposicion, siendo el periodo de oviposicion de las mismas
relativamente largo. Ademas pueden reproducirse a densidades mas bajas de la

poblacion del hospedador que las pro-ovigénicas (Gordh ef al. 1999).
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Por otro lado, la evaluacién de un enemigo natural para control bioldgico
requiere, ademas del conocimiento de los rasgos anteriormente nombrados, de un
estudio de la influencia de factores intrinsecos y extrinsecos sobre el nlimero de huevos
maduros en los ovarios, también llamada carga de huevos. Entre los factores intrinsecos
se encuentra la edad de las hembras, y entre los extrinsecos la presencia de
hospedadores, entre otros. La carga de huevos presenta una gran variabilidad entre los
parasitoides. Por ejemplo, seglin Jervis ef al.(2001) un incremento en la carga de huevos
a lo largo del tiempo en hembras privadas de hospedadores, asi como una carga de
huevos que no varia a lo largo del tiempo en hembras con disponibilidad de
hospedadores para parasitar, son caracteristicas indicadoras de sinovigenia. Las
variaciones en la carga de huevos puede afectar aspectos tales como el comportamiento
de forrajeo, la eficiencia de busqueda y la motivacion para oviponer (Collier ef al. 1994;
Collier 1995; Heimpel & Rosenheim 1995; Ueno 1999). A su vez, todos estos aspectos
pueden afectar procesos poblacionales del parasitoide y del hospedador (Eliopoulos et
al. 2003), influyendo en el éxito de la implementacion del parasitoide como agente de

control bioldgico.

El conocimiento que se tiene sobre la biologia reproductiva de P. dignus es que
el adulto emerge con una cierta carga de huevos maduros. Esto fue observado en
Apanteles dignus (actualmente P. dignus) parasitando sobre Keiferia lycopersicella
perteneciente a la familia Gelechiidae (Cardona & Oatman 1971). Ademads, Luna ef al.
(2007) reportaron para P. dignus la condicion de koinobionte y sugieren una estrategia
reproductiva pro-ovigénica. Sin embargo, se desconoce el patron de maduracion de
huevos a lo largo de la vida de la hembra adulta de esta especie. Tampoco se ha
estudiado atn el efecto de la edad del adulto y de la privacion de hospedadores sobre la

carga de huevos.

El estudio de estos aspectos son cruciales para evaluar el desempefio y, por lo
tanto, la potencialidad de P. dignus, ya que contribuirdan a profundizar el conocimiento
de aspectos de la biologia reproductiva mejorando la eficiencia del empleo de estos

organismos en el control biologico de 7. absoluta.

La hipdtesis de este capitulo es que la hembra de P. dignus tiene una estrategia
de oviposicidon pro-ovigénica y que su carga de huevos es afectada por la edad de la
hembra y la disponibilidad de hospedadores para parasitar. Se predice que la carga de

huevos de la hembra al momento de su emergencia es similar a la fecundidad potencial
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total, que las hembras méas jovenes tienen una mayor carga de huevos y que la privacion

de hospedadores no afectara la carga de huevos.

El objetivo de este estudio fue determinar la estrategia de oviposicion (pro-
ovigénica - sinovigénica) de la hembra de P. dignus e identificar si existe un efecto de la
edad del parasitoide y de la disponibilidad de hospedadores en el nimero de huevos

maduros almacenados en los ovarios.

Materiales y Métodos

Determinacion del desarrollo de huevos por pro-ovigenia o sinovigenia

Para determinar la estrategia de oviposicion de las hembras de P. dignus, es
decir, si son pro-ovigénicas o sinovigénicas, se calculd el indice de ovigenia (10)
propuesto por Jervis et al. (2001), y se compard la curva de fecundidad realizada

especifica por edad con las cuatro curvas tedricas propuestas por Jervis et al. (2008).

El indice de ovigenia se calcul6 a partir de la fraccion de huevos maduros en el
momento de la emergencia de la hembra (carga inicial de huevos) en relacion a la
fecundidad potencial maxima. Esta ultima, representa la suma de huevos inmaduros y
maduros al inicio de vida de la hembra y fue medida a partir de la fecundidad realizada
a lo largo de la vida (ver capitulo 3: Parametros Demograficos), mas el nimero de

huevos remanentes en los ovarios cuando la hembra murio.

Un indice igual a 1 (pro-ovigenia estricta) indica que todos los ovocitos estan
maduros al momento de la emergencia de la hembra, mientras que un indice igual a 0
(sinovigenia extrema) denota la emergencia sin ovocitos maduros. Se calculé de la

siguiente manera:

10= carga inicial de huevos

fecundidad potencial méxima
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Para calcular el nimero de huevos maduros al momento de la emergencia se
contd el nimero de huevos presentes en los ovarios de hembras recién emergidas (n=
39). Para ello, los cocones del parasitoide fueron colocados individualmente en capsulas

de Petri y examinados diariamente para garantizar que las avispas adultas no superaran

las 24 h de edad.

La diseccion de las hembras se realizo colocandolas sobre un portaobjetos con
unas gotas de solucion fisioldgica. El metasoma fue separado del resto del cuerpo con la
ayuda de pinzas, y fue abierto desgarrandolo por los lados con unas agujas muy finas
llamadas “minucias”, lo que permitid6 que pudiera quedar expuesto el sistema
reproductivo. Este fue removido y colocado en un portaobjetos con una gota de solucion
fisiologica para contar el nimero de huevos maduros ubicados en los ovarios justo por

encima del caliz (Figura 4.1).

Filamento
terminal

Ovariola - Ovario

Caliz _

Oviducto lateral
Glandula accesoria
Oviducto comun

Vagina

Glandula
Espermateca  espermatecal

Figura 4.1. Sistema reproductor de la hembra en insectos.
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Efecto de la edad del parasitoide y de la privacion de hospedadores sobre

la carga de huevos

Para evaluar coémo influye la edad de la hembra y la privacion de hospedadores
sobre la carga de huevos, es decir, sobre el nimero de huevos maduros presentes en los

ovarios, se contd el nuimero de huevos maduros en los ovarios de avispas adultas:
1.  de diferente edad: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 dias.

ii.  con distinta disponibilidad de hospedadores: hembras privadas de hospedadores

vs. hembras con 20-25 larvas de 7. absoluta por dia.

En todos los casos las hembras fueron alimentadas con miel pura ad-libitum y
aquellas que estuvieron en presencia de hospedadores fueron mantenidas
individualmente junto a un macho, durante las primeras 24 h, para asegurar la copula. El
parasitismo se produjo en las unidades de oviposicion descriptas en capitulo 2 —

Materiales y Métodos Generales.

A las larvas hospedadoras retiradas cada dia de vida de la hembra (dias 0 a 6), se
les permitid6 comer durante 72 h antes de la diseccion, para permitir la eclosion de los
huevos del parasitoide, y de esta manera facilitar su visualizaciéon y conteo. El nimero
de larvas encontradas se consider6 equivalente al nimero de huevos depositados por la
hembra del parasitoide. La diseccion de las hembras para el conteo de la carga de
huevos remanentes fue realizada de la misma manera que en el ensayo anterior. Tanto
las larvas como las hembras fueron congeladas a -18°C hasta el momento de la

diseccion.

Analisis estadistico

La carga de huevos maduros al nacer se compard con la fecundidad total
realizada mediante un andlisis de la varianza (ANOVA) (Zar 1999).

El efecto de la edad del parasitoide y la privacién de hospedadores sobre la carga
de huevos de la hembra fueron analizados mediante ANOVA de una via para cada
factor (Zar 1999). El nimero de huevos maduros en el dia 0 fue el mismo para las

hembras sin y con hospedadores.
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Resultados

Determinacion del desarrollo de huevos por pro-ovigenia o sinovigenia.

Se obtuvo un indice de ovigenia= 0,23. La carga inicial promedio (+ ES) de
huevos fue de 51,71 + 4,3 (n= 39) (minimo= 14, méximo= 90), y la fecundidad
potencial fue de 222,85 £ 10,4 (n= 7) (minimo= 144, maximo= 306). La carga de
huevos de las hembras recién emergidas fue significativamente menor que la fecundidad
realizada (F= 133,75; g.1.= 1,44; P<0,0001), lo que al igual que el indice de ovigenia
indica que la maduracion de la mayor parte de los huevos ocurre luego de la emergencia

de las hembras.

En la Figura 4.2a se puede observar que la curva de fecundidad realizada
especifica por edad de P. dignus se asemeja a la curva de Tipo 2 propuesta por Jervis
(2008) (Figura 4.2b) correspondiente a una sinovigenia moderada, donde las hembras
emergen con una cierta cantidad de huevos y luego son capaces de madurar mas a lo

largo de la vida.
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Figura 4.2. a) Curva de fecundidad realizada a lo largo de la vida de la hembra de P.
dignus. b) Curvas tedricas de fecundidad realizada de diferentes especies de
parasitoides. (Fuente: Jervis et al. 2008).
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Efecto de la edad del parasitoide y de la privacion de hospedadores sobre

la carga de huevos

Los resultados de las cargas de huevos medidas se muestran en la Tabla 4.1. Las
hembras privadas de hospedadores mostraron un aumento significativo en la carga de
huevos (F= 6,42; g.1.= 6, 108; P<0,0001) (Figura 4.3a). Durante el segundo y tercer dia
el incremento representd un 36%, alcanzando un maximo de alrededor de 82 huevos
maduros en el dia dos. A partir del dia tres, la carga de huevos se mantuvo constante. En
cambio, las hembras que tuvieron acceso a hospedadores, disminuyeron su carga de
huevos casi a la mitad hacia el tercer dia debido al parasitismo pero no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en su carga de huevos a lo largo del tiempo
(F=2,59; gl=4, 17; P= 0,09) (Figura 4.3b). Ademas, estas hembras mostraron mayor

nimero de huevos en los ovarios que en los hospedadores parasitados

Tabla 4.1. Numero de huevos maduros (media £ DS) en los ovarios de hembras de P.
dignus de diferentes edades, sin y con hospedadores, y nlimero de huevos depositados
en los hospedadores.

N? huevos
en hospedadores

Carga de huevos en los ovarios

Edad (dias) Sin hospedadores Con hospedadores
0 51,74+19,13 e
(14-90; n=39)

1 67801847 e e
(22-89; n=20)

2 81,92 £ 15,33 30,33 £17,02 25,41 £ 13,46
(51-104; n=13) (7-69; n=9) (2-47; n=22)

3 80,75 + 23,29 26,50 + 7,68 12,69 = 6,81
(42-112; n=16) (20-35; n=4) (5-29; n=13)

4 70,83 £ 17,38 48,50+ 11,90 14,89 £ 6,75

(49-95; n=6) (35-64; n=4) (4-26; n=9)

5 52,46 £29,67 46,00 20,00 = 7,04
(17-117; n=13) (n=1) (10-28; n=15)

6 58,86 £27,78 46,75+ 17,11 23,00+ 7,53
(20-100; n=7) (22-61; n=4) (17-34; n=4)

Entre paréntesis el rango, n=nimero de adultos disecados.
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Figura 4.3. Numero de huevos (media + DS) en hembras de P. dignus de diferente edad.
a) sin hospedadores, b) con hospedadores. En el dia 1 las hembras permanecieron con el
macho, el dia 5 hubo una sola hembra por lo cual esta fecha no se incluy6 en el anélisis.
Las barras con la misma letra no difieren estadisticamente (test de Tukey, a= 0,05).

