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RESUMEN

El cultivo de soja ha experimentado una gran expansion en varios paises, en los
ultimos 10 afos. Los hemipteros fitofagos de la familia Pentatomidae, conocidos como
“chinches”, causan un importante dafio sobre las semillas al alimentarse. En la Argentina,
las especies mas importantes son Piezodorus guildinii, Nezara viridula, Edessa
meditabunda y Dichelops furcatus. Tanto en soja como en alfalfa P. guildinii es la mas
abundante en la actualidad, y la que més afecta a la calidad y la viabilidad de la semilla.

Los himenopteros parasitoides de la familia Scelionidae son los principales
enemigos naturales de estas “chinches”, y han sido utilizados como agentes de control
biolégico en varios paises. Son endoparasitoides, o6fagos, solitarios e idiobiontes y sus
estados preimaginales se desarrollan dentro del huevo del hospedador, emergiendo el adulto
de vida libre que se alimenta de néctar. Las hembras arrenotéquicas producen machos
haploides o hembras diploides, y la relacién de sexos en la progenie esta sesgada hacia las
hembras. Telenomus podisi, Trissolcus urichi y Trissolcus basalis atacan posturas de P.
guildinii y también de N. viridula. En los cultivos de soja del area de estudio ambas
“chinches” coexisten, y los antecedentes indican a P. guildinii como el principal
hospedador de T. podisi y de T. urichi, y a N. viridula como hospedador de T. basalis.

El impacto del parasitoidismo depende de la eficiencia en la deteccidon de posturas
del hospedador, asi como de la eficiencia del parasitoidismo. El tamafio de la postura en
particular puede influir en esta Gltima, ya que si la respuesta del parasitoide es
densodependiente directa, el impacto del parasitoidismo aumentard con el aumento de
tamafo de la postura.

El desempefio de los parasitoides estd influenciado por la calidad de la oferta de
hospedadores, asi como por estados particulares de la historia de vida del parasitoide, como
ser la edad de la hembra al parasitar. A su vez, las caracteristicas de las plantas pueden
influir en el desempefio de los parasitoides, en el marco de las interacciones tritroficas. La
capacidad de busqueda y de seleccion de las hembras, asi como el éxito reproductivo y la
supervivencia, determinaran el rango de hospedadores del parasitoide. Otro factor que

influye sobre la supervivencia preimaginal y la proporcion de sexos es el
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multiparasitoidismo, que implica competencia interespecifica entre las hembras o en la
descendencia. El orden en el cual ocurren las oviposiciones de las distintas especies, y el
lapso entre ellas podrian determinar el resultado de la interaccion. EI multiparasitoidismo
puede ser ventajoso si los hospedadores son escasos Yy la carga de huevos del parasitoide es
alta.

Desde el punto de vista aplicado, el uso exitoso de los parasitoides como agentes de
control biolégico aumentativo depende de la cantidad y de la calidad de los organismos
liberados, lo que requiere una cria masiva adecuada. Una técnica para el sostenimiento de
grandes colonias es el almacenamiento en frio del hospedador. En el caso de los
escelionidos se han documentado resultados diversos en relacion a esta técnica.

El objetivo general de este trabajo es conocer la interaccion entre P. guildinii y sus
principales parasitoides o6fagos. Los objetivos particulares son: 1) conocer el impacto del
parasitoidismo sobre P. guildinii y las otras especies de hemipteros pentatomidos presentes
en los cultivos de soja del noroeste de la provincia de Buenos Aires, 2) conocer el
desempefio de los parasitoides sobre P. guildinii y otros pentatomidos, y el efecto de la
edad de las hembras sobre el parasitoidismo, la emergencia y la proporcion de sexos, 3)
evaluar el multiparasitoidismo y su efecto sobre las especies que coexisten parasitando
huevos de P. guildinii, 4) conocer el efecto de la conservacion en frio de los huevos de P.
guildinii sobre el parasitoidismo, como herramienta para la cria masiva de los parasitoides.

Se realizaron muestreos semanales desde 2006-2007 hasta 2010-2011, en soja,
alfalfa y trébol rojo. Se colectaron todas las posturas de pentatomidos encontradas y se
estimdé la importancia relativa de P. guildinii como hospedador. El impacto del
parasitoidismo, en su conjunto y por especie, se analiz6 mediante: 1) la eficiencia en la
deteccion de posturas, 2) la eficiencia en el parasitoidismo, y 3) el impacto de los
parasitoides. Estos indicadores fueron comparados, en las distintas temporadas y para cada
cultivo. También se evaluo el efecto de ambos factores sobre la proporcion de huevos
parasitados/postura. Se relaciono la proporcion de parasitoidismo/postura de P. guildinii y
el tamafio de la misma.

Para evaluar el desempefio de T. podisi, T. urichi y T. basalis sobre huevos de los
pentatdbmidos mas abundantes, P. guildinii y N. viridula, posturas de 24h de desarrollo

fueron ofrecidas a hembras de cada parasitoide con 24 a 48h como adulto, copuladas y sin
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experiencia de parasitoidismo previa, durante 72h. Ademas, posturas de P. guildinii de 24h
fueron ofrecidas individualmente a hembras de T. podisi de distintas edades. Hembras
copuladas fueron reservadas hasta la edad requerida para los experimentos. EI mismo
procedimiento fue realizado con hembras de T. urichi y de T. basalis. Las proporciones de
parasitoidismo, de emergencia y de hembras en la progenie fueron comparadas entre cada
combinacidn parasitoide-hospedador, asi como entre edades de las hembras.

Para evaluar el efecto del multiparasitoidismo, una postura de P. guildinii fue
expuesta a una hembra de T. podisi de 24h, copulada y sin experiencia de oviposicion
previa hasta que parasitara aproximadamente la mitad de la postura, y una hora después se
introdujo una hembra de T. urichi, dejandola hasta que parasitara un nimero similar de
huevos. EI mismo procedimiento fue realizado utilizando primero T. urichi y luego T.
podisi. Se evalud la seleccidn realizada por T. podisi y T. urichi entre huevos no parasitados
y huevos previamente parasitados por la otra especie, mediante el indice de forrajeo w;.
Ademaés se compard la emergencia de cada especie a partir de los huevos multiparasitados.
También se comparé con la emergencia de cada especie cuando parasita huevos sin
parasitar por la otra. Para evaluar si la emergencia depende del lapso entre oviposiciones, se
subdividié dicho tiempo en 4 intervalos.

El efecto de la conservacion de posturas de P. guildinii en frio sobre el desempefio
de T. podisi, se estim6 ofreciendo a las hembras huevos conservados a -18°C por un lapso
de tres meses. La proporcién de parasitoidismo fue comparada con los resultados obtenidos
cuando las hembras parasitaron huevos de 24h.

En los cultivos estudiados se registraron posturas de P. guildinii, N. viridula, E.
meditabunda y D. furcatus, siendo la primera la especie mas abundante. T. podisi fue el
parasitoide de huevos de P. guildinii predominante, seguida por T. urichi y por T. basalis.
T. urichi estuvo presente principalmente en alfalfa y solo en la temporada 2010-2011 en la
cual la abundancia de P. guildinii fue mayor. La sequia durante las temporadas 2007-2008
y 2008-2009 podria haber sido la causa del bajo parasitoidismo registrado en ellas. No
emergieron parasitoides a partir de las posturas colectadas en trébol rojo, y el
parasitoidismo global fue semejante en soja y en alfalfa en todas las temporadas.

El parasitoidismo y la emergencia de adultos a partir de las combinaciones T.

podisi-P. guildinii, T. urichi-P. guildinii y T. basalis-N. viridula fueron altos, y la
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proporcion de sexos en la progenie estuvo altamente sesgada hacia las hembras. Avispas
jévenes de T. basalis no parasitaron posturas de P. guildinii, y si bien las de mayor edad y
cargadas de huevos aceptaron a este hospedador, el parasitoidismo fue muy bajo. Por otra
parte, se registrO un bajo parasitoidismo de T. podisi y T. urichi sobre posturas de N.
viridula, y las avispas formadas no lograron emerger. Estas especies podrian ejercer un
impacto negativo sobre la poblacion de N. viridula provocando la mortalidad de sus
huevos, pero su respuesta numérica a partir de este hospedador seria nula o0 muy baja.

La proporcion de parasitoidismo y de emergencia de la progenie de T. podisi y de T.
urichi sobre posturas de P. guildinii no fue afectada por la edad del parasitoide, sin
embargo la proporcién de hembras en la progenie de las hembras mas viejas fue menor.

Telenomus podisi y T. urichi en condiciones éptimas y en ausencia de hospedadores
no parasitados, no evitaron el multiparasitoidismo. Esto podria deberse a que no distinguen
las marcas dejadas por avispas de la otra especie, 0 a que en las condiciones mencionadas el
multiparasitoidismo no represente una desventaja. A partir de los huevos multiparasitados,
la emergencia de T. urichi fue significativamente mayor, independientemente del orden en
que parasitd y del lapso entre oviposiciones.

Si bien T. podisi y T. urichi tienen un buen desempefio sobre P. guildinii, en el
campo el parasitoide dominante fue T. podisi, aunque los resultados de laboratorio indican
que T. urichi posee mayor habilidad competitiva. Una baja eficiencia en la deteccion de
posturas o la preferencia por otros hospedadores, podrian conducir a una baja tasa de
encuentros entre T. urichi y P. guildinii. T. podisi en cambio, aunque posee una menor
habilidad competitiva, tendria mayor capacidad para detectar posturas de esta “chinche”.
Ademas, los resultados de campo sugieren que con P. guildinii, E. meditabunda y D.
furcatus como recursos en el cultivo, T. podisi parasitaria mayormente a P. guildinii
mientras que T. urichi utilizaria a los otros hospedadores, que si bien fueron poco
frecuentes en soja podrian haber estado presentes en la vegetacion natural aledafia.

Por ultimo, la proporcion de parasitoidismo de T. podisi a partir de huevos de P.
guildinii conservados a -18°C durante 3 meses fue menor (40%) que la registrada a partir
de huevos de 24h (83,26%), sin embargo resultaria util ante las dificultades que presenta la

cria de estas especies.



Este estudio aporta informacion acerca del impacto del parasitoidismo a campo
sobre huevos de P. guildinii y el desempefio de sus principales parasitoides, T. podisi y T.
urichi, relevante para el manejo de esta plaga del cultivo de soja.



ABSTRACT

The soybean crop has undergone a major expansion in several countries over the
past 10 years. Phytophagous hemipterans of the family Pentatomidae, known as bugs, cause
significant damage on seeds due to their feeding habits. In Argentina, the most important
species are Piezodorus guildinii, Nezara viridula, Edessa meditabunda and Dichelops
furcatus. Both on soybean fields as on alfalfa fields, P. guildinii is the most abundant at
present, and the most damaging to seed quality and viability.

The parasitoid wasps of the family Scelionidae are the main natural enemies of
these bugs, and have been used as biological control agents in several countries. These
wasps are endoparasitoids, oophagous, solitary and idiobiontes, and their preimaginales
states develop inside the host's egg, emerging free-living adults that feed on nectar. Females
are arrhenotokous and produce haploid males or diploid females, and the sex ratio of the
offspring is biased towards females. Telenomus podisi, Trissolcus basalis and Trissolcus
urichi attack P. guildinii and N. viridula eggs. Both bugs coexist on soybean crops in the
study area, and evidence suggests that P. guildinii is the main host for T. podisi and T.
urichi, and N. viridula is the one for T. basalis.

Parasitism impact depends on parasitoid's discovery efficiency, as well as on its
parasitism efficiency. The size of a particular egg mass can influence the latter, since if the
response of the parasitoid is directly densodependent, then the impact of parasitism will
increase with increasing egg mass size.

Parasitoids performance is influenced by the quality of the host supply, as well as by
particular states of the parasitoid's life history, such as the age of the parasitizing female. In
turn, plants characteristics can influence the performance of parasitoids in the context of tri-
trophic interactions. The searching and selection ability of females, as well as their
reproductive success and survival will determine the parasitoid's host range. Another factor
influencing the preimaginal survival and progeny's sex ratio is multiparasitism, which
involves interspecific competition among adult females or their offspring. The ovipositions
sequence of the different species, and the time elapsed between them could determine the
outcome of the interaction. The multiparasitism may be advantageous if unparasitized hosts

are scarce and the parasitoid egg load is high.



From an applied point of view, the successful use of parasitoids as augmentative
biological control agents depends on the quantity and quality of the released organisms,
which requires an adequate mass rearing. A technique for the maintenance of large colonies
is the cold storage of the host. Diverse results have been documented regarding this
technique for the case of scelionids' mass rearing.

The general objective of this Thesis was to study the interaction between P.
guildinii and their major egg parasitoids. The specific objectives are: 1) to understand
parasitism impact on P. guildinii and other pentatomid species present on soybean crops of
northwestern Buenos Aires province, 2) to determine the performance of parasitoids on P.
guildinii and other pentatomids, and the effect of age of the females wasp on parasitism,
emergence and sex ratio, 3) to evaluate multiparasitism and its effect on coexisting egg
parasitoid species of P. guildinii, 4) to determine the effect of P. guildinii eggs' cold storage
on parasitism, as a tool for mass rearing of parasitoids.

Weekly samples were performed from 2006-2007 to 2010-2011 seasons on
soybeans, alfalfa and red clover. All the pentatomid egg masses found were collected, and
the relative importance of P. guildinii as host was estimated. Global and by species
parasitism impact were analyzed by means of: 1) discovery efficiency, 2) parasitism
efficiency, and 3) parasitoids impact. These indexes were compared in the different seasons
and for each crop. The effect of both factors on the proportion of parasitized eggs/egg
masse was also evaluated. The relation between the proportion of parasitized P. guildinii
eggs/egg mass was analyzed as a function of its size.

To evaluate the performance of T. podisi, T. urichi and T. basalis on eggs of the
most abundant pentatomids, P. guildinii and N. viridula, fresh egg masses were offered
individually to young mated and inexperienced females of each parasitoid species during
72h. In addition, fresh P. guildinii egg masses were offered individually to females of T.
podisi of different ages. Mated females were reserved until they reached the appropriate age
for the treatement. The same procedure was performed with females of T. urichi and T.
basalis. The proportions of parasitism, emergence and females in the progeny were
compared between each parasitoid-host combination, as well as between the ages of the

females.



To evaluate multiparasitism's effect, a P. guildinii egg mass was exposed to a
young, mated and inexperienced T. podisi female, until about half of the eggs were
parasitized, and an hour later a T. urichi female was introduced leaving it until a similar
number of eggs were parasitized. The same procedure was performed exposing first T.
urichi and then T. podisi. | evaluated the selection made by T. podisi and T. urichi between
no parasitized eggs and eggs previously parasitized by the other species, using the foraging
ratio w;. The emergence of each species from multiparasitized eggs was compared. | also
compared this emergence with emergence of each species when it parasitizes unparasitized
eggs. To assess whether the emergence depends on the time between ovipositions, this
period was subdivided into 4 time intervals.

The effect of cold storage of P. guildinii eggs on the performance of T. podisi was
estimated exposing eggs preserved at -18 ° C for three months. The percentage of
parasitism was compared with results obtained when the parasitoid parasitized fresh eggs.

In the field study egg masses of P. guildinii, N. viridula, E. meditabunda and D.
furcatus were recorded, being the first one the most abundant species. T. podisi was the
predominant egg parasitoid of P. guildinii, followed by T. urichi and T. basalis. T. urichi
was present mainly in alfalfa and only during the 2010-2011 season, in which the
abundance of P. guildinii was higher. Drought during 2007-2008 and 2008-2009 seasons
could have been the cause of low parasitism reported herein. No parasitoids emerged from
the egg masses collected from red clover, and the parasitism rate was similar in soybean
and alfalfa in all seasons.

Parasitism and adult emergence from T. podisi-P. guildinii, T. urichi-P. guildinii
and T. basalis-N. viridula combinations were high, and the sex ratio of the progeny was
highly skewed toward females. Young T. basalis wasps didn't parasitize P. guildinii eggs,
and even though the older ones with an important egg load, accepted this host, anyway
parasitism was very low. On the other hand, a low parasitism of T. podisi and T. urichi was
registered on N. viridula eggs, and completely formed wasps failed to emerge. These
species could have a negative impact on N. viridula population causing the mortality of
their eggs, but the numerical response of this parasitoids from this host would be zero or

very low.



The proportion of parasitism and progeny emergence of T. podisi and T. urichi on P.
guildinii eggs was not affected by the age of the parasitoid, however, the proportion of
females in the progeny of older females was lower.

Telenomus podisi and T. urichi at optimum conditions and in the absence of
unparasitized hosts, did not avoid multiparasitism. This could have happened because they
do not distinguish marks left by wasps of the other species, or because multiparasitism does
not represent a disadvantage at the mentioned conditions. The emergence of T. urichi
progeny from multiparasitized eggs was significantly higher than the emergence of T.
podisi, independently of the order in which she parasitized and of the interval between the
two ovipositions.

Even though both T. podisi and T. urichi performed well on P. guildinii, in the field
T. podisi was the dominant parasitoid while laboratory results indicate that T. urichi has a
superior competitive ability. A low discovery efficiency of egg masses or a preference for
other hosts, could lead to a low rate of encounters between T. urichi and P. guildinii. T.
podisi however, even though has a lower competitive ability, it would have greater ability
to detect the egg masses of this bug. Furthermore, the results suggest that with P. guildinii,
E. meditabunda and D. furcatus present as resources in the field, T. podisi would mostly
parasitize P. guildinii egg masses while T. urichi would profit the other hosts, which were
rare in surveyed soybean fields but may have been present in the surrounding natural
vegetation.

Finally, the proportion of parasitism of T. podisi from P. guildinii eggs stored at
-18° C for 3 months was lower (40%) than that recorded from fresh eggs (83.26%),
however these technique would be useful to the difficulties faced during the rearing of these
species.

This study provides relevant information about the impact of field parasitism on P.
guildinii eggs and about the performance of its main parasitoids, T. podisi and T. urichi,
useful to the management of this pest of soybean crops.



INTRODUCCION GENERAL

Marco teorico, hipdtesis y predicciones

Los parasitoides son insectos cuyas larvas se desarrollan a expensas de otros
artrépodos, matando al hospedador al alimentarse de él. Son organismos adaptados a
utilizar ambientes pequefios y discontinuos y representan la especializacion extrema en la
explotacion de un recurso, exhibiendo una gran diversidad de formas de vida. El habitat
donde residen los parasitoides son hospedadores, es decir seres vivos capaces de montar un
sistema defensivo y reproducirse. Ademas la poblacion de hospedadores constituye un
conjunto de habitats replicados en el espacio y en el tiempo (Godfray, 1994).

Con respecto a los parasitoides de fitdéfagos, para que el parasitoidismo se lleve a
cabo deben realizar las siguientes etapas: 1) contactar el habitat apropiado, es decir aquel en
el cual se encuentran los hospedadores, 2) contactar el sustrato adecuado (aquellas plantas
gue probablemente estén relacionadas con el hospedador), 3) moverse en el sustrato hasta
encontrar el hospedador, 4) estimar si el hospedador es el adecuado, y 5) parasitarlo
(Vinson, 1976).

Estas acciones son el resultado de interacciones a distinto nivel tréfico. Las dos
primeras estan determinadas por la interaccion entre el parasitoide y su hospedador, asi
como entre el parasitoide y la planta sobre la cual aquel se alimenta, mientras que estimar si
el hospedador es adecuado y parasitarlo dependen de las interacciones parasitoide-
hospedador y parasitoide-parasitoide, esta Ultima en el caso en que dos o varias especies
compartan el mismo hospedador.

Varias especies de parasitoides o6fagos, tales como Trissolcus basalis (Wollaston)
(Hymenoptera: Scelionidae), han sido utilizados en programas de control biologico de
Nezara viridula (L.) y Piezodorus guildinii (Westwood) (Hemiptera: Pentatomidae)
(Colazza & Bin, 1995; Corréa-Ferreira & Moscardi, 1995). A fin de estimar el impacto del
parasitoidismo en el campo, Bin & Vinson (1990) definieron tres indicadores: 1) la
eficiencia en la deteccidn de posturas, cociente entre el nimero de posturas parasitadas y el

numero total de posturas colectadas en el campo; 2) la eficiencia en el parasitoidismo,
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cociente entre el numero de huevos parasitados y el nimero de huevos de las posturas
colectadas que estaban atacadas por el parasitoide, y 3) el impacto de los parasitoides,
cociente entre el numero total de huevos parasitados y el niamero total de huevos colectados
en el campo. Para evaluar e interpretar adecuadamente estos indicadores es necesario
conocer el desempefio especifico sobre el hospedador, o sea el éxito reproductivo y la
supervivencia. Ambas caracteristicas de los parasitoides dependen de la decisién que hace
la avispa madre respecto de la seleccion del hospedador (Godfray, 1994; Vinson, 1998), en
funcién de factores exdgenos y endogenos. Entre los primeros se encuentran la cantidad y
calidad de oferta de hospedadores (Hochberg & Ives, 2000; McNamara & Houston, 1992),
representadas fundamentalmente por la densidad, la disposicion espacial a escala de cultivo
y de planta, y el estado de desarrollo o de embriogénesis del hospedador, y si se trata de un
huevo sano (no parasitado) o previamente parasitado. La calidad de los hospedadores, en
términos especificos nutricionales, afecta la eleccidn de las hembras y es determinante del
desempefio potencial de los parasitoides.

En relacion con la densidad y la disposicion espacial del hospedador a diferentes
escalas, las mismas pueden determinar una respuesta de agregacion de los parasitoides. Los
parasitoides que responden de manera densodependiente aumentan su impacto de
parasitoidismo al concentrar su busqueda en areas de mayor densidad (Godfray et al., 2000;
Hassell, 2000; Hassell & May, 1974). Sin embargo, en relacién a los patrones de
mortalidad causados por parasitoides, se observa que estos son generalmente
densoindependientes (Hassell & May, 1974; Lessells, 1985; Stiling, 1987; Walde &
Murdoch, 1988). Esto podria deberse a falta de respuesta de agregacion por parte de los
parasitoides (Loch & Zalucki, 1998), interferencia entre ellos (Sutherland, 1983; Visser et
al., 1999), multiparasitoidismo (Lessells, 1985), hiperparasitoidismo (Loch & Zalucki,
1998) y otros enemigos naturales (Strong, 1989), baja capacidad de busqueda de los
parasitoides (Loch & Zalucki, 1998). En particular para el caso de los escelionidos varios
autores han registrado interferencia entre las avispas (Corréa-Ferreira, 1993; Field &
Calbert, 1999; Sujii et al., 2002), asi como saturacion en el proceso de parasitoidismo
(Colazza & Bin, 1995; Laumanm et al., 2008).