La carga diaria de huevos en las hembras privadas de hospedadores fue
significativamente mayor que en las hembras que estuvieron en presencia de
hospedadores (dia 2: F= 58,52; g.l.= 1, 21; P<0,0001; dia 3: F= 20,40; g.l= 1, 18;
P<0,0001; dia 4: F=4,95; g.1.= 1, 8; P=0,05) excepto en el ultimo dia (dia 6: F= 0,61;
g.l=1,9; P=0,46) en que no hubo diferencias.
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Discusion

Las hembras adultas de P. dignus mostraron un indice de ovigenia de 0,23, es
decir, mas cercano a 0 (sinovigenia extrema) que a 1 (pro-ovigenia estricta) segun el
continuo propuesto por Jervis et al. (2001) para definir diferentes estrategias de
produccion de huevos de los parasitoides a partir del analisis de unas 638 especies. El
indice de ovigenia de P. dignus fue muy similar al indice promedio hallado por estos
autores (0,22) dentro del conjunto de especies que presentaron sinovigenia. Valores
coincidentes fueron también encontrados en las especies Asobara tabida (Nees)
(Hymenoptera: Braconidae) (I0= 0,24-0,36) parasitoide solitario de la mosca de la fruta
(Ellers & van Alphen 1997) y Praon palitans Muesebeck (Hymenoptera: Braconidae)
(I0= 0,25) parasitoide de afidos de la familia Aphididae (Schlinger & Hall 1960).
Dentro de la familia Braconidae, el indice de ovigenia fue muy variable, presentando
valores que abarcan todo el rango, de 0 a 1, aunque la mayoria de las especies presentod
valores mas bajos que 1, indicando sinovigenia. Solo se registraron dos especies pro-
ovigénicas, con valores muy cercanos a 1: Cofesia flavipes (Cameron) parasitoide
gregario de larvas de lepidopteros de las familias Pteromalidae y Noctuidae (Potting et
al. 1997) y Microctonus vittatae Muesebeck parasitoide solitario de escarabajos de la
familia Chrysomelidae (Smith 1952). La investigacion llevada a cabo por Jervis et al.

(2001) encontro que el 98,12% de las especies analizadas presentaron sinovigenia.

Segun varios autores (Godfray 1994; Quicke 1997; Mayhew & Blackburn 1999),
en los parasitoides existe una asociacion entre las estrategias de oviposicion (pro-
ovigenia — sinovigenia) con el modo de desarrollo (koinobionte —idiobionte) y Jervis et
al. (2001) demostraron que las especies koinobiontes tienen un indice de ovigenia mas
alto que las idiobiontes. En tal sentido, P. dignus por ser una especie koinobionte, cuyos
hospedadores continian su desarrollo luego de ser atacados, deberia presentar una
estrategia de oviposicion mas cercana a la pro-ovigénica (Luna et al. 2007). Sin
embargo, el indice de ovigenia de P. dignus es bastante menor que 1 indicando que, a

pesar de ser koinobionte, su estrategia reproductiva es la sinovigenia.

Asociado al modo de desarrollo, también se encuentran otras caracteristicas
como el tipo de huevos y la longevidad. Las especies koinobiontes producen huevos

hidrépicos (pobres en vitelo) y esto se relaciona con una mayor proporcion de huevos
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maduros al momento de la emergencia de la hembra y una fecundidad mas alta
(Godfray 1994; Jervis et al. 2001) que en las especies idiobiontes. En el caso de P.
dignus, si bien no se midio6 el tamafo de los huevos, teniendo en cuenta que la hembra
emerge con una cierta cantidad de huevos maduros, se esperaria que éstos sean del tipo
hidrépico y que la fecundidad sea relativamente alta respecto de especies idiobiontes.
Esta caracteristica, sumada a que las especies koinobiontes tienen una vida adulta mas
corta, seria ventajoso en relacion a su potencial uso para el control bioldgico (van

Lenteren 1986).

Ellers & van Alphen (1997) proporcionaron evidencia de que existe una relacion
inversa entre la longevidad y la proporcién de ovocitos maduros al momento de la
emergencia entre diferentes cepas de la avispa parasitoide A. tabida (Nees). Jervis et al.
(2001) encontraron una diferencia significativa entre la longevidad media de las
especies pro-ovigénicas (9 dias) y sinovigénicas (26 dias). Estas diferencias se pueden
observar, por ejemplo, dentro de la familia Braconidae: C. flavipes (Cameron) es pro-
ovigénica con un indice muy cercano a 1 y una longevidad aproximadamente de 5 dias
(Potting et al. 1997). En contraste, Biosteres vandenboschii (Fullaway) y A. tabida
(Nees) con indices alejados de 1 (entre 0,24-0,36 la primera, y menor a 0,06 la segunda)
poseen una longevidad mayor (45-50 y 24 dias respectivamente) (Ramadan et al. 1995,
Ellers & van Alphen 1997). En comparacion con estas especies de braconidos, las
hembras de P. dignus tienen una longevidad intermedia, de casi 15 dias (ver capitulo 3 -
Parametros Demograficos), lo que podria explicar que siendo koinobionte tenga una

sinovigenia moderada.

El nimero de huevos que una hembra de parasitoide deposita durante su vida
estd determinado por la interaccion entre tres factores: el niumero de hospedadores
disponibles, el numero de huevos maduros a lo largo de la vida y el comportamiento de
manipulacion durante la oviposicion (Jervis et al. 2001). En este trabajo se analiz6 en
particular, el nimero de huevos maduros en relacion a la disponibilidad de
hospedadores. En hembras de P. dignus privadas de hospedadores, se pudo ver un
aumento significativo de su carga de huevos hacia el segundo y tercer dia de vida
confirmando su sinovigenia. Este proceso también se ha observado en varias especies
durante la fase temprana de la vida adulta (Djambong & Lauge 1977; van Vianen & van

Lenteren 1986; Le Masurier 1991; Harvey et al. 1994; Olson et al. 2000).
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Por el contrario, en hembras de P. dignus con hospedadores disponibles, se pudo
observar que no hubo diferencias significativas en la carga de huevos a lo largo del
tiempo. Segun Jervis et al. (2001) las hembras que oviponen sin mayores cambios en la
carga de huevos a lo largo del tiempo son sinovigénicas. Esta caracteristica se ha
encontrado, por ejemplo, en Leptomastix dactylopii (Chalcidoidea: Encyrtidae), donde
la carga de huevos se mantiene constante durante una larga fase de la vida adulta,

independientemente de cuantos huevos han sido puestos en los hospedadores (Rivero-

Lynch & Godfray 1997).

En el ultimo ensayo se pudo observar que las hembras conservaron un gran
numero de huevos en los ovarios a pesar de disponer de hospedadores. Esto podria
atribuirse a que el nimero de hospedadores ofrecidos (n= 20-25 larvas de 7. absoluta)
no fue suficiente. Cardona & Oatman (1971) consideran que para una cepa mexicana de
A. dignus parasitando sobre K. lycopersicella, el nimero 6ptimo de hospedadores para
optimizar la cria del parasitoide fue de 90 larvas/dia. En el caso que P. dignus fuera
provista con un numero mayor de hospedadores, se esperaria, segin Harvey et al.
(2001), que la oviposicidon alcanzara su maximo fisiologico, llegando a estar solo
limitada por la tasa de maduracién de huevos y el tiempo de manipuleo y no por la

disponibilidad de hospedadores.

Entre las especies sinovigénicas, es frecuente que las hembras se alimenten de su
hospedador (host-feeding). Sin embargo las hembras de P. dignus, al igual que algunas
especies sinovigénicas, sOlo ingieren néctar y miel para compensar el incremento
metabolico requerido para la ovogénesis (Jervis & Copland 1996). Consecuentemente,
la alimentacién con miel promueve la produccion de huevos, mientras que la privacion
de hospedadores produce retencion de huevos. Harvey ef al. (2001) demostraron que
hembras de Venturia canescens, alimentadas y expuestas a hospedadores de Plodia
interpunctella durante 24 h, después de 5 dias de privacion, produjeron mas del doble
de descendientes en ese periodo, que avispas con disponibilidad de hospedadores a
partir de la eclosion. Un resultado similar se observo para Coccophagus atratus
(Hymenoptera: Aphelinidae) (Donaldson & Walter 1988). Es muy importante tener en
cuenta este fendmeno si se quiere criar masivamente a un parasitoide con estas
caracteristicas, debido a que en el momento de la liberacion, las hembras deberian
alcanzar su méaxima carga de huevos para que la produccion de progenie resulte exitosa.

Es decir, mantener a las hembras sin hospedadores durante los primeros dias y esperar a

64



Capitulo 4. Estrategias de oviposicion

que alcancen la maxima carga de huevos al momento de la liberacion, permitiria

optimizar la tasa de parasitismo.

Una disminucion en la carga de huevos en las hembras de P. dignus privadas de
hospedadores luego del tercer dia de vida, podria sugerir la capacidad de reabsorcion de
huevos, y de acuerdo a Harvey ef al. (2001) esto se deberia a una re-distribucion de las
reservas metabolicas para el mantenimiento. Muchas especies sinovigénicas son capaces
de reabsorber los huevos cuando los hospedadores estdn ausentes o son escasos. Los
nutrientes de los huevos se reutilizan principalmente para mantener a la hembra hasta
que pueda reanudar la oviposicion (Jervis & Kidd 1986) o, més raramente, como un
medio para mantener un suministro constante de huevos recién maduros (Rivero-Lynch
& Godfray 1997). Segtn algunos autores (Jervis et al. 2001), esta cualidad es propia de
los parasitoides que producen huevos ricos en vitelo, es decir, los idiobiontes. P. dignus,
por ser koinobionte tiene un desarrollo de huevos pobres en vitelo, por lo que este

proceso parece poco probable.

El conocimiento de la historia de vida de los parasitoides tiene importantes
implicancias para entender la evolucion de las estrategias reproductivas y demograficas
de las interacciones parasitoide-hospedador (Godfray 1994; Harvey et al. 2001). A su
vez, el éxito reproductivo de las hembras parasitoides tiene implicancias directas sobre

la implementacion del control biologico.

En conclusion, los resultados obtenidos indican que en contraste con la mayoria
de las especies koinobiontes que son pro-ovigénicas, P. dignus debe ser considerada
como una especie moderadamente sinovigénica. Ademas, la privacion de hospedadores
puede aumentar la produccion de descendientes hacia el segundo y tercer dia de vida de
la hembra, por lo que este aspecto deberia ser tenido en cuenta en las crias masivas con

fines de liberacion.
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Introduccion

El superparasitismo se define como la oviposicién de uno o varios huevos en un
hospedador que ha sido previamente parasitado por la misma hembra (auto-
superparasitismo), o por otra de la misma especie (superparasitismo conespecifico) (van
Dijken & Waage 1987). En el caso de una especie solitaria, de la cual emerge s6lo un
parasitoide, este comportamiento produce competencia larval (Reynolds & Hardy
2004). Existe una diferencia importante entre la oviposicion en un hospedador
previamente parasitado por la misma hembra y la oviposicion en un hospedador
parasitado por un conespecifico (van Alphen & Nell 1981). Para van Dijken & Waage
(1987) la diferencia entre “auto” y superparasitismo “conespecifico” es que en el primer
caso aumentard la competencia entre hermanos, y en el segundo la competencia sera
entre los descendientes de hembras distintas. En el caso de los parasitoides solitarios,
donde so6lo uno de los huevos depositados en un hospedador sera capaz de convertirse
en un adulto, el auto-superparasitismo podria significar una pérdida de tiempo y de
huevos, mientras que el superparasitismo conespecifico podria llegar a ser ventajoso,
bajo ciertas condiciones, debido a la probabilidad de eliminacién de un competidor no

hermano del hospedador parasitado (van Alphen & Visser 1990).