Por su parte, los factores enddgenos que influyen en la oviposicién de las hembras

de los parasitoides son principalmente los estados particulares de su historia de vida, tales
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como la edad, el estado nutricional y la experiencia previa de oviposicion (Lucchetta et al.,
2007; McNamara & Houston, 1990; McNamara & Houston, 1992).

Telenomus podisi (Ashmead), Trissolcus urichi (Crawford) y T. basalis
(Hymenoptera: Scelionidae) son parasitoides polifagos de huevos de “chinches”, y las tres
especies han sido citadas como parasitoides de P. guildinii y de N. viridula (Field et al.,
1998; Johnson, 1985a; Johnson, 1985b; Johnson, 1987; Masner, 1976; Masner, 1980; Silva
dos Santos, 2008). En los cultivos de soja de la provincia de Buenos Aires y otras regiones
del pais, ambas “chinches” son las méas abundantes (Liljesthrom & Coviella, 1999),
constituyendo recursos disponibles para las tres especies de parasitoides mencionadas. Sujii
et al. (2002) mencionan que el éxito reproductivo de T. podisi y de T. urichi sobre P.
guildinii fue significativamente mayor que sobre huevos de N. viridula. Por otra parte,
numerosos antecedentes indican a N. viridula como el principal hospedador de T. basalis
(Clarke, 1990b; Corréa-Ferreira & Zamataro, 1989b; Cumber, 1951; Ehler, 2002; Jones,
1988; Liljesthrom & Coviella, 1999; Orr, 1988).

La ocurrencia simultanea de varias especies de parasitoides en una misma postura
de pentatdbmido en el campo, si bien es poco frecuente, ha sido registrada en varias
ocasiones (Buschman & Whitcomb, 1980; Corréa-Ferreira & Moscardi, 1995; Cusumano et
al., 2011; Ehler, 2002; Hokyo & Kiritani, 1963; Molinari et al., 2007; Peri et al., 2006).
Por ejemplo, se observd emergencia de Trissolcus sp y Ooencyrtus sp a partir de una
misma postura de N. viridula (Cusumano et al., 2011). Sin embargo, nunca se ha registrado
emergencia de adultos de distintas especies de parasitoides a partir de un Unico huevo del
hospedador, ya que son solitarios. ElI multiparasitoidismo en este caso conduce a
competencia interespecifica entre estados inmaduros, es decir, entre las larvas que se
desarrollan dentro de un mismo hospedador (Zwdolfer, 1971). La competencia
interespecifica puede darse mediante ataque fisico o mediante supresién fisiologica por
medio de toxinas, anoxia o falta de alimento (Godfray, 1994). Debido a que esta interaccion
ocurre dentro del hospedador, la existencia de multiparasitoidismo no puede determinarse
identificando solamente las avispas que emergen de una postura, Sin0 que es preciso
conocer los eventos de oviposicidn que sucedieron.

La competencia se considera un fendmeno mas importante en las comunidades de

parasitoides que en las de otros niveles troficos, ya que los hospedadores individuales
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constituyen una fuente de recursos pequefia, que es suficiente solo para un individuo. La
competencia interespecifica entre parasitoides influye en la coexistencia de las especies y
en la estructura de la comunidad (Godfray, 1994).

Una desventaja del multiparasitoidismo, en los parasitoides arrenotoquicos, podria
ser el sesgo hacia los machos, como ocurre en el superparasitoidismo (un hospedador
parasitado por varios individuos de la misma especie) (Field et al., 1997). El sesgo hacia los
machos tiene consecuencias en la dindmica poblacional, ya que la mayor competencia entre
ellos interfiere en la fecundacion de las hembras, lo cual genera una mayor produccion de
machos en la siguiente generacion (Hassell et al., 1983).

Por las implicancias negativas que pueden tener el multiparasitoidismo y el
superparasitoidismo al involucrar competencia, algunas especies han desarrollado
mecanismos para marcar los huevos atacados y para reconocer las marcas de otras hembras.
Esta capacidad les permite a los parasitoides reconocer hospedadores parasitados y
evitarlos. Las marcas servirian a nivel especifico (Bakker et al., 1985), y en los escelionidos
el marcado se realiza por medio del raspado del ovipositor sobre la superficie del huevo del
hospedador.

En el caso de la competencia con ataque fisico, se ha observado que el orden en el
cual ocurre la oviposicion y el intervalo de tiempo transcurrido entre oviposiciones es
importante en el resultado de la competencia larval (Chow & Mackauer, 1984; Mackauer,
1990; Tillman & Powell, 1992). Las larvas del primer estadio de los parasitoides de la
familia Scelionidae son teleaformes, con largas mandibulas que muchos autores sugieren
que son usadas en la eliminacion de competidores (Volkoff & Colazza, 1992). Segun estos
antecedentes la especie que parasite primero tendrd mas probabilidad de sobrevivir ya que
su larva tendra cierto grado de desarrollo al momento de producirse el multiparasitoidismo.
Si el tiempo transcurrido entre una oviposicion y la otra es muy breve, sobrevivira la
especie que logre eliminar antes a su competidora dentro del hospedador.

Desde el punto de vista aplicado, el conocimiento de las interacciones que ocurren
entre los parasitoides y sus hospedadores resulta muy importante para el “control
biologico”. El “control bioldgico aumentativo” implica la cria masiva y liberacion de un
gran numero de enemigos naturales. La cantidad y la calidad de los organismos liberados

dependen del mantenimiento de grandes colonias de estos insectos. En este sentido, muchas
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técnicas han sido desarrolladas con el fin de optimizar las crias masivas de los enemigos
naturales. En particular, en referencia al almacenamiento de hospedadores de parasitoides
escelionidos, se han documentado resultados diversos a partir de la conservacién en frio,
existiendo antecedentes de consecuencias negativas o neutras en el desempefio de los

parasitoides.

Las hipétesis y predicciones de este trabajo son:

1) Piezodorus guildinii y N. viridula se encuentran dentro del rango de
hospedadores para T. podisi, T. urichi y T. basalis, pero en el campo estos parasitoides
atacan preferentemente un hospedador. Se espera encontrar que las posturas de P. guildinii
sean parasitadas preferentemente por T. podisi y T. urichi, y las de N. viridula por T.
basalis.

2) El tamafio de la postura (nimero de huevos por postura) influye en la proporcion
de individuos parasitados. Para el caso de los parasitoides escelionidos, se espera encontrar
una respuesta densoindependiente a nivel de la postura.

3) La supervivencia y reproduccion de los parasitoides depende de la cantidad y
calidad del recurso, asi como del estado fisiologico de la hembra en el momento de la
oviposicion. Se espera encontrar que: a) el desempefio de cada especie de parasitoide de la
familia Scelionidae, en condiciones Optimas para las hembras, sea diferente sobre las
distintas especies de “chinches” fitdfagas que atacan el cultivo de soja, b) que el porcentaje
de parasitoidismo y de emergencia disminuyan con la edad de la hembra. Otra prediccion
que se desprende de esta hipétesis, pero estd mas relacionada con fines précticos por su
importancia en la cria masiva para el control biolégico aumentativo, es que el
parasitoidismo serd afectado por la conservacion de huevos del hospedador a bajas
temperaturas. Existen antecedentes de que este efecto puede ser negativo o neutro.

4) Los parasitoides de distintas especies que comparten el mismo recurso evitan el
multiparasitoidismo, ya que éste conduce a competencia e implica que ambas disminuyan
su desempefo. Se espera encontrar que: a) T. podisi y T. urichi parasiten en mayor
proporcion a los huevos sanos (no parasitados), evitando parasitar huevos previamente
parasitados por la otra especie, b) sobreviva la especie que parasitdé primero, ¢) a mayor

tiempo transcurrido entre las oviposiciones de ambas especies, menor sera la proporcion de
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emergencia de la progenie del parasitoide que multiparasita, y d) la progenie del parasitoide

que multiparasita tenga una proporcion de sexos sesgada hacia los machos.

Objetivos

El objetivo general de este trabajo es conocer la interaccion entre P. guildinii y sus
principales parasitoides 06fagos presentes en el noreste de la provincia de Buenos Aires.

Los objetivos particulares son:

1) Conocer el impacto del parasitoidismo de los himendpteros escelionidos sobre P.
guildinii y las otras especies de hemipteros pentatdmidos presentes en los cultivos de soja,
alfalfa y trébol rojo del noroeste de la provincia de Buenos Aires, asi como evaluar la
influencia del tamafio de las posturas de P. guildinii (huevos por postura) sobre el
parasitoidismo causado por cada especie de parasitoide (Capitulo 2).

2) Conocer el desempefio de los parasitoides sobre P. guildinii y otros
pentatémidos, y conocer el efecto de la edad de las hembras sobre el parasitoidismo, la
emergencia y la proporcién de sexos (Capitulo 3).

3) Evaluar el multiparasitoidismo y su efecto sobre las especies que coexisten
parasitando huevos de P. guildinii (Capitulo 4).

4) Conocer el efecto de la conservacion en frio de los huevos de P. guildinii sobre el
parasitoidismo, como aspecto importante para las crias masivas en programas de control

bioldgico aumentativo (Capitulo 5).

15



CAPITULO 1

Descripcion del sistema de estudio



CAPITULO 1

Descripcion del sistema de estudio

El cultivo de soja

El cultivo de la soja, Glycine max (L.) Merr. (Fabales: Fabaceae), ha experimentado
en varios paises una gran expansion en pocos afios, pasando de dedicarse 30.470 ha a este
cultivo en la Argentina en la campafia 1969/70 a 18.343.272 ha en la campafia 2009/2010.
Este desarrollo estuvo acompafiado por un incremento significativo de los rendimientos, los
cuales se triplicaron en ese periodo y la produccién pasé de 26.800 ton
(rendimiento=1.031,96 kg/ha) a 52.676.620 ton (rendimiento=2.905 kg/ha) (Sistema
Integral de Informacion Agropecuaria, M.A.G.y.P., 2011).

Los principales paises productores de soja durante la campafia 2009/2010 fueron
(millones de toneladas): Estados Unidos (96,1); Brasil (61,6); Argentina (52,5); China
(15,4); India (10,1); Paraguay (6,9); Canada (3,6) y Bolivia (2,7). La produccién mundial
alcanzd los 246,7 millones de toneladas (FAO, 2011).

En nuestro pais, la gran expansion del cultivo de soja ha reemplazado al trigo,
Triticum aestivum L. (Poales: Poaceae), como cultivo dominante. Distintos estimadores
indican que, asociado a este incremento de la dominancia de la soja, la diversidad de
cultivos del campo argentino ha decrecido (Aizen et al., 2009) (Figura 1.1).
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Superficieimplantada (ha)

1.542.945

3.668.580

4.377.970

18.343.272

Produccién (ton)

2.220.706

22.676.920

192.278
52.677.371

Esoja Mtrigo @ maiz Wgirasol

Figura 1.1. Superficie implantada y produccion de los principales cultivos de la Argentina durante
la campafia 2009/2010. Fuente: Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca (Argentina), 2011.