El superparasitismo fue considerado durante mucho tiempo como una conducta
no adaptativa (Reynolds & Hardy 2004). Waage (1986) explica que desde el punto de
vista del parasitoide, un hospedador parasitado representa un recurso de baja calidad en
términos de fitness, la progenie de una hembra que superparasita estd, normalmente, en
desventaja competitiva en comparacion con la progenie de aquella que monoparasita, ya
que a menudo, la segunda larva muere por competencia con la primera (Baaren 1996).
A la vista de esta desventaja, tendria sentido para el parasitoide, ser capaz de reconocer
los hospedadores parasitados de los no parasitados (Godfray 1994), esto le permitiria
evitar perder tiempo y huevos sobre hospedadores donde su progenie tiene una muy
baja probabilidad de sobrevivir. Asimismo, donde el hospedador ha sido previamente
parasitado por la misma hembra, la habilidad de reconocer el parasitismo evita el riesgo

de dafiar al hospedador sometiéndolo a un nuevo ataque (van Lenteren 1981).

Sin embargo, para otros autores el superparasitismo a pesar de representar un
fuerte proceso competitivo en parasitoides solitarios, puede ser adaptativo siempre que

un huevo puesto en un hospedador parasitado incremente la probabilidad de la hembra
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de obtener descendencia en ese hospedador (van Alphen & Nell 1981; Hubbard et al.
1987, Visser et al. 1990; van Alphen & Visser 1990).

La capacidad de discriminacion, que consiste en aceptar o no a un hospedador
previamente parasitado, y de esta manera evitar el superparasitismo, ha sido objeto de
fuertes presiones selectivas (Salt 1961; Speirs et al. 1991; Hamelin et al. 2007). Esta
consiste en la deteccion de marcas dejadas en el hospedador por su predecesor,
generalmente sefales quimicas (Hubbard ef al. 1987; Roitberg & Mangel 1988; Marris
et al. 1996; van Baaren & Boivin 1998; Lize et al. 2006). Considerando que la mayoria
de las hembras de los parasitoides son capaces de discriminar, y que el superparasitismo
es comun en la naturaleza (Salt 1934, 1961; Schroder 1971; Driessen & Hemerik 1991),
cabria preguntarse: ;Qué factores influyen en una hembra parasitoide para que
superparasite?. van Lenteren (1976) enumera una serie de factores que pueden causar el

superparasitismo, de los cuales considera que los dos mas importantes son:

i. La hembra del parasitoide no puede evitar el superparasitismo cuando sélo

encuentra hospedadores parasitados durante un periodo largo de tiempo.

ii.  La hembra atn no ha aprendido a discriminar entre hospedadores parasitados y

no parasitados.

En cuanto al primer factor, la teoria sugiere que el superparasitismo deberia
incrementar cuando la tasa de encuentro con hospedadores no parasitados es baja, y
disminuir cuando los hospedadores parasitados son relativamente menos frecuentes
(Parker & Courtney 1984; Skinner 1985). En relacion al “autosuperparasitismo” esto se
ha podido demostrar cuando se confina a una hembra del parasitoide con unos pocos
hospedadores. van Dijken & Waage (1987) observaron que cuando las hembras de
Trichogramma evanescens (Hymenoptera: Trichogrammatidae) fueron expuestas a la
misma cantidad de hospedadores, durante diferentes periodos de tiempo, el
superparasitismo aument6 a medida que el tiempo de exposicion fue mayor. En relacion
al “superparasitismo conespecifico” este comportamiento fue encontrado en el
endoparasitoide solitario  Leptopilina  heterotoma (Hymenoptera: Eucoilidae)
(Thompson). En este caso el porcentaje de supervivencia de los huevos puestos en
hospedadores parasitados fue alto cuando esto ocurria poco después de la primera
oviposicion. Sin embargo, a medida que aumento el tiempo entre la primera y segunda

oviposicion la supervivencia del segundo huevo fue decreciendo (Bakker et al. 1985).
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Se podria considerar que el superparasitismo en una especie solitaria tendria ventaja

selectiva si la probabilidad de sobrevivir, de al menos un huevo, incrementara.

En cuanto al segundo factor, hay una amplia evidencia de que los parasitoides
retienen la informacién y que su comportamiento puede ser modificado por la
experiencia (Thorpe 1956; Arthur 1966; 1971; van Alphen & van Harsel 1982 citado
por van Alphen & Visser 1990; van Dijken et al. 1986). Entonces, la decision de
superparasitar puede estar influenciada por la experiencia previa. Segin van Alphen &
Visser (1990) antes se consideraba como una incapacidad de las hembras sin
experiencia, no poder reconocer a los hospederos parasitados (Klomp et al. 1980;
Suzuki et al. 1984; van Lenteren 1976); luego, se demostré que los parasitoides evitan
la oviposicion en hospedadores parasitados después de oviponer en varios hospedadores
no parasitados, y se concluy6 que la discriminacion del hospedador puede ser aprendida
(van Lenteren 1976; Klomp et al. 1980). Sin embargo, en un nuevo analisis de estos
datos (van Lenteren 1976; Klomp et al. 1980) se ha demostrado que los parasitoides
inexpertos son perfectamente capaces de discriminar entre los hospedadores no

parasitados y parasitados (van Alphen ef al. 1986; van Alphen & Nell 1981).

El superparasitismo puede afectar el sistema de defensa del hospedador,
reduciendo su respuesta inmune (Puttler 1974; Bakker ef al. 1985; Salt 1968; Vinson
1990). El encapsulamiento del parasitoide, en estado de huevo y/o larva, es un
mecanismo por el cual el hospedador responde formando una capsula de células
sanguineas (hemocitos) alrededor del huevo o la larva del parasitoide provocandole la
muerte por diversas causas, tales como sofocacion, inanicion e inhibicion del desarrollo
embridnico. Se ha observado que en general, a medida que el numero de parasitoides
por hospedador aumenta, la reaccion de encapsulamiento disminuye en intensidad (Salt
1959; van den Bosch & Dietrick 1959) e incidencia (Schneider 1950 citado por
Blumberg 1997; Puttler & van den Bosch 1959; Puttler 1967; van Strien-van Liempt
1983). El superparasitismo induciria un debilitamiento del hospedador disminuyendo su
capacidad para producir una reaccion de defensa completa (Salt 1963; van Alphen &
Visser 1990). En este caso, uno o mas huevos podrian ser parcialmente encapsulados o
evadir la reaccion y de esta manera sobrevivir y desarrollarse normalmente (Blumberg

1991).

Al evaluar el efecto del superparasitismo sobre la eficacia de un parasitoide, es

importante conocer la proporcion de huevos o larvas encapsulados (Blumberg 1991), ya

69



Capitulo 5. Superparasitismo

que, el grado de encapsulamiento que sufre un parasitoide puede resultar util para
predecir el potencial para dejar descendencia del parasitoide en el campo y/o explicar
los fracasos de su establecimiento. Desde el punto de vista de la implementacion del
control bioldgico mediante liberaciones aumentativas, altas tasas de encapsulamiento
pueden obstaculizar la cria masiva del parasitoide en el laboratorio (Blumberg &

Swirski 1977; Hart 1972; Reed et al. 1968).

Estudios recientes revelan que el superparasitismo podria estar controlado por un
virus (Varaldi et al. 2003; Reynolds & Hardy 2004; Gandon et al. 2006). Varaldi et al.
(2003) muestran un ejemplo en que el comportamiento de superparasitismo de la avispa
Leptopilina boulardi (Hymenoptera: Eucoilidae) es causado por un agente infeccioso de

transmision vertical y horizontal.

Debido a la importancia de los parasitoides para el control bioldgico de plagas
(Wajnberg & Hassan 1994 citado por Hamelin et a/. 2007), una mayor comprension de
las consecuencias del superparasitismo podrd contribuir a mejorar los programas de
control bioldgico, tanto en lo vinculado a la cria en masa, como a la efectividad de
control en el campo (Hamelin et al. 2007). No obstante, resulta dificil afirmar si el
superparasitismo en un parasitoide solitario es un proceso ventajoso o no para el control
biologico, ya que podria existir un trade-off entre la pérdida de huevos por parte de la
hembra del parasitoide y el aumento de la efectividad del parasitismo, al aumentar la

probabilidad de muerte del hospedador.

En el caso del parasitoide P. dignus, existen escasos registros de
superparasitismo a campo y en laboratorio, y sobre su capacidad de evitar el
encapsulamiento por parte del hospedador (Luna ef al. 2006). Dado que es un
parasitoide solitario y que solo se desarrolla un individuo por hospedador, la hipotesis
de este capitulo es que las hembras del parasitoide P. dignus evitan el superparasitismo
sobre larvas de T. absoluta. Por lo tanto, se espera encontrar una relacion 1 parasitoide:1

hospedador.

El objetivo fue determinar la existencia de superparasitismo de P. dignus sobre
las larvas de T. absoluta, en laboratorio y en condiciones de campo, y establecer en qué
medida los huevos y las larvas del parasitoide son encapsulados por la larva

hospedadora.
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Materiales y Métodos

Estudios en laboratorio

Para el calculo del superparasitismo y del encapsulamiento por parte de la larva
hospedadora se us6 material proveniente de los experimentos correspondientes a los
Capitulos 3 y 4, en donde a parejas de adultos de P. dignus se les ofrecio, diariamente,
entre 20 y 25 larvas de T. absoluta. Transcurrido cada dia se retiraron las larvas
hospedadoras, y se las mantuvo alimentadas con hojas de tomate ad libitum durante 72
h para dar tiempo a que los huevos del parasitoide eclosionaran en su interior y de esta
manera facilitar su observacion. Posteriormente, se colocaron en un freezer hasta su
diseccion bajo lupa binocular. Para cada dia de vida de la hembra de P. dignus se
registrd el nimero de huevos o larvas dentro de cada hospedador, el grado de desarrollo
de la larva del parasitoide (L; temprana o avanzada), y la presencia de encapsulamiento.

El total de larvas de P. dignus disecadas en laboratorio fue de 2.952.

Los individuos se mantuvieron en un bioterio con condiciones controladas de

temperatura, humedad y fotoperiodo (25£2°C, 60—70% HR, 14:10 L:O).