Esta planta es originaria de China y el cultivo comenz6 a ser importante en
occidente, en particular en los Estados Unidos, la Argentina, Brasil, Bolivia y Paraguay en
la década del “70, llegando a tener un gran auge en los afios “90, substituyendo en muchos
casos territorios antes dedicados a los cereales (trigo, maiz, etc.) o a la ganaderia, e incluso
avanzando sobre &reas forestales.

La soja es una especie herbacea, cuyos frutos son legumbres dehiscentes, péndulas e
hirsutas, de hasta 7cm de longitud y con 1 a 4 semillas en su interior, que maduran de
manera simultanea con la caida de las hojas (Dimitri, 1978). Fehr et al. (1971) desarrollaron
una escala para describir los estados fenoldgicos de este cultivo, distinguiendo entre etapas
vegetativas (V) y etapas reproductivas (R). El primer estado descripto es VE, que indica la
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emergencia del hipocdtilo. Luego comienza la etapa cotiledonar (VC), seguida por la
aparicion de los subsiguientes brotes foliares que se designan como Vn, donde “n” indica el
namero de nudos. Posteriormente se inicia la etapa reproductiva, que incluye la floracion
(inicio de la floracién = R1) y fructificacion. Esta Gltima etapa abarca la formacion (R3) y
desarrollo (R4) de vainas, la formacién (R5) y desarrollo (R6) de semillas, el inicio de la
maduracion de las vainas (R7), y por ultimo la maduracion completa de las mismas (R8).

El cultivo se siembra durante la primavera y se cosecha a fines del verano o
principios del otofio. En el hemisferio sur la fecha de siembra varia entre los meses de
octubre y diciembre, y la cosecha se desarrolla entre los meses de marzo y mayo. La
denominada “soja de primera” se siembra habitualmente a fines de octubre y se cosecha a
principios de abril, mientras que la soja sembrada en el mes de diciembre en el hemisferio
sur se denomina “soja de segunda”, debido al retraso frente a la fecha 6ptima. Los
cultivares “de segunda” generalmente son precedidos por un cultivo de trigo.

El principal destino del cultivo es la produccion de semillas, harina y aceite. Otro
producto obtenido a partir de la soja es el denominado “biodiesel” o “biocombustible”.
Segun la CADER (2011), la Argentina es el principal exportador y el quinto productor
mundial de biodiesel (después de Alemania, Francia, Estados Unidos y Brasil), con una
produccion de 1,9 millones de toneladas en 2010 en todo el pais.

Respecto del manejo de este cultivo, la mayor parte de los cultivares utilizados en la
Argentina estan genéticamente modificados, siendo resistentes al glifosato, un herbicida no
selectivo. Los mismos expresan un gen de resistencia, proveniente de una bacteria del suelo
(Agrobacterium tumefaciens (Smith & Townsend) Conn (Rhizobiales: Rhizobiaceae). El
glifosato actua en todas las especies vegetales inhibiendo la actividad de las enzimas que
sintetizan los aminoacidos aromaticos necesarios en la fotosintesis, y por ello las plantas
mueren o frenan considerablemente su crecimiento. La soja transgénica puede resistir al
glifosato porque posee una enzima proveniente de las bacterias, que también sintetiza
aminoacidos aromaticos, por lo que la planta no se ve perjudicada por la aplicacion de este
herbicida.

Las principales enfermedades que afectan al cultivo de la soja son un conjunto de
enfermedades fungicas, conocidas como “de fin de ciclo” (EFC), que afectan a las hojas y

tallos generando defoliacion o disminuyendo la calidad de los granos. Entre ellas, las mas
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importantes son: la mancha de ojo de rana (MOR) causada por el hongo Cercospora sojina
H. (Capnodiales: Mycosphaerellaceae), la mancha marron causada por Septoria glycines
(Hemmi) (Capnodiales: Mycosphaerellaceae), la antracnosis causada por Colletotrichum
truncatum (Schwein.) Andrus & Moore (Glomerellales: Glomerellaceae), el tizon del tallo
y de la vaina causado por Phomopsis sojae (Lenm.) (Diaporthales: Valsaceae) o Diaporthe
phaseolorum var sojae) (Lehman) Wehm. (Diaporthales: Diaporthaceae) y la mancha
parpura de la semilla causada por Cercospora kikuchii (Matsumoto & Tomoyasu) M. W.
Gardner (Capnodiales: Mycosphaerellaceae). Una de las enfermedades mas importantes,
registrada en los ultimos afios es la roya de la soja, producida por Phakopsora pachyrhizi
Syd. o Phakopsora meibomiae (Arth.) Arth. (Uredinales: Phakopsoraceae) (Ploper &
Devani, 2002).

Varias especies de insectos fitéfagos afectan al cultivo de soja en sus distintos
estados fenoldgicos. En la pampa ondulada, cuando la soja se encuentra en estados
tempranos (V1 a V3), las orugas defoliadoras son los fitdfagos mas relevantes, que se
alimentan de las hojas reduciendo la fotosintesis. Las especies mas importantes son la oruga
medidora Rachiplusia nu (Guenée) (Lepidoptera: Noctuidae), la gata peluda
norteamericana Spilosoma virginica Fabricius (Lepidoptera:Arctidae), la oruga militar
tardia Spodoptera frugiperda Walker (Lepidoptera: Noctuidae), la oruga bolillera
Helicoverpa gelotopoeon (Dyar) (Lepidoptera: Noctuidae), la oruga de las leguminosas
Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera:Noctuidae) y el barrenador del brote
Crocidosema (=Epinotia) aporema (Walsingham) (Lepidoptera: Tortricidae). En
condiciones de sequia importante, también se registra la presencia de arafiuelas (Acari:
Tetranychidae) y trips (Thysanoptera: Thripidae) (Aragon, 2002; Aragon, 2003; Luna &
Sanchez, 1999).

Los hemipteros fitofagos de la familia Pentatomidae, cominmente conocidos como
“chinches”, constituyen la mayor amenaza en toda la region productora de esta oleaginosa.
A partir de R3 y hasta R6 la soja es susceptible al ataque de estos insectos, principalmente
en el estado R4. Las “chinches” colonizan el cultivo desde los bordes en la etapa de
floracién o poco antes, y luego comienzan a dispersarse hacia el centro del mismo,
coincidiendo con la formacion de vainas. A partir del estado fenoldgico R5 la poblacion

aumenta marcadamente hasta la madurez fisiolégica (Gamundi & Sosa, 2007).
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Estos insectos se alimentan principalmente de vainas causando un dafio directo e
irreversible sobre las semillas en desarrollo. Las “chinches” presentan un aparato bucal
sucto-picador, y tanto las ninfas (a excepcién de las del primer estadio, las cuales no se
alimentan) como los adultos obtienen su alimento mediante el picado del tejido vegetal y
posterior succion de los contenidos celulares. Las semillas dafiadas se deterioran con mas
facilidad durante el almacenamiento y son méas propensas al ataque de enfermedades y
plagas. Las principales causas de pérdidas de rendimiento y calidad del cultivo de soja son:
la inyeccion de enzimas digestivas que disuelven las paredes celulares, la consecuente
pérdida de contenido celular, el aborto o la deformacion de los granos y la penetracion de
microorganismos patdgenos que provocan podredumbre, como Nematospora coryli Peglion
(Saccharomycetales: Saccharomycetaceae) que causa una enfermedad ampliamente
difundida (Daugherthy et al., 1964). Otros sintomas del dafio causado por altas
infestaciones de “chinches” son la madurez demorada, la retencion foliar y la produccion de
pequefios foliolos y vainas supernumerarias pegadas al tallo principal (Gamundi & Sosa,
2008).

En la Argentina, las especies de pentatdbmidos mas frecuentes y con niveles de
infestacion que afectan anualmente el rendimiento del cultivo de soja son: la “chinche” de
la alfalfa Piezodorus guildinii Westwood, la “chinche” verde Nezara viridula (L), el
alquiche chico Edessa meditabunda (Fabricius) y la “chinche” de los cuernitos Dichelops
furcatus (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) (Gamundi & Sosa, 2008). Corréa-Ferreira
& de Azevedo (2002) compararon los dafios producidos por varias especies y encontraron
que P. guildinii fue la que mas afecté la calidad y viabilidad de la semilla, seguida por N.
viridula.

Desde el comienzo del cultivo de soja en la Argentina, y especialmente como
consecuencia de los cambios ocurridos en el sistema productivo durante el periodo 1997-
2007, la abundancia relativa de las especies de hemipteros se ha modificado en grado
diferente segun las distintas areas geograficas (Gamundi & Sosa, 2008). En general, desde
principios de los afios “70 hasta 1995, la especie predominante fue N. viridula (Bimboni,
1977; Sosa & Parra, 1994; Vicentini & Jimenez, 1977), sin embargo actualmente en la
provincia de Buenos Aires, P. guildinii es mas importante (Massoni et al., 2008). Los

cultivares de soja que responden a grupos de madurez cortos (Ill, IV y V) y que se
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siembran entre septiembre y octubre, promuevan la oferta de recursos alimenticios (vainas)
en épocas tempranas. Las temperaturas registradas en la region, especialmente las minimas
elevadas, contribuirian al desarrollo de un mayor nimero de generaciones de P. guildinii a
través de la aceleracion de los ciclos bioldgicos (Massoni & Frana, 2006a). Si bien estos
factores ejercerian su efecto sobre todo el complejo de “chinches” que atacan a la soja, no
se conocen parasitoides de los Ultimos estadios ninfales ni del estado adulto de P. guildinii
(Liljesthrom & Awvalos, 2009), los cuales representan importantes factores de mortalidad
para las otras especies. La Unica referencia al respecto es la ocurrencia inusual de
parasitoidismo de un adulto de P. guildinii por Trichopoda pennipes (Fabricius) (Diptera:
Tachinidae) en Brasil (Panizzi & Slansky Jr, 1985c) y uno por Euthera tentatrix Loew
(Diptera: Tachinidae) en Florida, Estados Unidos (Buschman & Whitcomb, 1980).

P. guildinii es de origen neotropical, se encuentra presente desde el sur de los
Estados Unidos hasta la zona central de la Argentina (Serra & La Porta, 2001) y se alimenta
principalmente de leguminosas (Fabales: Fabaceae), tanto cultivadas como espontaneas.
Por su parte, N. viridula es una plaga de origen etiopico (Hokkanen, 1986; Jones, 1988) que
actualmente presenta distribucion cosmopolita, y afecta a numerosos cultivos,
pertenecientes a varias familias.

Diversos estudios evaluaron los dafios causados por distintos niveles de infestacion
de “chinches” en los estados de desarrollo de la soja (Gamundi & Sosa, 2007). Esta
informacién ha llevado a establecer niveles de densidad poblacional ante la cual deben
iniciarse medidas de control (nivel de accion o umbral econémico) para evitar que se
alcance la densidad poblacional minima que puede causar dafio econémico (nivel de dafio
econdémico). Los actuales umbrales econdmicos recomendados son de entre 0,5 y 0,8
“chinches”/m para siembras a 52cm entre lineas (Gamundi et al., 2003; lannone & Leiva,
1994). Gamundi & Sosa (2007) remarcan la importancia de convalidar los umbrales
econdmicos en diferentes regiones, ya que se observa una tendencia a simplificar el manejo
de las “chinches” utilizando los mismos umbrales (por lo general el méas bajo) para sojas
sembradas desde el sur de Buenos Aires hasta el norte del pais, a pesar de la amplia

variacion en lo referente al ambiente, el grupo de madurez, los espaciamientos entre
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plantas, los rendimientos y la composicion especifica del complejo de hemipteros en cada
region.

Histéricamente en la Argentina, el control de “chinches” se ha realizado con un
espectro muy estrecho de insecticidas. En su mayoria se utiliz6 endosulfan (insecticida del
grupo de los ciclodienos) o mezclas de éste con piretroides, y en menor medida
metamidofos, clorpirifés y fenitrotion (insecticidas organofosforados), solos o combinados
con piretroides (Gamundi et al., 2003). Segun datos de la CASAFE (Camara de Sanidad
Agropecuaria y Fertilizantes de la Argentina) (2009) los insecticidas mas aplicados en el
cultivo de soja son endosulfan, clorpirifos, cipermetrina, metamidofos y lambdacialotrina,
todos ellos caracterizados por su escasa selectividad. En campafias recientes se han
detectado bajos niveles de control mediante los tratamientos quimicos (Toledo et al., 2005).
Una actitud frecuente ante esta dificultad es aumentar las dosis o realizar mezclas de tanque
no evaluadas experimentalmente (Perotti et al.,, 2010). Estas practicas afectan
negativamente la accion de los enemigos naturales (Bayram et al., 2010; Benamu et al.,
2010; Luckmann & de Gouvea, 2009) y pueden generar poblaciones resistentes a
insecticidas, tal como fue demostrado en Brasil para Euschistus heros (Fabricius)
(Hemiptera: Pentatomidae) frente a endosulfan y metamidofés (Sosa-Gomez & da Silva,
2010; Sosa-Gomez et al., 2001).

Las especies de “chinches” presentes en los cultivos de soja de la region poseen un
complejo diverso de enemigos naturales (Tabla 1.1). También se menciona como factor de
mortalidad al canibalismo de adultos y ninfas grandes sobre ninfas pequefias (Ribeiro &
Castiglioni, 2008).
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Tabla 1.1. Enemigos naturales de las principales “chinches” plaga asociadas al cultivo de soja,

observados en la zona sur de Brasil, Uruguay y Argentina.

Orden (Familia)

Especie

estadio afectado

referencia

Arachnida (Araneae)

Neuroptera (Crysopidae)

Hemiptera

(Pentatomidae)

(Lygaeidae)

(Nabidae)

(Anthocoridae)

Ortoptera (Tettigonidae)

Coleoptera (Coccinelidae)

Diptera (Tachinidae)

Hymenoptera

(Formicidae)

(Scelionidae)

(Eurytomidae)
(Encyrtidae)
Mermithida (Mermitidae)

Hypocreales

(Clavicipitaceae)

varias especies

varias especies

Podisus sp.

Thyanta perditor

Geocoris sp.

Tropiconabis capsiformis

Orius sp.

varias especies
Eriopis conexa
Harmonia axiridis
Hippodamia convergenes

Trichopoda giacomellii

varias especies
Trissolcus basalis
Telenomus podisi
Trissolcus urichi

Trissolcus brochymenae
Neorileya sp.
Ooencyrtus sp.
Mermis sp.
Hexamermis sp.

Beauveria sp.

ninfas pequefias y
medianas
huevos y ninfas
chicas

huevos, ninfas chicas

y medianas

huevos y ninfas

pequefias

huevos y ninfas
pequefias
huevos y ninfas
pequefias
huevos

ninfas chicas

ninfas V y adultos de

N. viridula

huevos

huevos

huevos
huevos

ninfas y adultos

ninfas y adultos

Aragoén (2002)
Gonzalez et al. (2009)
Ribeiro & Castiglioni (2008)

Aragoén (2002)
Riberiro & Castiglioni (2008)

Aragon (2002)
Riberiro & Castiglioni (2008)
Riberiro & Castiglioni (2008)

Riberiro & Castiglioni (2008)

Riberiro & Castiglioni (2008)
Aragon (2002)
Riberiro & Castiglioni (2008)

Aragoén (2002)

Aragon (2002)
Aragon (2002)
Riberiro & Castiglioni (2008)
Silva dos Santos (2008)

Silva dos Santos (2008)
Silva dos Santos (2008)
Riberiro & Castiglioni (2008)

Aragon (2002)
Riberiro & Castiglioni (2008)
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Dentro de este complejo de enemigos naturales, los himendpteros parasitoides de la
familia Scelionidae son importantes agentes de control bioldgico, utilizados mediante
técnicas de liberacion aumentativa para controlar a N. viridula en Australia (Clarke, 1990a),
Hawaii (Davis, 1964), Brasil (Corréa-Ferreira, 1993b) e incluso Argentina (Crouzel &
Saini, 1983).

Piezodorus guildinii

En la Argentina, P. guildinii no sélo es importante en los cultivos de soja sino que
es considerada sumamente perjudicial en alfalfa, Medicago sativa (L.) (Fabales: Fabaceae),
destinada a la produccion de semilla (Aragén et al., 1997; Fraga & Ochoa, 1972; lannone &
Leiva, 1994). Otras especies vegetales del rango de hospedadoras de esta “chinche” son:
lenteja, Lens culinaris Med.; arveja, Pisum sativa (L.); poroto, Phaseolus vulgaris (L.);
caupi, Vigna sinensis (L.); Indigofera sp.; trébol rojo, Trifolium pratense L. y Crotalaria
sp. (Fabales: Fabaceae) (Panizzi, 1992; Panizzi & Slansky Jr, 1985b). También fue
encontrada sobre cayote, Sechium edule (Jacq.) Swartz. (Cucurbitales: Cucurbitaceae);
hinojo, Foeniculum vulgare Mill. (Apiales: Apiaceae) y frutilla, Fragaria x ananasa Duch.
(Rosales: Rosaceae), si bien algunas de estas plantas proveen solo refugio, y no serian
realmente hospedadoras (Lopes et al., 1974).

Los adultos post-invernantes desarrollan una primera generacion en la vegetacion
espontanea hacia principios de octubre, desde donde colonizan la soja a comienzos de
diciembre y desarrollan 3 generaciones relativamente discretas (Aragon et al., 1997,
lannone & Leiva, 1994; Massoni & Frana, 2005; Massoni & Frana, 2006a).

Generalmente las posturas son depositadas sobre las vainas, en el haz de las hojas o
sobre los peciolos y tallos. Los huevos son de color negro y se ubican formando una doble
hilera. Luego de 5 dias emerge el primero de 5 estadios ninfales (Figura 1.2), los cuales
tienen una duracion promedio de 3, 5, 5, 7 y 7 dias (respectivamente) (Serra & La Porta,
2001).
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Figura 1.2. Postura y ninfas | (izquierda), ninfa V (centro) y adulto (derecha) de P. guildinii.

Serra & La Porta (2001) estudiaron varios aspectos de la historia de vida de P.
guildinii en condiciones de laboratorio (24,9 £ 0,5°C; 53,6 = 7,9% HR; 16h fotofase).
Encontraron gque la longevidad promedio del adulto es de 60 y 78,5 dias para el macho y la
hembra, respectivamente, el periodo de pre-oviposicion dura entre 13 y 34 dias, y cada
hembra deposita a lo largo de su vida entre 3 y 5 posturas en promedio, de alrededor de 14

huevos cada una.

Escelionidos parasitoides de pentatomidos

La familia Scelionidae estd compuesta por avispas de color negro, que miden entre
1y 2,5 mm de longitud, y se distinguen por poseer en el ala anterior una vena submarginal
que usualmente alcanza el margen anterior del ala y se contindia como vena marginal, luego
diverge abruptamente y forma la vena estigmal; la vena postmarginal generalmente esta
presente. La antena se inserta cerca del margen superior del clipeo (Masner, 1995). La
familia se divide en tres subfamilias: Scelioninae, Teleasinae y Telenominae (Masner,
1976; 1980) con més de 160 géneros y alrededor de 3.000 especies. En la region
Neotropical se han descripto 57 géneros y 342 especies, y en la Argentina esta representada
por 49 especies, pertenecientes a 7 géneros (Loiacono et al., 2002).

Atacan huevos de “chinches” (Hemiptera), mariposas y polillas (Lepidoptera),
moscas (Diptera), grillos (Orthoptera), escarabajos (Coleoptera) y algunas arafias (Araneae)
(Arias-Penna, 2002).
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Son endoparasitoides solitarios, es decir que un solo individuo se desarrolla a partir
de un individuo del hospedador. Ademas son idiobiontes, ya que detienen el crecimiento
del hospedador en el momento de la oviposicion, a diferencia de los koinobiontes, que
permiten que el huésped continte su desarrollo después de la oviposicion del parasitoide.
Los endoparasitoides idiobiontes producen comunmente la muerte rapida del hospedador
(Askew & Shaw, 1986). Los estados de huevo, larva y pupa se desarrollan dentro del huevo
del hospedador, emergiendo luego la avispa adulta. EI nimero de estadios larvales varia
entre 2 y 5 dependiendo de las especies (Volkoff & Colazza, 1992). Los adultos son de vida
libre y se alimentan de néctar (Corréa-Ferreira, 1993b). Al momento de emerger, la avispa
corta con sus mandibulas el opérculo del huevo del hospedador dentro del cual se
encuentra. Esto permite diferenciar un huevo de “chinche” del cual emergi6 la ninfa
(opérculo abierto), de un huevo del cual emergid el parasitoide (opérculo con orificio,

cortado con las mandibulas de la avispa) (Figura 1.3).

Figura 1.3. Posturas de Piezodorus guildinii. lzquierda: huevos con opérculo abierto; derecha:

huevos con opérculo con orificio.

A nivel mundial, se han citado alrededor de 10 especies de escelidnidos parasitando
posturas de P. guildinii (North Dakota State University, 2011), siendo las dominantes en la
region T. podisi y T. urichi (Figura 1.4), las cuales presentan distribucion neotropical
(Johnson, 1984; Johnson, 1987). La “chinche” que coexiste con P. guildinii, N. viridula, es
hospedador de cerca de 30 especies de escelidnidos, pertenecientes a los géneros
Trissolcus, Telenomus, Gryon y Psix, si bien en la region Neotropical T. basalis domina

ampliamente (Figura 1.4). El origen de T. basalis es incierto (Johnson, 1985b) y en la
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actualidad tiene una distribucion cosmopolita, ya que ha sido utilizada en muchos lugares
del mundo como agente de control de N. viridula. Esta avispa fue registrada en la Argentina
por primera vez en 1981 (La Porta & Crouzel, 1984).

En la Tabla 1.2 se enumeran las especies de escelidénidos encontradas parasitando
las distintas especies del complejo de “chinches” que atacan el cultivo de soja en la region
Neotropical.