Estudios en condiciones de campo

Se recolectaron larvas de 7. absoluta en los cultivos de tomate bajo cubierta de
los tres sitios del Cinturén Horticola de La Plata con distinto tipo de manejo descriptos
en el capitulo 2 (Materiales y Métodos Generales). El sitio 1 estuvo compuesto por dos
predios caracterizados por presentar cultivos con manejo convencional con baja
aplicacion de insecticidas quimicos; el sitio 2 presentd un manejo organico, s6lo con
aplicacion de plaguicidas permitidos para este tipo de manejo; y el sitio 3 presentd un

manejo organico sin aplicacion de ninguna clase de plaguicidas.
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La existencia y los niveles de superparasitismo y eventualmente
multiparasitismo (cuando hay mas de una especie de parasitoide por hospedador) se
determinaron mediante la diseccion de un numero total de 526 larvas de 7. absoluta
(Tabla 5.1). Para ello se recolectaron foliolos con dafio fresco tomados del tercio
superior de plantas de tomate elegidas al azar dentro del invernaculo. Los foliolos
fueron llevados en bolsas al laboratorio y revisados bajo lupa binocular para detectar la
presencia de minas con larvas de 7. absoluta. Se extrajeron todas las larvas vivas y
muertas presentes, y se colocaron en pequefias bolsas plasticas rotuladas y conservadas
en freezer a -18° C hasta su posterior diseccion. Para cada sitio y fecha de muestreo se
contd el numero de individuos de P. dignus y de cualquier otro parasitoide que se
encontrara en el interior de la larva hospedadora. Se registré el estado/estadio del

hospedador y del parasitoide, asi como el nimero de individuos encapsulados.

Tabla 5.1. Numero de larvas de 7. absoluta recolectadas en cada muestreo para los tres
sitios de estudio en los afios 2009 y 2011. Sitio 1: manejo convencional; sitio 2: manejo
organico con aplicacion de plaguicidas permitidos; sitio 3: manejo orgéanico sin
aplicacion de plaguicidas.

Sitio Fecha de muestreo N°de larvas Recolectadas

1 08/01/2009 40
1 24/02/2009 47
1 11/03/2009 21
1 19/03/2009 25
2 08/01/2009 9

2 28/01/2009 27
2 24/02/2009 58
2 11/03/2009 37
2 19/03/2009 34
2 14/02/2011 31
3 28/01/2009 29
3 05/02/2009 31
3 24/02/2009 8

3 06/03/2009 14
3 14/02/2011 11
3 14/02/2011 23
3 30/03/2011 24
3 29/04/2011 10
3 03/06/2011 29
3 17/06/2011 18
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Analisis de los datos de laboratorio y campo

La existencia de superparasitismo, en laboratorio y a campo, se calcul6é en base
al nimero de larvas del parasitoide por larva de 7. absoluta, y se analizo el alejamiento
de los datos de la relacion 1 parasitoide:1 hospedador mediante la prueba de Chi
cuadrado (5°) de Pearson, realizando la correccion de Yates cuando fue necesario (Zar
1999). Los casos con frecuencia tedrica menor a 5 no se incluyeron en el andlisis. En el
laboratorio este dato se registro cada dia de vida de la hembra de P. dignus, mientras
que en el campo, en cada fecha de muestreo. Para evaluar las diferencias entre el
nimero de larvas parasitadas con un so6lo huevo (monoparasitadas) y el de aquellas
parasitadas con mas de uno (superparasitadas) por una misma hembra de P. dignus en
laboratorio, se realizd una prueba ¢ de Student para dos muestras apareadas, previa
transformacion raiz cuadrada, para cada dia de vida de la hembra. Se obtuvieron datos
del dia 1 al 19, sin embargo, s6lo pudieron analizarse los dias 1 a 13, ya que la falta de

réplicas impidi6 analizar el dia 14 en adelante.

En el laboratorio y en el campo la frecuencia de huevos y/o larvas encapsuladas
se determin6 para los distintos niveles de parasitismo (larvas hospedadoras
monoparasitadas, y superparasitadas con 2, 3,..., n individuos). De acuerdo a Blumberg
(1991) se calculd, para cada nivel de parasitismo, la frecuencia de encapsulamiento (FE)
en las larvas parasitadas como el porcentaje total de huevos y/o larvas encapsuladas del

parasitoide:

FE= N° de huevos y/o larvas encapsuladas x 100

N° total de huevos y/o larvas

y la eficiencia de encapsulamiento (EE), esto es el porcentaje de larvas parasitadas

donde el encapsulamiento fue completo evitando el desarrollo del parasitoide, segtn:

EE= N° de hospedadores que encapsularon todos los individuos x 100

N° total de hospedadores parasitados
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A partir de los valores FE y EE se calcul6 la probabilidad de supervivencia de un
descendiente de P. dignus por hospedador para los diferentes niveles de parasitismo
(larvas monoparasitadas, y superparasitadas con 2, 3,..., n individuos). El porcentaje de
pérdida de descendientes (huevos y L;) por hembra de P. dignus se estim6 en base a la
suma del porcentaje de pérdida (por encapsulamiento y por competencia larval) para los
diferentes niveles de superparasitismo y del porcentaje de encapsulamiento de las

monoparasitadas.

Los porcentajes de superparasitismo y de hospedadores encapsulados en los
diferentes estadios larvales de 7. absoluta se contrastaron mediante la prueba de Chi

cuadrado (%) de Pearson.

En el estudio de campo, la existencia de multiparasitismo, se evalud a través de
la presencia y numero de huevos o larvas de més de una especie de parasitoides en las

larvas de T. absoluta.
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Resultados

Estudios en laboratorio

De un total de 2.952 larvas disecadas en laboratorio, el 50% se encontraron
parasitadas. Las hembras de P. dignus superparasitaron todos los estadios larvales. En la
Figura 5.1 pueden verse los porcentajes del total de larvas parasitadas que tenian entre 1
y 9 parasitoides en su interior. El porcentaje de larvas monoparasitadas fue
notoriamente mas elevado, y si bien el niimero de huevos y/o larvas de P. dignus por
larva hospedadora varié entre 1 y 9 individuos, el porcentaje de hospedadores con mas

de tres huevos fue extremadamente bajo.
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Figura 5.1. Porcentaje de larvas de 7. absoluta con 1 a 9 individuos del parasitoide en su
interior.

La cantidad de parasitoides encontrados dentro de los hospedadores no se alejo
significativamente de la relacion 1 parasitoide:1 hospedador en la mayor parte de los

casos (Tabla 5.2), indicando un predominio del monoparasitismo.
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Si bien, las hembras de P. dignus superparasitaron a lo largo de toda la vida
(Figura 5.2) el nimero de larvas monoparasitadas siempre fue mayor que el de
superparasitadas, salvo durante los tres primeros dias donde no existieron diferencias
significativas entre el nimero promedio de larvas mono y superparasitadas, al igual que
para los dias 6, 7, 9 y 13. En general, no se observo un patron definido en el numero de

larvas de 7. absoluta mono y superparasitadas a lo largo del periodo observado.

Tabla 5.2. Relacion 1 parasitoide:1 hospedador en diferentes dias de vida de las
hembras de P. dignus que parasitaron en condiciones de laboratorio.

N° Hembra dias de vida de la Q n Relacion observada X
en que parasito parasitoide.: hospedador

1 1 9 1,1:1 0,11
2 1 9 2,1:1 3,61
3 1 13 22:1 5,61*
4 1 9 29:1 8,29*
5 2 17 1,3:1 0,67
6 2 19 18:1 4,76*
7 2 26 18:1 5,57*
8 2 14 1:1 0,04
8 3 13 1,3:1 0,57
9 2 12 21:1 4,59*
9 3 11 1,4:1 0,65
10 2 11 26:1 8,13*
10 3 6 1,5:1 0,67
11 2 19 25:1 11,89*
11 3 5 1:1 0,10
12 2 12 38:1 19,95*
12 3 9 1,7:1 1,54
13 2 9 1,4:1 0,77
13 3 8 1,3:1 0,28
13 4 9 1:1 0,06
14 2 17 19:1 4,61*
14 3 10 1,4:1 0,71
14 4 10 1,1:1 0,10
15 2 15 2,7:1 11,38*
15 3 7 1:1 0,07
15 4 13 1,2:1 0,34
16 2 12 32:1 13,54*
16 3 13 1,6 : 1 1,91
16 4 13 1,4:1 0,84
16 5 11 2:1 3,70
17 2 14 1,1:1 0,17
17 3 7 1:1 0,07
17 4 16 1,3:1 0,70
17 5 15 1:1 0,03
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N° Hembra dias de vida de la Q n Relacion observada X
en que parasito parasitoide:hospedador
17 6 30 1,1:1 0,27
18 2 9 1,2:1 0,25
18 3 8 1,1:1 0,12
18 4 11 1:1 0,05
18 5 8 1,3:1 0,28
18 6 12 1,4:1 0,90
19 2 18 1,7:1 3,02
19 3 17 1,7:1 3,15
19 4 15 1,2:1 0,30
19 5 16 1,8:1 3,30
19 6 14 1,4:1 1,09
20 2 13 21:1 4,93*
20 3 7 1:1 0,07
20 4 18 1,4:1 1,48
20 5 22 1,1:1 0,04
20 6 15 1,4:1 1,03
21 2 12 24:1 7,07*
21 3 10 23:1 5,15*
21 4 9 2:1 3,04
21 5 12 24:1 7,07*
21 6 11 1,9:1 3,16
21 7 12 23:1 5,79*
21 9 8 2,1:1 3,28
21 11 4 1,5:1 0,50
22 2 16 25:1 10,3*
22 3 13 1,6:1 1,91
22 4 15 1,4:1 1,03
22 5 10 1,7:1 1,85
22 6 17 21:1 6,83*
22 7 19 1,5:1 2,10
22 8 10 1,7:1 1,85
22 9 6 1,7:1 1,06
22 10 12 1,5:1 1,23
22 11 12 1,7:1 2,03
23 2 10 23:1 5,15*
23 3 6 2:1 2,06
23 4y5 13 1,7:1 2,34
23 6 6 1:1 0,08
23 7 9 1,8:1 2,00
23 9 7 1:1 0,07
23 10 17 L,5:1 1,91
23 12 12 1,1:1 0,08
24 1 8 25:1 5,18*
24 3 13 1,3:1 0,57
24 4 17 1,5:1 1,91
24 5 11 1,6 : 1 1,32
24 6 11 24:1 6,11*
24 9 12 1,4:1 0,90
24 10 12 14:1 0,90
24 11yl2 5 1,4:1 0,42
24 13 3 23:1 1,70
25 1 12 1,1:1 0,08
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N° Hembra dias de vida de la Q n Relacion observada X
en que parasito parasitoide:hospedador

25 2 11 1:1 0,05
25 3 19 1,2:1 0,40
25 4 16 2:1 5,35*
25 5 16 1,3:1 0,70
25 6 17 18:1 4,10*
25 7 12 1,3:1 0,37
25 8 7 1,3:1 0,31
25 9 10 IL,1:1 0,10
25 10 15 1,1:1 0,16
25 11yl2 10 1,3:1 0,43
25 13 5 1,2:1 0,18
26 2 11 1,3:1 0,40
26 3y4 8 24:1 4,52*
26 5 10 1,6 :1 1,42
26 6 4 1,8:1 0,91
26 7 11 1,4:1 0,65
26 11 17 1,4:1 1,22
26 12 8 1,1:1 0,12
26 14 10 1,4:1 0,71
26 15 12 1,5:1 1,23
26 16 5 1,2:1 0,18
27 2 13 2,7:1 10,10*
27 3y4 17 1,4:1 0,93
27 5 18 1,3:1 0,63
27 6 9 1,7:1 1,54
27 7 14 1,4:1 1,09
27 8 13 1,5:1 1,16
27 9 13 1,9:1 3,30
27 10 10 L,5:1 1,04
27 11 16 IL,1:1 0,15
27 12 6 1:1 0,08
27 13 10 1,1:1 0,10
27 14 15 1,7:1 2,53
27 15 8 1,4:1 0,53
27 16 13 1,5:1 1,16
27 17 10 1,3:1 0,43
27 18 8 1:1 0,06
27 19 7 3:1 7,04*

* Indica diferencias significativas entre la relacion esperada 1 parasitoide:1 hospedador y la
observada de acuerdo a la prueba de Chi cuadrado (y*) (P< 0,05; g.l.= 1).n= N° hospedadores
parasitados
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Figura 5.2. Promedio (= ES) de larvas de T. absoluta monoparasitadas y
superparasitadas en cada dia de vida de la hembra de P. dignus. Letras iguales para cada
dia indican que no hay diferencias significativas (# de Student, P<0,05). A la derecha se
presenta la tabla con los resultados de esta prueba.

El encapsulamiento de la larva 1 del parasitoide parecio6 ser una respuesta comin
de la larva de T. absoluta. En la Figura 5.3 se muestra el encapsulamiento hallado en
larvas de 7. absoluta con una, dos, y tres larvas del parasitoide P. dignus en su interior.
Se encontraron casos de larvas encapsuladas (L; avanzada) dentro de un hospedador
monoparasitado (Figura 5.3a), dos larvas (L; tempranas) con distinto grado de
encapsulamiento dentro de un mismo hospedador (Figura 5.3b) y casos con tres larvas
de P. dignus donde era muy frecuente ver dos larvas encapsuladas (L; tempranas) y una

larva avanzada no encapsulada (Figura 5.3c¢).

Figura 5.3. Encapsulamiento hallado en larvas de 7. absoluta con a) una, b) dos, y ¢)
tres larvas del parasitoide P. dignus en su interior
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El encapsulamiento del parasitoide ocurrié en larvas mono y superparasitadas
(Figura 5.4). La frecuencia de encapsulamiento (FE) por parte de las larvas de T.
absoluta increment6 a medida que aument6 el numero de huevos depositados por la
hembra del parasitoide, desde un 28% en el caso de larvas monoparasitadas hasta
alrededor del 91% cuando hubo cinco individuos del parasitoide por hospedador. La
eficiencia de encapsulamiento (EE) aument6 levemente entre uno y tres parasitoides por
larva hospedadora, y alcanzo el valor méaximo (55,56%) cuando el nimero de
parasitoides fue de cinco individuos. Esto nos indica, que si bien la frecuencia de
encapsulamiento fue muy alta con cinco huevos y/o larvas del parasitoide por larva
hospedadora, sdlo el 55,56% de las mismas llegaron a encapsular a todos los individuos.
No obstante, hay que destacar la bajisima probabilidad de ocurrencia de casos con mas
de cinco individuos del parasitoide en el interior de la larva hospedadora (< 1%) (ver

Figura 5.1 presentada anteriormente).
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Figura 5.4. Encapsulamiento de P. dignus por larvas del hospedador 7. absoluta en
relacion al superparasitismo que presentan las larvas criadas en laboratorio. FE:
Frecuencia de encapsulamiento, EE: Eficiencia de encapsulamiento.
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La hembra de P. dignus, en laboratorio, presentdé una pérdida de descendientes
del 42%. El 19,25% correspondié al encapsulamiento por parte de larvas
monoparasitadas, y el 22,80% a encapsulamiento y competencia larval de las

superparasitadas.

Del total de larvas de 7. absoluta parasitadas, observadas en el laboratorio (n=
1522 larvas), los mayores porcentajes de superparasitismo se registraron en los estadios
Ly Ls, (;(22 9,92; p<0,05; g.1.=3; n=213), y a su vez, fueron los que exhibieron mayor
capacidad de encapsulamiento (X2= 43,51; p<0,05; g.1.=3; n=217) (Figura 5.5)

g w U ) 50 b)
== a =
E% 5 b £ g 40 b .
] =
2 b
o o w =
R e : £ 8 20
- 4 8 a a
2.8 c1p 2 =10 -
® 2 i i
0 T T T 0+ T T T
L1 L2 L3 L4 L1 L2 L3 L4
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Figura 5.5. a) Porcentaje de hospedadores superparasitados en los distintos estadios
larvales; b) Porcentaje de hospedadores que encapsularon al menos un huevo y/o larva
del parasitoide en sus distintos estados larvales. Las barras con letras iguales no difieren
significativamente entre si (comparacién de a pares, y*, P< 0,05).
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Estudios en condiciones de campo

De un total de 526 larvas recolectadas en todos los sitios de muestreo, €l 58,6%
(n= 308) se encontraron parasitadas. En la Figura 5.6 pueden verse los porcentajes del
total de larvas parasitadas que tenian entre uno y seis parasitoides. Al igual que en el
laboratorio, pero aun mds definido, domindé el monoparasitismo. El porcentaje de
hospedadores con mas de dos huevos fue extremadamente bajo. Como caso excepcional

se encontro una sola larva de 7. absoluta con 11 individuos de P. dignus.

100
88,3

&
5 80
o]
<
o]
O
S 60 -
o
=
8 40 -
E
Q

20
3 8,1 1,6
e s 0,3 1,0 0,3

N .
1 2 3 4 5 6

N° de parasitoides dentro de la larva hospedadora

Figura 5.6. Porcentaje de larvas de 7. absoluta con 1 a 6 individuos del parasitoide en su
interior.

La cantidad de parasitoides encontrados dentro de los hospedadores no se alejo

significativamente de la relacion 1 parasitoide:1 hospedador (Tabla 5.3).
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Tabla 5.3. Relacion 1 parasitoide:1 hospedador encontrada en condiciones de campo
para cada fecha de muestreo.

fecha de muestreo n Relacion observada x
parasitoide:hospedador

Sitio 1 (Manejo Convencional)

08/01/2009 9 1:1 0,06
24/02/2009 16 1:1 0,03
11/03/2009 17 1,2:1 0,45
19/03/2009 22 1,1:1 0,11

Sitio 2 (Manejo Organico con aplicacion de insecticidas permitidos)

08/01/2009 4 1,3:1 0,22
28/01/2009 19 1,1:1 0,05
24/02/2009 31 1,1:1 0,26
11/03/2009 24 1:1 0,04
19/03/2009 24 1,2:1 0,49
14/02/2011 11 1,2:1 0,21

Sitio 3 (Manejo Organico sin aplicacion de insecticidas)

28/01/2009 13 1:1 0,04
05/02/2009 19 1,7:1 0,24
06/03/2009 10 1,2:1 0,23
14/02/2011 9 1:1 0,06
14/02/2011 16 1:1 0,03
30/03/2011 15 1,1:1 0,16
29/04/2011 6 1,3:1 0,36
03/06/2011 23 2,4:1 13,14*
17/06/2011 16 1,2:1 0,29

* indica diferencias significativas en cuanto a la relacion esperada 1 parasitoide: 1 hospedador de
acuerdo a la prueba de Chi cuadrado. n= N° hospedadores parasitados

La desviacion de la relacion esperada 1 parasitoide:1 hospedador sélo fue
significativa en el sitio 3 en una fecha de muestreo (03/06/11), correspondiendo a un
momento en que la densidad del hospedador fue baja y el porcentaje de parasitismo alto
(Figura 5.7). Este momento coincidid con el hallazgo de un caso de 11 parasitoides en

un hospedador. Se tratd6 de un solo caso que presentd una L; de T. absoluta con 9
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huevos en estadio temprano, un huevo en estadio avanzado y una L; temprana del

parasitoide.

La relacion parasitoide:hospedador total (suma de todas las fechas de muestreo
para cada sitio) fue mayor en el sitio 3 (1,34:1) que en los sitios 1 y 2 (1,11:1 y 1,12:1),
respectivamente. En general, en la mayoria de los casos de superparasitismo, se
encontraron huevos y L; del parasitoide. Solo dos larvas de 7. absoluta presentaron dos

L, y no se encontrd ninguna superparasitada con L; del parasitoide.

Los resultados de los porcentajes de superparasitismo del sitio 3 se graficaron
junto con el porcentaje de parasitismo y las densidades de 7. absoluta, a fin de observar
las variaciones a lo largo del tiempo. En el afio 2009 el superparasitismo se registrd en
tres fechas de muestreo con valores que variaron entre 16 y 25% (Figura 5.7a). El
porcentaje promedio de parasitismo fue 49,7% (+ 13,7 DS) para los cuatro muestreos y
presentd el pico maximo (66,7%) a finales del cultivo. La densidad promedio total de
larvas de T. absoluta (parasitadas y no parasitadas) fue de 0,42 (+ 0,09 DS) larvas por

foliolo, manteniéndose relativamente constante a lo largo de dicho periodo.

En el afio 2011 (Figura 5.7b) se muestre6 en un cultivo de tomate de segunda
temporada, plantado en el mismo invernaculo donde se encontraba un cultivo de tomate
de primera temporada abandonado. El cultivo recién plantado, se infectod
inmediatamente con la polilla de tomate proveniente del cultivo aledano alcanzando
densidades de 0,7 larvas/foliolo (= 0,55 DS). Junto con ella se registrd la presencia del
parasitoide P. dignus, con un porcentaje promedio de parasitismo de 61,4% (+ 9,46 DS).

De las cinco fechas de muestreo, se registr6 superparasitismo en cuatro.
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Figura 5.7. Porcentaje de superparasitismo (barras negras) comparado con el porcentaje
de parasitismo (barras grises) y la densidad de larvas de 7. absoluta por foliolo (linea
negra), en el sitio 3. a) Periodo 2009 con tomate de primera temporada. b) Periodo 2011
con tomate de segunda temporada.

No existio relacion significativa entre el superparasitismo de las dos temporadas
analizadas en conjunto y la densidad de larvas de la polilla (pendiente de regresion b (£

ES): 0,32 + 0,35; P= 0,41) (Figura 5.8)
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Figura 5.8. Regresion lineal entre el porcentaje de superparasitismo de P. dignus y la
densidad de larvas de T. absoluta para el periodo 2009 y 2011 en el sitio 3 (y= 8,52 +
0,32x; R?= 0,10). Los datos graficados son los originales, sin transformar.

&5



Capitulo 5. Superparasitismo

Por otro lado, se analiz6é la relacion entre superparasitismo y el grado de
encapsulamiento del hospedador. En la Figura 5.9 se observa el porcentaje de huevos
y/o larvas del parasitoide P. dignus que fueron encapsulados en hospedadores con
distinto namero de parasitoides en su interior (larvas monoparasitadas, y
superparasitadas con 2, 3,..., 6 individuos). Cabe destacar que la larva con 11
individuos de P. dignus no presentd encapsulamiento al momento de la diseccion. Sélo
el 11% de los individuos parasitados exhibi6 signos de encapsulamiento, de los cuales
el 77,08% pertenecio al estadio L; del parasitoide. Al igual que en el laboratorio, el
encapsulamiento (FE) increment6 a medida que aument6 el numero de huevos
depositados en el hospedador, desde un 9% en el caso de larvas monoparasitadas hasta
alrededor del 83% cuando hubo seis individuos del parasitoide por hospedador. Si bien
la respuesta al encapsulamiento por parte de las larvas de 7. absoluta fue aumentando a
medida que aument6 el superparasitismo, su eficiencia cayd bruscamente cuando el
numero de parasitoides supero los tres individuos. El valor mas alto de EE no super6 el

20%, y correspondid a la presencia de 2 y 3 parasitoides/larva hospedadora.
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Figura 5.9. Encapsulamiento de P. dignus en larvas de 7. absoluta en relacion al grado
de superparasitismo que presentan larvas recolectadas del campo. FE: Frecuencia de
encapsulamiento, EE: Eficiencia de encapsulamiento.
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La hembra de P. dignus, en el campo, present6 una pérdida de descendientes del
15,42%. El 7,69% correspondio al encapsulamiento de un Unico parasitoide
(monoparasitadas) por parte de la larva de 7. absoluta, y el 7,72% a encapsulamiento
(mas de una larva del parasitoide en su interior) y a competencia larval de las

superparasitadas.