Tabla 1.2. Escelionidos parasitoides de huevos de pentatomidos en la region Neotropical. Tomado
de Castiglioni et al., 2005; Corréa-Ferreira, 1996; Corréa-Ferreira & Moscardi, 1995; Massoni &
Frana, 2006¢; Molinari et al., 2008.

Pentatomidae

P. guildinii N. viridula Edessa meditabunda Dichelops furcatus
Telenomus podisi o o o
] o T. podisi T. urichi T. urichi
Trissolcus urichi o ] _
) ) T. urichi T. basalis T. basalis
Trissolcus basalis . . .
T. basalis Gryon scutellatus Trissolcus teretis

Trissolcus brochymenae

Figura 1.4. Hembras adultas de los principales parasitoides escelionidos presentes en la region,
atacando posturas de pentatémidos. Izquierda: T. podisi; centro: T. urichi; derecha: T. basalis.

Los escelionidos asociados a las “chinches” de la familia Pentatomidae se
desarrollan a partir de huevos del hospedador de no mas de 72h, por lo que son
considerados oofagos. La tasa de emergencia de la progenie es maxima cuando el
parasitoidismo se produce sobre huevos de menos de 48h de desarrollo (Corréa-Ferreira,
1993b). Esto determina una pequefia ventana temporal durante la cual los huevos de las

“chinches” representan un recurso disponible para el parasitoide.
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La duracion del desarrollo de cada estado de la avispa se ve influenciado
fuertemente por la temperatura y la humedad a la cual son mantenidos los individuos, y en
los adultos también es importante la disponibilidad de alimento. Volkoff & Colazza (1992)
incubaron a 27°C posturas de N. viridula parasitadas por T. basalis, registrando una
duracion del estado de huevo de 17h. Luego de 55 a 60h se produce la muda al segundo
estadio larval, y a las siguientes 65 a 75h la muda al tercer estadio larval. El estado de pupa
dura entre 6 y 8 dias, y el adulto emerge entre 11 y 13 dias después del parasitoidismo.
Adultos de T. basalis incubados a 26°C y alimentados ad-libitum mostraron una longevidad
de 31,1 y 29,2 dias para hembras y machos respectivamente, mientras que sin alimento la
longevidad se redujo a 3y 4,7 dias (Corréa-Ferreira, 1993b; La Porta, 1992).

En regiones subtropicales, estos parasitoides hibernan en estado adulto (Doetzer &
Foerster, 2007), acompafiando la hibernacion de su hospedador.

Field et al. (1998) determinaron mediante disecciones, que la hembra adulta de T.
basalis emerge con un complemento importante de huevos ya maduros, y luego va
madurando mas huevos a lo largo del tiempo, por lo que se trataria de una especie
débilmente sinovigénica, segun clasifica Jervis et al. (2001) el continuo de valores que
puede tomar el indice de proovigenia (desde 1 para especies estrictamente proovigénicas,
hasta O para especies estrictamente sinovigénicas).

Las hembras son arrenotoquicas, pudiendo controlar el sexo de la progenie al
producir machos haploides a partir de huevos sin fecundar, o hembras diploides. La
relacién de sexos de la progenie suele estar fuertemente sesgada hacia las hembras, por
ejemplo un macho de T. basalis cada 8,5 hembras (Corréa-Ferreira, 1993b). Los machos,
quienes emergen 1 6 2 dias antes que las hembras, se quedan patrullando la postura hasta la
emergencia de sus hermanas, a las cuales copulan inmediatamente después de emerger.

Las hembras pueden poner huevos inmediatamente después de la emergencia, y su
fecundidad es méaxima alrededor de 48h despues de emergidas (Corréa-Ferreira, 1993b). La
fecundidad promedio de la linea de T. basalis registrada en Brasil es de 250 huevos/hembra
(Corréa-Ferreira & Zamataro, 1989b).
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Area de estudio

La informacion de campo y los individuos utilizados para realizar los experimentos
pertenecen a poblaciones locales en cultivos de soja de la zona periurbana de la ciudad de
La Plata (34°57°2,7°’S; 58°04°55,9°°O), Buenos Aires, Argentina.

Esta zona pertenece a la regién pampeana (Cabrera, 1976). La vegetacion natural ha
sido reemplazada en gran medida fundamentalmente por cultivos de soja, maiz, pasturas y
cultivos horticolas. El clima es templado humedo, siendo la variacion térmica bien
diferenciada entre una estacion y otra, con veranos calurosos e inviernos frios con escasas
precipitaciones. La temperatura media anual es de 16,3°C y las primeras heladas ocurren
durante los primeros dias de junio y las Ultimas a comienzos de septiembre. Las
precipitaciones medias anuales estan calculadas en 1023mm, y la humedad relativa media
anual de 77,6%. Los vientos dominantes son del sector Sudeste.

En verano, periodo durante el cual se desarrolla el cultivo de soja, la temperatura
media (referida al periodo 1961-1990) es de 23,6°C, registrandose temperaturas maximas
de 28,1°C, 30,4°C y 28,7°C y minimas de 18,4°C, 20,4°C y 19,4°C para los meses de
diciembre, enero y febrero respectivamente. La amplitud térmica diaria media es del orden
de 10°C. Con respecto a la humedad relativa, los valores medios normales llegan a 63% en
diciembre, 64% en enero y 68% en febrero. No obstante, ocasionalmente pueden
presentarse veranos mas himedos, con valores medios de humedad relativa superiores al
80%. El verano es una estacion muy lluviosa, donde la media estacional totaliza 341,6mm,
repartidos en 26 dias con lluvia, en promedio. Las precipitaciones promedio mensuales
oscilan entre los 103,2mm, 121,6mm y 122,6mm durante los meses de diciembre, enero y
febrero respectivamente (Servicio Meteoroldgico Nacional, 2011).

Las préacticas agrondmicas en los cultivos de soja del area de estudio son las que se
realizan comunmente en las principales zonas productoras del pais, mencionadas al
comienzo de este capitulo. La superficie que ocupan los lotes de soja en el area de estudio
son de entre 25 y 40ha, y relativamente mas pequefios que los de las principales zonas

productoras.
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CAPITULO 2

Parasitoides de huevos de Piezodorus guildinii en el noreste de la provincia de

Buenos Aires: especies presentes y el impacto del parasitoidismo

Introduccion

La gran expansion que ha tenido el cultivo de soja en estos ultimos afios origind
cambios a nivel de los agroecosistemas, en particular en la “pampa ondulada”. Uno de estos
cambios se observa en la oferta de este recurso alimentario para los hemipteros sucto-
picadores (“chinches”), el cual ocupa un area cada vez mayor y durante un periodo de
tiempo mas prolongado. En particular, los cultivares de soja de grupos de madurez cortos,
denominados en su conjunto como “soja de primera”, promueven la oferta de recursos
alimenticios (vainas) en épocas tempranas. Las tecnologias de manejo aplicadas en la
ultima década al cultivo de soja, han modificado el héabito de colonizacién, la abundancia y
la composicion especifica del complejo de “chinches” (Gamundi et al., 2003; Gamundi &
Sosa, 2008). En particular, la abundancia relativa de la “chinche” de la alfalfa, Piezodorus
guildinii (Westwood) aumentd notablemente en determinadas areas de la provincia de
Santa Fe y Buenos Aires (Gamundi et al., 2003; Gamundi & Sosa, 2008; Sosa & Parra,
1994). Por otro lado, las temperaturas minimas elevadas que se vienen registrando en la
region en los ultimos afios, podrian sumarse a las causas que determinan el incremento en la
densidad de sus poblaciones (Massoni & Frana, 2006a).

Como se menciond en el Capitulo 1, actualmente en la provincia de Buenos Aires,
P. guildinii es la especie de “chinche” mas importante en los cultivos de soja (Massoni &
Frana, 2005, 2006b).

Diversas especies de plantas hospedantes permiten la persistencia de los
pentatomidos durante periodos criticos del afio, y en algunos casos hasta permiten su
incremento poblacional (Kennedy & Storer, 2000; Panizzi, 1997). Luego de la hibernacion,

los adultos se reproducen desarrollando una primera generacion sobre leguminosas
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forrajeras o sobre la vegetacion espontanea a principios de octubre (principalmente alfalfa,
Medicago sativa, y trébol rojo, Trifolium pratense). Desde alli colonizan la soja en la etapa
de floracion o poco antes (a comienzos de diciembre), donde transcurren 3 generaciones
relativamente discretas (Aragon et al., 1997; lannone & Leiva, 1994; Massoni & Frana,
2005; 2006b). La calidad de estos fragmentos de habitat influye sobre el desarrollo y
supervivencia de los individuos que invaden el cultivo de soja. Asi mismo, el efecto de la
mortalidad causada por depredadores y parasitoides en dichos fragmentos, determinara el
subsecuente crecimiento y la dinamica de la poblacion de la plaga en el cultivo (Edelstein
et al., 2008).

Distintos aspectos de las plantas sobre las cuales se alimentan los fit6fagos pueden
influir en el desempefio de sus enemigos naturales en el marco de las interacciones
tritréficas (Agrawal, 2000). Las plantas proveen tanto claves olfativas como visuales, que
son aprovechadas por los parasitoides en los procesos de identificacion del habitat,
localizacion del hospedador y aceptacion del mismo (Godfray, 1994; Vinson, 1975; Vinson
et al., 1998; Whitman & Nordlund, 1994). Para ello los parasitoides deben ser capaces de
encontrar objetivos pequefios y dispersos en un ambiente quimica y espacialmente
complejo, desarrollando estrategias eficientes para localizar los hospedadores en ambientes
heterogéneos. Dichas estrategias incluiran la explotacion de numerosas claves sensoriales, y
tacticas de forrajeo, a diferentes escalas espaciales. En este sentido, se asume que los
insectos perciben su entorno como un sistema jerarquico (Bell, 1990). Tres categorias
generalmente consideradas son: (1) el habitat, como conjunto de manchones, (2) los
manchones, como agregaciones de la unidad de recurso, y (3) la unidad de recurso, lo cual
incluye a las presas, los hospedadores, las parejas, las fuentes de alimento o el refugio. En
ese proceso, los parasitoides utilizan semioquimicos, claves visuales, y aprendizaje
asociativo para elegir las areas mas propicias donde encontrar hospedadores, aprovechando
los estimulos provenientes de los mismos, los estimulos indirectos asociados con su
presencia (aleloquimicos, secreciones glandulares, etc) y los estimulos provenientes de la
planta a la cual se asocia el hospedador (Godfray, 1994).

Colazza et al. (2004, 2009) encontraron que los volatiles emitidos por varias
especies de leguminosas frente a la alimentacion, la oviposicion y el movimiento de los

individuos de N. viridula resultaron atrayentes para T. basalis.
33



Tanto en el cultivo de soja como en los habitats aledafios, los principales enemigos
naturales que contrarrestan el incremento numérico de P. guildinii son los parasitoides
oofagos. En Brasil, las especies registradas a partir de posturas de esta “chinche” fueron
Telenomus podisi, Trissolcus urichi, Trissolcus basalis, Trissolcus brochymenae
(Scelionidae), Ooencyrtus submetallicus, Ooencyrtus sp (Encyrtidae), Neorileya sp
(Eurytomidae) y 3 especies no determinadas pertenecientes a la familia Pteromalidae
(Corréa-Ferreira & Moscardi, 1995; Thomazini, 2001; Venzon et al., 1999). En Uruguay se
registraron T. podisi, T. urichi, T. basalis, T. brochymenae y Trissolcus teretis (Castiglioni
et al., 2005; Castiglioni et al., 2010). En la Argentina se conoce que las especies de
parasitoides de huevos de P. guildinii, en la provincia de Cérdoba (La Porta, 2007) y la de
Santa Fe (Molinari, 2005), son T. podisi y T. basalis.