Del total de larvas parasitadas provenientes del campo (n= 317 larvas de T.
absoluta), las L, fueron las menos parasitadas (XZZ 18,12; p< 0,05; g.l.= 3; n= 38)
(Figura 5.10a). El porcentaje de hospedadores que encapsularon fue mayor en los

estadios L;-L que en los Lz y Ly (x* = 37,06; p< 0,05; g.1.=3; n= 34) (Figura 5.10b).
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Figura 5.10. a) Porcentaje de hospedadores superparasitados en sus distintos estadios
larvales en el campo. b) Porcentaje de hospedadores que encapsularon al menos un
huevo y/o larva del parasitoide en sus distintos estadios larvales. Las barras con letras
iguales no difieren estadisticamente entre si (comparacién de a pares, ¥*; P< 0,05)

En cuanto al multiparasitismo, s6lo se encontraron dos casos en el sitio 3. Para la
fecha 24/02/09 se disecd una L, de T. absoluta que contenia en su interior una larva de
otra especie de parasitoide (Figura 5.11) junto a dos L; (una temprana y una avanzada)
de P. dignus. Para la fecha 03/06/11 se disec6 una L, de 7. absoluta con un huevo de
otra especie de parasitoide junto a una L; temprana de P. dignus. En ninguno de los

casos se pudo determinar la especie a la que pertenecia el otro parasitoide presente.
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Figura 5.11. Larva de otra especie de parasitoide encontrada dentro de una larva de 7.
absoluta multiparasitada.

Discusion

La hipotesis central de este capitulo se vio confirmada por los resultados de esta
investigacion. Las hembras del parasitoide solitario P. dignus evitaron el

superparasitismo tanto en el laboratorio como en el campo.

Los valores de superparasitismo a campo fueron mucho maés bajos que los
hallados en el laboratorio, y s6lo se encontrd una desviacion significativa de la relacion
1 parasitoide:1 hospedador en un sitio y en una sola fecha de muestreo. Esto sugeriria
que el mayor porcentaje de superparasitismo observado en el laboratorio podria deberse
al confinamiento de la hembra en un recipiente, a una cantidad limitada de

hospedadores y a un tiempo acotado para oviponer. Estas condiciones harian que la
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probabilidad de la hembra de encontrar a un hospedador no parasitado fuese menor en el

laboratorio, y por lo tanto se viera obligada a superparasitar.

Los resultados obtenidos indican que el superparasitismo de P. dignus consistio
mayoritariamente en la presencia de dos individuos del parasitoide, y en mucha menor
medida en tres; siendo los valores mas altos casi despreciables. Las larvas de T.
absoluta superparasitadas presentaron, en general, un huevo y una L; del parasitoide.
Bakker ef al. (1985) en relacion a Leptopilina heterotoma (Thompson) (Hymenoptera:
Eucoilidae), un parasitoide solitario de larvas de Drosophila, plantearon que el segundo
huevo puesto en un hospedador tiene una relacion costo/beneficio (pay-off). Esta
relacion estaria vinculada al intervalo entre la oviposicion del primer huevo y el
segundo. En el caso de las especies solitarias donde s6lo la larva de primer estadio tiene
mandibulas, los intervalos largos entre oviposiciones darian ventaja al segundo huevo,
pues la L; ya mudd, por lo cual al eclosionar el segundo huevo, la L; podria competir
con la primera larva y llegar a eliminarla. Intervalos méas cortos que la duracion de la L,
darian ventaja al primer huevo, ya que al eclosionar primero, la L; podria eliminar al
huevo que fue puesto en segundo término. En el caso de P. dignus el
autosuperparasitismo encontrado en el laboratorio fue de un huevo y una L,;, o una L,
temprana y una L; avanzada. Teniendo en cuenta que en esta especie todos los estadios
larvales poseen mandibulas, el primer huevo puesto tendria mayor ventaja competitiva
que el segundo; al eclosionar antes, la L; podria matar al segundo huevo. No obstante,
en las larvas colectadas a campo, es imposible discriminar si los dos individuos del

parasitoide se deben a autosuperparasitismo o superparasitismo conespecifico.

El encapsulamiento representd un factor de mortalidad en la poblacion del
parasitoide. La proporcion de larvas monoparasitadas encapsuladas en el laboratorio fue
mas del doble de las encapsuladas en el campo. Si bien la frecuencia de
encapsulamiento aument6 con el numero de individuos del parasitoide por hospedador,
su eficiencia, es decir la capacidad de encapsular a todos los individuos, aumento

escasamente.

Para algunos autores el superparasitismo puede ser adaptativo siempre que un
huevo puesto en un hospedador parasitado incremente la probabilidad de la hembra de
obtener descendencia en ese hospedador (van Alphen & Nell 1981; Hubbard et al.
1987; Visser et al. 1990; van Alphen & Visser 1990). La oviposicion en un hospedador

parasitado puede ser adaptativa cuando el encapsulamiento del primer huevo ha agotado
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el suministro de hemocitos y por consiguiente, el segundo huevo podria tener mas
probabilidad de sobrevivir que en un hospedador no parasitado. Esta situacion fue
observada al calcular la supervivencia de los huevos de A. fabida en larvas de D.
melanogaster (Bakker 1979 citado por van Alphen & Visser 1990) donde, de los huevos
puestos individualmente, sélo el 1% sobrevivid, mientras que de los puestos en
hospedadores parasitados, sobrevivid el 7%. Sin embargo, este no parece ser el caso
para P. dignus, ya que la eficiencia de encapsulamiento tanto en el laboratorio como en
el campo fue levemente mayor para dos que para un huevo del parasitoide por

hospedador.

Algunos autores (Sirot et al. 1997; Ueno 1999; Javois & Tammaru 2006)
seflalan que el comportamiento de superparasitismo, al igual que otros aspectos del
comportamiento de oviposicion de la hembra de un parasitoide, es “estado-
dependiente”, es decir estd afectado por la experiencia previa y por variables
fisiologicas como la edad, el estado nutricional, la cantidad de reservas y la carga de
huevos, asi como también por la interferencia con otros individuos (Beddington 1975).
El autosuperparasitismo pareciera ser poco ventajoso ya que la competencia entre
hermanos provoca que solamente uno sobreviva. Sin embargo, segiin van Alphen &
Visser (1990), existen situaciones en la cuales podria ser ventajoso. Esto es cuando dos
0 mas huevos hermanos previenen el riesgo de que un hospedador sea atacado mas tarde
por un conespecifico, es decir, habria una mayor probabilidad de tener descendencia que

cuando so6lo hay un huevo para competir con los huevos de otros parasitoides.

El hecho de que la hembra de P. dignus en sus tres primeros dias de vida no
mostrod diferencias entre el numero de hospedadores mono y superparasitados podria
interpretarse como la falta de experiencia previa de la hembra, al no saber discriminar
entre hospedadores parasitados y no parasitados. Luego, a partir del dia cuatro, la
tendencia al monoparasitismo podria sugerir que ya aprendieron a discriminar el estado
del hospedador, prefiriendo los no parasitados. Sin embargo, segin van Alphen et al.
(1986) y van Alphen & Visser (1990), los parasitoides inexpertos serian capaces de
distinguir entre hospedadores parasitados y no parasitados, es decir, la discriminacion
del hospedador no tiene que ser aprendida, aunque la experiencia pueda influenciar la

tendencia a superparasitar.

El superparasitismo y el encapsulamiento por parte del hospedador (Blumberg

1991) son dos procesos que pueden afectar la cria de un parasitoide. La elevada
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competencia entre larvas, asi como altas tasas de encapsulamiento puede obstaculizar la
cria en masa de un enemigo natural en el laboratorio (Reed et al. 1968; Hart 1972;
Blumberg & Swirski 1977). En el caso particular de P. dignus el superparasitismo
parece ser un fendmeno poco frecuente en condiciones de campo, y controlable en el
laboratorio mediante condiciones mas apropiadas de cria. Esto permitiria reducir la
frecuencia de encapsulamiento, y por consiguiente aumentar la supervivencia de los
descendientes. Los conocimientos obtenidos con la presente investigacion seran
valiosos si se decide implementar el control bioldgico de 7. absoluta mediante P.
dignus, para lo cual se requerird su cria masiva en el laboratorio y posteriores

liberaciones aumentativas en el campo.
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Introduccion

Cuando se evaltia la potencialidad de un parasitoide como candidato para el
control bioldgico por liberacion aumentativa, o simplemente como un enemigo natural
de presencia espontanea para controlar una plaga nativa, no sélo deben llevarse a cabo
ensayos de laboratorio para conocer sus estrategias reproductivas y tasas de crecimiento
bajo condiciones Optimas, sino que también debe evaluarse su impacto sobre la

poblacion plaga en condiciones naturales.

El impacto de un parasitoide sobre la poblacion de un hospedador se puede
medir de diversas maneras (Luck et al. 1988; Gould et al. 1989). Una forma directa de
estimar la mortalidad causada por un parasitoide consiste en la exclusion de los mismos
mediante el uso de plaguicidas (Lim et al. 1986). Otro método es el de reclutamiento
(van Driesche & Bellows 1988; Gould et al. 1990), el cual incorpora la velocidad a la
que los hospedadores entran a las etapas susceptibles y son parasitados, aunque es de

dificil aplicacion en hospedadores de habito minador y con generaciones superpuestas.

Una forma relativamente precisa de medir el parasitismo a campo en un
momento dado, es a través del muestreo de larvas hospedadoras y la cria y/o posterior
disecacion para obtener parasitoides. No obstante, esta modalidad puede ser imprecisa,
cuando se incluyen en la muestra individuos de todos los estados, si solamente algunos
son susceptibles al parasitismo, o bien cuando no existen referencias concretas sobre la
densidad del hospedador sobre el que actia el parasitoide (Waage & Cherry 1990). A
partir de esta forma de evaluar el parasitismo, y mediante un nimero repetido de
muestras a lo largo del ciclo de desarrollo de la interaccion parasitoide-hospedador, se
pueden medir: 1) el impacto del parasitismo usando métodos graficos como el
trapezoidal (Southwood & Jepson 1962; Carey 1993) que estiman la densidad total de
las larvas susceptibles y de parasitoides producidos en un intervalo seleccionado
(Waage & Cherry 1990), y 2) el porcentaje de parasitismo, que es la proporcion de
hospedadores parasitados respecto del nimero que entran en el estado susceptible (van

Driesche 1983; van Driesche et al. 1991).