Las especies de parasitoides mencionadas poseen, dentro de su rango de
hospedadores, otras especies de “chinches” que estan presentes en el area de estudio
(Molinari et al., 2008). La presencia de estos hospedadores en la trama trofica puede ser un
factor relevante en el mantenimiento de las poblaciones de parasitoides, en situaciones de
escasez del hospedador preferido.

El impacto del parasitoidismo depende de la eficiencia en la deteccion de posturas
del hospedador, asi como de la eficiencia del parasitoidismo. El tamafio de la postura en
particular puede influir en esta Gltima, ya que si la respuesta del parasitoide es
densodependiente directa, el impacto del parasitoidismo aumentard con el aumento de
tamafo de la postura.

Por otra parte, en las interacciones entre depredadores o0 parasitoides y sus presas u
hospedadores, variaciones espaciales de la densidad de los individuos de una especie
pueden dar como resultado la agregacion de individuos de otra especie. Cuando las presas u
hospedadores estan agregados, los enemigos naturales pueden concentrar su busqueda en
areas de mayor densidad (Godfray et al., 2000; Hassell, 2000; Hassell & May, 1974). En
este caso, los huevos del hospedador estan agregados en masas de huevos (posturas), y su
densidad puede influir en la proporcion de parasitoidismo segun la escala espacial
considerada. La densidad de masas de huevos por planta o conjunto de plantas, y la
densidad de huevos por postura, pueden incrementar la proporcion de individuos

parasitados.
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La teoria del forrajeo 6ptimo sugiere que los parasitoides pueden maximizar su tasa
de oviposicion, agregandose en grupos de hospedadores de alta densidad, y varios
parasitoides muestran esta respuesta en ensayos de laboratorio. Estos factores suelen
generar “refugios parciales” para los hospedadores, los cuales contribuyen a la estabilidad
de la interaccidn parasitoide-hospedador. Por otra parte, varios estudios han demostrado
que aun cuando el factor de mortalidad es densodependiente inverso, o densoindependiente
puede existir estabilidad cuando la distribucion del riesgo del hospedador a ser parasitado
es suficientemente agregada, es decir que diferentes caracteristicas individuales de los
hospedadores y de los parasitoides provocan una distribucion diferencial del riesgo de
parasitoidismo (Hassell & May, 1973; 1974; May, 1978; Murdoch, 1977; Murdoch &
Oaten, 1975). A pesar de las ventajas que ofrece el hecho de seleccionar agregaciones de
mayor abundancia para los parasitoides, la interferencia entre ellos (Sutherland, 1983;
Visser et al., 1999), el multiparasitoidismo (Lessells, 1985), el hiperparasitoidismo (Loch &
Zalucki, 1998), y la interferencia con otros enemigos naturales (Strong, 1989), pueden
provocar una redistribucion de los parasitoides a fin de evitar tales efectos negativos, como
sugiere la teoria de la distribucion libre ideal (Fretwell & Lucas, 1970).

Los patrones espaciales de parasitismo en relacion a la densidad del hospedador,
dependen de la escala considerada (Hassell & May, 1974; Lessells, 1985; Stiling, 1987;
Walde & Murdoch, 1988). En el caso de los esceliénidos parasitando huevos de P.
guildinii, si bien se conoce que posee una alta capacidad de busqueda, a la escala de una
postura individual se espera una respuesta densoindependiente, ya que se ha observado
interferencia (Corréa-Ferreira, 1993; Field & Calbert, 1999; Sujii et al., 2002),
superparasitismo (Braman & Yeargan, 1989) y saturacion de la respuesta numérica

(Colazza & Bin, 1995; Laumanm et al., 2008) en el proceso de parasitoidismo.

Obijetivos:
e caracterizar la importancia de posturas de P. guildinii, asi como de posturas de
los otros recursos disponibles para sus parasitoides en el noreste de la provincia

de Buenos Aires,
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e analizar las variaciones de abundancia de posturas de P. guildinii en soja, alfalfa
y trébol rojo,

e conocer las especies de parasitoides oofagos de P. guildinii, en los cultivos de
soja, asi como en parcelas aledafas de alfalfa y trébol rojo,

e estimar el impacto del parasitoidismo, del conjunto de los parasitoides y de cada
una de las especies de parasitoides encontradas sobre P. guildinii y sus otros
recursos,

e evaluar la influencia del tamafio de las posturas (huevos por postura) sobre el

parasitoidismo causado por cada especie.

Materiales y métodos

Este estudio fue realizado en un lote de soja, uno de alfalfa consociada con
gramineas y uno de trébol rojo, de aproximadamente 3.500m? (70m x 50m) cada uno,
implantados en la Estacion Experimental “Julio Hirschhorn” de la Facultad de Ciencias
Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata. El cultivo de soja fue
muestreado durante 5 temporadas (desde 2006-2007 hasta 2010-2011), y los de alfalfa y
trébol rojo durante 3 temporadas (desde 2008-2009 hasta 2010-2011). A continuacién se
detallan los cultivares de soja implantados y fecha de siembra. Temporada 2006-2007:
variedad Don Mario 4600 (grupo de madurez 1V), 5y 6 de noviembre de 2006; temporada
2007-2008: variedad Don Mario 4800 (grupo de madurez 1V), 13 de noviembre de 2007;
temporada 2008-2009: variedad Don Mario 4789 (grupo de madurez 1V), 20 de noviembre
de 2008; temporada 2009-2010: variedad Don Mario 4870 (grupo de madurez V), 18 de
noviembre de 2009; y temporada 2010-2011: variedad Don Mario 4970 (grupo de madurez
IV), 4 de noviembre de 2010.

Las practicas de manejo realizadas en el lote de soja consistieron solamente en la
aplicacion de herbicida (glifosato) 15 a 20 dias antes y después de la siembra, y una
aplicacion del fungicida carbendazim y el plaguicida metamidofés aproximadamente un

mes después de la siembra, cuando la soja ain se encontraba en estado vegetativo. Los lotes
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de alfalfa y de trebol rojo no fueron tratados. Para cada temporada se describieron los
patrones de temperatura y precipitaciones utilizando los registros del Servicio
Meteoroldgico Nacional Argentino correspondientes al area de estudio.

Durante el periodo comprendido entre el comienzo de la floracion de la soja, hacia
fines de diciembre, y la cosecha del cultivo, a principios de abril (14 semanas
aproximadamente), se tomaron muestras semanales de posturas de P. guildinii. También se
colectaron las posturas de los otros pentatomidos presentes, posibles hospedadores
compartidos por los parasitoides que atacan a P. guildinii. Cada muestra estuvo integrada
por 400 unidades de muestra tomadas al azar. La unidad de muestra fue la planta, en la cual
se revisaron todos los foliolos de los dos tercios superiores y se registré el numero de
posturas encontradas. Si bien no se cuantificd el efecto de la remocion de posturas sobre la
densidad de las mismas en la siguiente muestra, se considera que el nimero de plantas a
partir de las cuales se obtuvieron las posturas permite estimar los indicadores del impacto
del parasitodismo sin afectar significativamente a la poblacion de “chinches”.
Considerando que la siembra fue realizada a 50cm entre surcos y con alrededor de 14
plantas por metro lineal de surco, las 400 plantas a partir de las cuales se extrajeron las
posturas representaron solamente un 1% del total de las plantas del lote.

Las posturas fueron llevadas al laboratorio y mantenidas individualmente en tubos
de ensayo tapados con algodoén, a 20°C, 70%HR y 14h de fotofase, hasta la emergencia de
ninfas o avispas. De cada postura se registro el tamafio (nmero de huevos), el nimero de
ninfas emergidas, y el nimero, sexo y especie de los parasitoides emergidos.

Los muestreos en alfalfa y trébol rojo se realizaron desde el estado vegetativo
(mediados de diciembre) hasta el estado de frutos secos (principios de mayo). Debido a la
mayor cobertura vegetal y al pequefio tamafio de los foliolos de estos cultivos, la
visualizacion de las posturas resulta dificil mediante inspecciones oculares de las plantas,
por lo cual se decidio realizar el muestreo utilizando red de arrastre. Cada muestra consistio
de 15 transectas (unidades de muestra) dispuestas al azar dentro del lote, a lo largo de las
cuales se efectuaron 10 golpes de red y se colectaron todas las posturas obtenidas.

Se calculd la proporcion de huevos parasitados/postura para cada cultivo y

temporada. La relacion con ambos factores fue analizada mediante el modelo lineal
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generalizado (MLG) Poisson, con funcion de enlace log. Los efectos de los factores fueron
evaluados a través del cambio en la devianza, mediante la prueba de »°.

Se estimd el impacto del parasitoidismo en su conjunto, y por especie, utilizando los
indices definidos por Bin & Vinson (1990):

« la eficiencia en la deteccion de posturas (EDP) (“discovery efficiency”): nimero

de posturas parasitadas / numero total de posturas colectadas;

« la eficiencia del parasitismo (EP) (“parasitism efficiency”): numero total de
huevos parasitados / numero total de huevos de las posturas que fueron
parasitadas;

« el impacto del parasitoide (IP) (“parasitoid impact”): numero total de huevos
parasitados / nimero total de huevos colectados.

Las posturas que fueron encontradas ya emergidas, discriminando entre huevos de
los que habian emergido ninfas (opérculo abierto) y huevos de los que habian emergido
parasitoides (opérculo agujereado), fueron consideradas solamente para estimar el impacto
de los parasitoides en su conjunto, ya que a partir de estas posturas no es posible determinar
la especie y el sexo de los parasitoides emergidos.

Los parasitoides emergidos en el laboratorio fueron determinados utilizando las
claves de Johnson (1985a, 1985b, 1987), previo entrenamiento en el uso de las mismas
guiado por especialistas en la sistematica de esta familia.

Transcurridos 20 dias después de la colecta, los huevos no eclosionados fueron
disecados, y se discriminé entre cuatro clases:

* huevos cerrados con ninfa muerta;

« huevos cerrados con pupa o adulto del parasitoide totalmente formado y muerto;

* huevos cerrados con contenido incierto;

« huevos cerrados vacios: infértiles, canibalizados o depredados por succionadores.

Los huevos cerrados con contenido incierto presentaban en su interior una sustancia
viscosa, amarillenta, que podria sugerir parasitoidismo no exitoso (Ganesalingam, 1966) o
alguna otra causa de mortalidad, y por ello no fueron tenidos en cuenta en el conteo de

huevos parasitados.
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Cada indicador del impacto del parasitismo, sin discriminar por especie de
parasitoide, fue analizado en funcion de los cultivos mediante el modelo lineal generalizado
(MLG) Normal, con funcion de enlace log. Los efectos de todos los modelos fueron
evaluados a través del cambio en la devianza, mediante la prueba de y°.