Estos métodos constituyen indicadores pobres de la mortalidad generacional
cuando los hospedadores tienen generaciones superpuestas (van Driesche & Taub 1983;

Ruiz-Narvéez & Castro-Webb 2003). Sin embargo, los porcentajes de parasitismo
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medidos a lo largo de la temporada de un cultivo son de utilidad para el manejo de una
plaga, ya que ese lapso podria ser un intervalo adecuado para cuantificar el impacto de

un parasitoide (Waage & Cherry 1990).

Hawkins & Cornell (1994) encontraron que la probabilidad de un control exitoso
aumenta significativamente con la tasa maxima de parasitismo en la region de origen, y
sefialan que es una medida de la capacidad de un parasitoide de disminuir la abundancia
del hospedador por debajo del nivel de dafio econdémico, que se traslada a casos de
control bioldgico clasico, es decir cuando parasitoide y huésped son exoticos.

Parasitoides con tasas maximas de parasitismo menores a 32% no resultaron exitosos.

El parasitoide P. dignus es de presencia espontanea en los cultivos de tomate del
Cinturén Horticola de La Plata, bajo cubierta y a cielo abierto (Polack 2008; Sanchez et
al. 2009, Luna et al. 2006). Sanchez et al. (2009) registraron en esta zona poblaciones
naturales parasitando a 7. absoluta, en forma continua y bajo distintas condiciones de
manejo del cultivo, es decir, tanto en cultivos organicos como en aquellos con alto uso
de plaguicidas. Las tasas de parasitismo variaron entre 17 y 46% en los distintos sitios

muestreados.

La hipotesis de este capitulo es que las poblaciones del parasitoide P. dignus
producen un control natural, relativamente importante, de la plaga 7. absoluta en
tomate, El objetivo fue estimar el impacto de P. dignus sobre poblaciones de T.
absoluta, en condiciones de campo sin uso de plaguicidas, a lo largo de varias

estaciones del cultivo de tomate.

Materiales y Métodos

Los muestreos (Tabla 6.1) de larvas de 7. absoluta se realizaron en un cultivo de
tomate bajo invernaculo, sin uso de plaguicidas, localizado en el Cinturén Horticola de
La Plata (Sitio 3, ver detalles en Capitulo 2 — Materiales y Métodos Generales). Para
estimar la densidad de ambas poblaciones (hospedador y parasitoide) la unidad de
muestreo fue un foliolo con dafio fresco de la polilla, ubicado en el tercio superior de

cada planta (Polack 2008). En cada ocasion de muestreo, se tomaron foliolos de 100
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plantas elegidas al azar. Los mismos se guardaron en bolsas de polietileno y fueron

llevados al laboratorio para ser revisados bajo lupa binocular.

Tabla 6.1. Muestreos de 7. absoluta 'y P. dignus en las tres temporadas de estudio en el
Sitio 3 (orgénico, sin uso de plaguicidas) del Cinturén Horticola de La Plata

Temporada  Cultivo de N°de Meses de  Frecuencia  Variedad Fecha de

tomate muestreos  muestreo de de tomate  transplante
muestreos
2008-2009 primera 20 agosto a Quincenal  Superman 15/08/08
febrero Semanal*
2010-2011 primera 10 octubre a Quincenal Griffith 28/08/10
marzo
2010-2011 segunda 8 marzo a Quincenal Griffith 01/01/11
junio
2011-2012 primera 6 noviembre  Quincenal Elpida 15/08/11
a enero

*Quincenal los primeros tres meses (agosto a diciembre) y semanal hasta el fin de la temporada
del cultivo en pie (febrero).

En todas las temporadas los cultivos fueron plantados en tres hileras dobles de
80 m de largo cada una, conjuntamente con otras especies de hortalizas como pimiento
y acelga, intercalados con flores y vegetacion de crecimiento espontaneo en el mismo
invernaculo. En todos los casos, la tierra fue previamente preparada con cama de pollo
(compost de aves de corral) y los cultivos de invierno precedentes fueron lechuga y
apio. En cada afio, los muestreos terminaron en el momento en que el cultivo de tomate

fue levantado.

Para cuantificar la densidad de ambas poblaciones se conto, bajo lupa, el nimero
de larvas de la polilla dentro de las galerias, en todos los foliolos colectados. Las larvas
de T. absoluta dentro de sus foliolos fueron colocadas en capsulas de Petri y
alimentadas ad libitum con hojas frescas de tomate, hasta la formacion de la pupa del
hospedador o el cocon del parasitoide. Las larvas muertas fueron disecadas para

determinar la presencia del endoparasitoide.
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Se calcul6 el porcentaje de parasitismo promedio por temporada y el porcentaje

de parasitismo promedio para cada fecha de muestreo de la siguiente manera:

% parasitismo promedio= ___ N° larvas parasitadas x 100

N° total de larvas colectadas

A partir del nimero promedio de larvas hospedadoras y el nimero promedio de
larvas parasitadas por P. dignus por foliolo, para cada fecha de muestreo y cada
temporada, se construyeron las respectivas curvas de densidad. Para evaluar el impacto
del parasitismo de P. dignus sobre T. absoluta se utilizé el método trapezoidal (Carey
1993). El promedio del nimero de individuos/foliolo de dos muestreos consecutivos,
dividido por el intervalo de tiempo entre ellos da la superficie de un trapecio, y la suma
de los trapecios correspondientes a todas las fechas de muestreo representa el area bajo
la curva de densidad. El area bajo la curva de densidad del hospedador y del parasitoide
constituye el tamafo poblacional de cada especie, también denominado nimero de
insectos-dia, a lo largo del ciclo del cultivo. El porcentaje del area del parasitoide
respecto del area del hospedador es utilizado como indicador del impacto del

parasitismo sobre la poblacion de la polilla.

Se midi6 la relacion entre el porcentaje de parasitismo (variable dependiente) y
la densidad de larvas del hospedador (variable independiente) para las tres temporadas,
previa transformacion arcoseno de los porcentajes. Un valor de la pendiente no
significativamente distinto de cero indica densoindependencia, mayor que cero

densodependencia directa, y menor que cero densodependencia inversa.

Resultados

Existi6 parasitismo a todo lo largo del ciclo del cultivo en las tres temporadas,
tanto en el tomate de primera como en el de segunda, lo que se traduce en una gran
sincronia temporal entre la aparicion de la plaga en el cultivo y la del parasitoide. Los

porcentajes de parasitismo promedio (+ DS) en el tomate de primera para cada
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temporada fueron: 39,05% (= 14,07) en 2008-2009, 38,37% (£ 12,71) en 2010-2011 y
25,86 (£ 12,84) en 2011-2012. A lo largo de las tres temporadas los porcentajes fueron
aumentando progresivamente a lo largo de la estacion, acompanando el crecimiento de
la polilla (Figura 6.1). En la temporada 2008-2009 se alcanzaron cuatro picos crecientes
en los meses de octubre, diciembre, enero, y marzo, alcanzando un maximo de 64,52%
en enero. En el resto de las temporadas para tomate de primera los porcentajes maximos
registrados fueron de 48,28% en el mes de febrero de 2010 y 38,89% en el mes de enero
de 2012. Los porcentajes de parasitismo mas altos se encontraron en el tomate de
segunda en 2011-2012, con un promedio de 63,12% (& 8,94), variando entre un minimo
de 46,15% en el mes de marzo y alcanzando un maximo de 74,07% hacia junio, cuando

el cultivo ya se encontraba abandonado.

En la temporada 2008-2009 los muestreos comenzaron hacia fines de agosto,
pero recién a mediados de octubre aparecieron ambas poblaciones. La densidad de
larvas de la polilla del tomate presentd un pico temprano, en noviembre de 0,38
larvas/foliolo y alcanzé un méximo hacia fines del ciclo del cultivo de alrededor de 0,5
larvas/foliolo. En la temporada 2010-2011 y 2011-2012 la densidad de 7. absoluta fue
baja en la mayor parte de la temporada y crecid bruscamente hacia finales del ciclo del

cultivo (febrero y enero respectivamente).

En la temporada 2010-2011, un cultivo de tomate de segunda fue plantado en el
mismo invernaculo donde se encontraba el cultivo de primera abandonado. El cultivo de
segunda recién plantado, se infecté inmediatamente con la polilla de tomate proveniente
del cultivo de primera aledano, alcanzando densidades de 1,49 larvas/foliolo en el mes
de marzo. Junto con ella se registrd la presencia del parasitoide P. dignus, con
densidades de 0,86 individuos/foliolo para la misma fecha, alcanzando un méaximo de

0,98 individuos/foliolo hacia finales del ciclo del cultivo (mayo).

Los valores de impacto de parasitismo hallados fueron: 38,97% en 2008-2009
(tomate de primera), 49,01% y 63,81% en 2010-2011(tomate de primera y segunda,
respectivamente), y 33,22% en 2011-2012 (tomate de primera) (Figura 6.1). Estos
resultados indican una elevada mortalidad causada por la poblacién del parasitoide

sobre la de su hospedador.
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Figura.6.1. Curvas de porcentaje de parasitismo y areas bajo las curvas de densidad de
larvas de T. absoluta (nimero de larvas/foliolo) y de larvas parasitadas por P. dignus,
en cultivos de tomate orgdnico bajo invernaculo del Cinturén Horticola de La Plata,
durante las tres temporadas de muestreo.
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Los datos de las tres temporadas analizados en conjunto indicaron una relacién

densodependiente directa entre el porcentaje de parasitismo causado por P. dignus y la

densidad de larvas de 7. absoluta (pendiente de la regresion b (= ES): 0,60 + 0,15;

P<0,0001) (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Regresion lineal entre el porcentaje de parasitismo de P. dignus y la
densidad de larvas/foliolo de 7. absoluta para tres temporadas de estudio en condiciones
de campo (y= 16,20 + 0,60x; R’*= 0,36). Los datos graficados son los originales, sin

transformar.

Discusion

La hipétesis planteada en este estudio acerca de que las poblaciones naturales

del parasitoide P. dignus producen un control natural relativamente importante de la

principal plaga del cultivo de tomate en la zona del Cinturén Horticola de La Plata, T.

absoluta, se vio confirmada con los resultados obtenidos. Este parasitoide mostro la

capacidad de atacar hospedadores tanto a bajas como a altas densidades de 7. absoluta,
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por lo tanto brinda un relevante servicio ecosistémico, al limitar el tamafio de las

poblaciones de la plaga.

Resulta dificil medir el impacto del parasitismo de P. dignus por generacion, ya
que las poblaciones de la polilla pueden tener entre 4 y 6 generaciones superpuestas
(Riquelme 1993; Lietti et al. 2005). Sin embargo, el método trapezoidal utilizado,
resulta ser un procedimiento muy simple, y a pesar de ser cuestionado por algunos
autores (Bellows ef al. 1989; Groden et al. 1990), tiene la bondad de cuantificar el
impacto del parasitismo y estimar la mortalidad producida por un parasitoide en un

intervalo de tiempo particular (Waage & Cherry 1990).

El impacto de parasitismo causado en las temporadas estudiadas se tradujo en
una mortalidad total de la poblacion de su hospedador que vario entre un 33% y un 49%
en tomate de primera y un 64% en tomate de segunda. Estos valores se encuentran por
encima del umbral indicado por Hawkins & Cornell (1994), quienes sefialan que no hay
control exitoso cuando un hospedador sufre menos del 32% de parasitismo si es nativo,
como este caso; o un umbral de entre 33 y 36% de parasitismo cuando el hospedador es
exotico, es decir en situaciones de control biologico clasico. Estas cifras deberian ser
tenidas en cuenta en Europa y Africa a la hora de implementar un control biologico de
la polilla del tomate por medio de P. dignus.

Las diferencias encontradas en los porcentajes e impacto de parasitismo entre
afios pudieron deberse a distintas causas, entre ellas, las diferentes condiciones
climaticas o al uso de distintas variedades del cultivo por parte del productor. El mayor
impacto de parasitismo registrado en la temporada 2010-2011 en el tomate de segunda
se atribuye a la existencia de un cultivo previo en el mismo lote, lo cual permitié que la
poblacion de la plaga y el parasitoide experimentaran un importante crecimiento

numérico.

Los resultados del presente estudio difieren de lo hallado por Sanchez et al.
(2009) en el campo usando la misma unidad de muestreo. Estos autores registraron una
mortalidad densodependiente inversa cuando analizaron un conjunto de sitios
muestreados. Sin embargo, si se tiene en cuenta que las densidades del hospedador con
que trabajaron fueron sustancialmente mas elevadas que las de esta investigacion, se
podria interpretar que este parasitoide actuaria de manera densodependiente directa a
bajas densidades del hospedador y densodependiente inversa a mas altas densidades.
Este patron de comportamiento de oviposicion seria coincidente con una respuesta
funcional tipo III (Holling 1959), la cual a bajas densidades del hospedador tiene una
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fase de aceleracion con el aumento de la densidad de éste, hasta que el tiempo de
manipulaciéon comienza a limitar el consumo. A altas densidades de la polilla, el
parasitoide se veria limitado en su tasa de oviposicidon debido al tiempo de manipuleo,
ya que la manipulacion total de hospedadores ocupa una proporcién creciente del

tiempo disponible (Holling 1959), lo cual resulta en una densodependencia inversa.

Valores elevados de parasitismo (46%) de P. dignus sobre T. absoluta, en la
misma zona y sin uso de plaguicidas, también fueron reportados por Sanchez et al.
(2009), mientras que en cultivos de tomate con manejo convencional y aplicaciones
frecuentes de plaguicidas hallaron valores entre un 17% y 26%. Coincidentemente,
Polack (2008) encontrd que el porcentaje de parasitismo de P. dignus sobre T. absoluta
en un tomate bajo invernaculo sin plaguicidas, aumentd de un 25% a un 90% entre

mediados de marzo y fines de abril, en el NE de la provincia de Buenos Aires.

Las particulares caracteristicas del predio organico donde se realizd esta
investigacion pueden haber influenciado la presencia y abundancia de las poblaciones
del parasitoide P. dignus. En particular, la alta diversidad vegetal dentro del invernaculo
y la presencia de plantas con flores que constituyen una fuente de polen y néctar para las

hembras de P. dignus (Polack 2008).

En conclusion, P. dignus muestra efectividad para limitar las poblaciones de T.
absoluta en cultivos de tomate bajo invernaculo. La presencia de sus poblaciones
naturales deberia ser propiciada a través de la disminucién y/o eliminacioén del uso de
plaguicidas no selectivos y de la busqueda de otras alternativas de manejo que
favorezcan su persistencia. Si el servicio ecoldgico que presta este parasitoide por si
solo no fuera suficiente para mantener a las poblaciones de la plaga por debajo de los
niveles de dafio econdmico, se podria complementar con un control bioldgico mediante

liberaciones aumentativas de este parasitoide.

101



Capitulo 7

Consideraciones finales

En el Cinturon Horticola de La Plata y del gran Buenos Aires (provincia de
Buenos Aires), el cultivo de tomate es una actividad productiva relevante, tanto en
invernaculo como al aire libre, que alcanza una producciéon de 70.000 t anuales. La
“polilla del tomate” Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera, Gelechiidae), es una plaga
fundamental de este cultivo en la Argentina y en varios paises de América del Sur. Si
bien es de origen Neotropical, debido a su elevado potencial bidtico, recientemente ha
invadido varios paises de Europa, del norte de Africa y del oeste de Asia. Esto
constituye una grave amenaza para los paises de la cuenca mediterranea, quienes
producen tomate en forma intensiva en invernaculo. El dafo lo provoca al comer el
mesofilo de las hojas haciendo minas que restan capacidad fotosintética al cultivo, y al
penetrar directamente en los frutos deja marcas indeseables que disminuyen su valor

comercial.

En la Argentina, el control de 7. absoluta se basa casi exclusivamente en el uso
de plaguicidas de sintesis, los cuales, la mayor parte de las veces tienen poca
efectividad. Por estas razones, la presente investigacion se propuso explorar otros
enfoques para el manejo de 7. absoluta basados en principios ecoldgicos, como es el

control bioldgico de la plaga.

Entre los enemigos naturales que atacan a 7. absoluta en la provincia de Buenos
Aires, el endoparasitoide larval Pseudapanteles dignus (Muesebeck) (Hymenoptera,
Braconidae) es el dominante. Es un endoparasitoide solitario, nativo, y sus
hospedadores son larvas de lepidopteros Gelechiidae minadores de hojas y tallos. De
acuerdo a estudios previos, este parasitoide tendria potencialidad para el control de esta
plaga. Sin embargo, el conocimiento existente sobre la interaccion entre este parasitoide
con T. absoluta no era suficiente para concluir si el mismo constituia un buen agente de

control bioldgico.
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Los paises recientemente invadidos por 7. absoluta, principalmente los
europeos, exploran la posibilidad de importar enemigos naturales de la polilla desde sus
lugares de origen. En los paises neotropicales, por otra parte, es necesario propiciar el
control bioldgico por conservacion, a través del mantenimiento de hébitat adecuados
para los enemigos naturales, y también las crias masivas para el control bioldgico por
liberaciones aumentativas, en aquellos sitios donde el control natural no resultara
suficiente. Por estas razones, P. dignus es un candidato importante para ser tenido en
cuenta en el control bioldgico por importacion en esos paises, y en la implementacion
de crias masivas y liberaciones aumentativas posteriores, tanto en el viejo como en el

nuevo continente.

Esta investigacion se plante6 como  objetivo general estudiar aspectos
fundamentales de las estrategias de su historia de vida y de su demografia, a campo y en
laboratorio, con el fin de aportar bases mas so6lidas para evaluar su viabilidad en el

control bioldgico.

Poder desarrollar con éxito programas de control biologico de T. absoluta por
medio de P. dignus, tiene una serie de ventajas para los productores y consumidores de
este cultivo. Entre ellos pueden mencionarse: 1) reduccion en el uso de plaguicidas
toxicos, 2) carencia de residuos de plaguicidas en un producto que se consume fresco, 3)
la liberacion de enemigos naturales requiere una forma de aplicacion menos agresiva
que la de productos quimicos en invernaderos célidos y hiumedos, 4) bajo riesgo de

contaminacion del suelo, el agua y el medio ambiente.

Esta investigacion se llevd a cabo mediante estudios en el laboratorio y en
cultivos de tomate, con distinto tipo de manejo, en varios sitios del Cinturén Horticola
de La Plata. Sus resultados han permitido conocer aspectos relevantes de la biologia y

demografia de este parasitoide.

Pseudapanteles dignus puede parasitar todos los estadios larvales de 7. absoluta,
y tiene la habilidad de ajustar su tiempo de desarrollo al del hospedador. El estadio
larval del hospedador en el cual se desarrolld el parasitoide afectd el tiempo de
desarrollo y el numero de cocones producidos por la hembra. Cuando se desarroll6
sobre L;-L, del hospedador la hembra tuvo menor longevidad y una proporcion de sexos
a favor de las hembras. La mayor mortalidad ocurre en las primeras etapas del

desarrollo (L;) cuando tiene que enfrentar la reaccion de encapsulamiento por parte del
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hospedador. La hembra no posee periodo de preoviposicion y generalmente ovipone el

50% de sus huevos antes de completar la primera semana de vida como adulto.

Este estudio es el primero en determinar los pardmetros demograficos del
parasitoide P. dignus sobre el hospedador 7. absoluta a partir de tablas de vida de
laboratorio en las cuales se calculd la supervivencia de los estados preimaginales,

aspecto muy dificil de determinar en especies de endoparasitoides koinobiontes.

Sus parametros demograficos indican una elevada capacidad potencial de
crecimiento poblacional. Exhibié una 7, levemente mayor al hallado para su

hospedador, caracteristica que es considerada valiosa para un parasitoide.

En cuanto a su estrategia reproductiva, este trabajo demostré que P. dignus es
una especie sinovigénica moderada y que ademads, privar a las hembras de hospedadores
durante los primeros dias, les permitird alcanzar la maxima carga de huevos al momento

de la liberacion, optimizando el control biologico.

Otra caracteristica importante es que las hembras del parasitoide evitaron el
superparasitismo tanto en el laboratorio como en el campo. Teniendo en cuenta que éste
es un parasitoide solitario, esto podria representar una elevada eficiencia en la
produccion de su futura descendencia. El encapsulamiento del parasitoide por parte de
la larva hospedadora represent6 un factor de mortalidad en la poblacion del parasitoide.
No obstante, la proporcion de larvas monoparasitadas encapsuladas en el laboratorio fue
mas del doble de las encapsuladas en el campo. Este es un aspecto que deberia ser
estudiado en mayor profundidad a fin de poder hacer mas eficiente la cria masiva en

laboratorio.

En el caso particular de P. dignus el superparasitismo parece ser un fenomeno
poco frecuente en condiciones de campo, y posible de disminuir en el laboratorio
mediante condiciones apropiadas de cria. Esto permitiria reducir la frecuencia de

encapsulamiento y por consiguiente aumentar la supervivencia de los descendientes.

La potencialidad de este parasitoide como candidato para el control bioldgico
por liberacion aumentativa, o simplemente como un enemigo natural de presencia
espontanea, se evalud en condiciones naturales en cultivos bajo invernaculo. El mismo
mostrd una elevada capacidad de atacar hospedadores tanto a bajas como a altas

densidades de T. absoluta, causando un impacto de parasitismo que se tradujo en una
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mortalidad total de la poblacion de su huésped que vari6 entre un 33% y un 49% en

tomate de primera y un 64% en tomate de segunda.

En conclusion, P. dignus presta un importante servicio ecosistémico al limitar el
tamaio de las poblaciones de la plaga en cultivos de tomate bajo invernaculo de manera
considerable. La presencia de sus poblaciones naturales deberia ser propiciada a través
de la disminucién y/o eliminacion del uso de plaguicidas no selectivos y de la busqueda

de diversas practicas de manejo del hébitat que favorezcan su persistencia.

Si el servicio ecoldgico que presta este parasitoide por si sdlo, no fuera
suficiente para mantener a las poblaciones de la plaga por debajo de los niveles de dafio
econdmico, se podria complementar con un control bioldgico mediante liberaciones
aumentativas. En este sentido, los resultados de este trabajo permitiran optimizar la cria
masiva y las liberaciones del parasitoide, para ser usado como agente de control

bioldgico en programas de Manejo Integrado de Plagas (MIP) en los cultivos de tomate.
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