Se realizé una regresion entre la proporcion de parasitoidismo de T. podisi y de T.
urichi por postura, y el tamafio de la postura de P. guildinii atacada, previa transformacion

angular de la variable dependiente.

Resultados y discusion

En los tres cultivos estudiados se colectaron posturas de cuatro especies de
pentatomidos (P. guildinii, Nezara viridula, Edessa meditabunda y Dichelops furcatus). P.
guildinii fue la especie dominante en todos ellos, representando como minimo el 79% de
las posturas colectadas en cada temporada. La abundancia de posturas de las otras especies
fue variable entre las temporadas (Tabla 2.1). La representatividad de esta especie presento
un patron similar a partir de informacion complementaria obtenida en recolecciones de
ninfas y adultos con red de arrastre (80% de P. guildinii, 15% N. viridula, 2% E.
meditabunda y 3% D. furcatus), realizadas con el fin de establecer las colonias en el

laboratorio.
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Tabla 2.1. Numero total de posturas y huevos de pentatomidos colectadas en cada temporada, en

lotes de soja, alfalfa y trébol rojo.

Numero de posturas colectadas (huevos)

Temporada Cultivo
P. guildinii N. viridula E. meditabunda  D. furcatus
2006-2007 soja 37 (676) 1 (84) 0 2 (26)
2007-2008 soja 30 (527) 3 (236) 4 (56) 1 (15)
soja 68 (1343) 4 (309) 4 (45) 3(41)
2008-2009 alfalfa 19 (367) 0 1(14) 0
trébol rojo 6 (75) 0 0 0
soja 10 (199) 0 0 0
2009-2010 alfalfa 20 (415) 0 0 0
trébol rojo 7 (91) 0 0 0
soja 51 (932) 12 (790) 0 1(5)
2010-2011 alfalfa 75 (1272) 0 0 0
trébol rojo 8 (98) 0 0 2 (28)
TOTAL 331 (5995) 20 (1419) 9 (115) 9 (115)

Si bien la abundancia de posturas no es comparable entre los cultivos debido a la
diferencia en los métodos de muestreos utilizados en uno y otro cultivo, el patrén temporal
de registro de posturas de P. guildinii vari6 en los cultivos de las tres plantas hospedantes
presentes en el sistema de estudio (Figura 2.1). En soja, durante enero se registré una
primera generacion de baja densidad y luego se observd un incremento del nimero de
posturas, correspondiente a la segunda generacién, que alcanzd el maximo entre fines de
febrero y mediados de abril en las distintas temporadas. Esa mayor abundancia coincidio6
con la ultima etapa de la floracion, y todo el periodo de fructificacion del cultivo. Una
tercera generacion fue dificil de identificar. En alfalfa, las mayores abundancias de posturas
se registraron entre principios de febrero y mediados de marzo en la temporada 2010-2011,
a fines del estado de floracion y comienzos de la fructificacion de este cultivo. Este patron
responde a lo esperado ya que se conoce que P. guildinii desarrolla, luego de la
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hibernacion, una primera generacion sobre esta planta hospedante, y el pico de abundancia
que muestra la figura 2.1 representaria la segunda generacion. Durante las temporadas
2008-2009 y 2009-2010 las condiciones meteoroldgicas podrian haber afectado a sus
poblaciones directamente y/o a través del recurso, lo que explicaria el retraso temporal, que
también se manifestd en soja. En 2008-2009 se observo un menor desarrollo del cultivo
debido a la inusual escasez de precipitaciones (Figura 2.6) y esto podria haber afectado
también las condiciones del mismo en la siguiente temporada, ya que se trata de un cultivo
perenne en el cual no se realizaron practicas de manejo para mejorarlas. Posteriormente, se
observO una recuperacion del cultivo en la temporada 2010-2011. No obstante estas
variaciones registradas entre temporadas, la colonizacién de la alfalfa fue previa a la de la
soja. Con respecto al trébol rojo, se observa la importancia de este cultivo como recurso
disponible en el momento en que finaliza la hibernacion de P. guildinii y la soja ain no esta

en el estado fenologico adecuado para esta “chinche”.
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Figura 2.1. Cantidad de posturas de P. guildinii colectadas por muestra, en las distintas temporadas.
Las lineas horizontales indican el estado fenolégico en el que se encuentra generalmente el cultivo a
lo largo de la temporada (puntos: vegetativo; guion-punto: flor; guion: fruto; guién largo: seco en

pie). Arriba: soja; medio: alfalfa; abajo: trébol rojo.
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Los parasitoides registrados en posturas de P. guildinii fueron T. podisi, T. urichi y
T. basalis, y solo se detect6 parasitoidismo en soja y en alfalfa.

En las figuras 2.2 y 2.3 se presentan las tramas troficas cualitativas de la comunidad
de pentatomidos y sus parasitoides o6fagos encontrados en soja y alfalfa, respectivamente,
durante el periodo de estudio. Tanto la comunidad de fitofagos, como la de parasitoides
oofagos, fueron méas complejas en soja que en alfalfa, encontrandose en el primero de los
cultivos varios hospedadores que son compartidos por los parasitoides que atacan a P.

guildinii.

Trissolcus teretis

SN

N. viridula

Figura 2.2. Trama trofica de la comunidad de pentatdmidos y sus parasitoides o6fagos en soja.
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T. podisi T. urichi

alfalfa

Figura 2.3. Trama tréfica de la comunidad de pentatémidos y sus parasitoides o6fagos en alfalfa.

El 87,40 % de todas las posturas de pentatomidos colectadas fue encontrado ain sin
emerger. El porcentaje de emergencia de “chinches” y/o parasitoides a partir de los huevos
de esas posturas fue alto (90,37%). El resto de los huevos permanecieron cerrados luego de
ser incubados por 20 dias después de la fecha de colecta, por lo cual fueron disecados para
evaluar su contenido. En la Figura 2.4 se observa que se registraron porcentajes pequefos,
y semejantes, de huevos con ninfa muerta y con contenido incierto, mientras que adn
menores fueron los porcentaje de huevos con pupas o adultos del parasitoide totalmente
formados y muertos, y huevos vacios (infértiles, canibalizados o depredados por

succionadores).
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B contenido incierto

O vacio

Figura 2.4. Porcentaje de huevos de pentatomidos eclosionados, con opérculo comido y no
eclosionados, y porcentaje de distintas clases de huevos no eclosionados segin el contenido

encontrado luego de la diseccidn, en los cultivos de soja, alfalfa y trébol rojo.

Parasitoidismo de P. guildinii por el conjunto de especies de parasitoides

Las temporadas explican la mayor parte de la variacion en la proporcion de huevos
parasitados/postura de P. guildinii (Tabla 2.2, Figura 2.5), aunque representa el 19,36% de
la variacién con respecto al modelo nulo.
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Tabla 2.2. Resultados del MLG Poisson con funcién de enlace log, para la proporcion de huevos

parasitados/postura de P. guildinii, al incluir en el modelo las temporadas y los cultivos como

variables predictoras. El cambio en la devianza luego de la inclusion de los factores en el modelo

fue analizado mediante la prueba de 2 (p<0,05).

cambio g.l. del
Modelo devianza enla g.l. cambio en la p
devianza devianza
Intercepto 162,092 266
Int. + temporadas 128,855 33,237 264 2 <0,001
Int. + cultivos 158,562 3,53 265 1 0,060
Int. + temporadas + cultivos 128,83 0,025 261 3 0,999
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Figura 2.5. Proporcion de parasitoidismo de huevos/postura de P. guildinii, sin discriminar por
especie de parasitioide, en soja (arriba) y en alfalfa (abajo), en las distintas temporadas. Las barras

indican el intervalo de confianza al 95%.

La eficiencia en la deteccién de posturas de P. guildinii (EDP), del conjunto de los
parasitoides (sin discriminar por especie) fue variable en las distintas temporadas, tanto en
soja como en alfalfa (Tabla 2.3), siendo particularmente baja en 2007-2008 y 2008-2009. Si
bien en esas temporadas la eficiencia del parasitismo (EP) fue la mayor registrada, la baja
deteccion de posturas condujo a un bajo impacto del parasitismo (IP) en general.

Los cultivos no explicaron la variacion en los indicadores del parasitismo (Tabla

2.4).
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Tabla 2.3. Eficiencia en la deteccion de posturas (EDP), eficiencia del parasitoide (EP) e impacto
del parasitismo (IP) del conjunto de parasitoides que atacaron las posturas de P. guildinii en las
distintas temporadas, en un cultivo de soja y uno de alfalfa.

Indicadores del impacto del parasitoidismo

TEMPORADA SOJA ALFALFA

EDP EP IP EDP EP IP

2006-2007 0,811 0,763 0,623 i - i

2007-2008 0,167 0959 0,133 : - .
2008-2009 0,089 0829 0,051 0,158 1 0,139
2009-2010 1 0547 0547 0,7 0,729 0,545
2010-2011 0,588 0807 0453 0,6 0,776 0,459
Promedio 0,531 0,781 0,361 0,486 0,835 0,381

Tabla 2.4. Resultados del MLG Normal con funcion de enlace log, para los indicadores de
parasitismo, al incluir en el modelo los cultivos de soja y alfalfa. EI cambio en la devianza luego de

la inclusién del factor en el modelo fue analizado mediante la prueba de %2 (p<0,05).

Indice Modelo Devianza Camblo enla g.l. g|. del cambio
devianza en la devianza
EDP Intercepto 0,80 7
Int. + cultivos 0,796 0,038 6 1 0,951
EP Intercepto 0,138 7
Int. + cultivos 0,131 0,0064 6 1 0,936
IP Intercepto 0,352 7
Int. + cultivos 0,351 0,0008 6 1 0,977

El bajo parasitoidismo en las temporadas 2007-2008 y 2008-2009 se corresponde

con afos secos. Segun informacion del Boletin Agroclimatico para la provincia de Buenos
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Aires que emite el Servicio Meteoroldgico Nacional (2011) (Figura 2.6), hacia finales de
diciembre de 2007 se fue agudizando la sequia que se venia registrando, ya que las
precipitaciones fueron siempre escasas y se fueron consumiendo las reservas hidricas del
suelo. Durante enero y febrero las lluvias fueron algo escasas y muy variables, provocando
mayores limitantes en el Este de la region. En diciembre de 2008 este fenGmeno se acentud
en muchos sitios, especialmente en el Sur y Este de la region. Las mayores precipitaciones
se registraron tardiamente, en marzo y abril. Durante enero de 2009, a la falta de lluvias se
sumaron varios dias consecutivos de elevadas temperaturas y baja humedad ambiente, con
efecto muy desecante, condicion que afectd6 de manera importante a los cultivos de soja.
Esto se vio reflejado en una importante pérdida de plantas y ataque de plagas asociadas a la
condicion de ambiente seco, como tucuras, moscas blancas, trips y arafiuelas (lannone,
2009; Massoni & Frana, 2010). Los rendimientos de la soja en esa campafia fueron bajos
(entre 1.000 y 1.800kg/ha). En la temporada 2010-2011, si bien las precipitaciones fueron
bastante escasas, se registraron temperaturas algo mas bajas.
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Figura 2.6. Temperaturas y precipitaciones promedios mensuales para el area de estudio, durante el
periodo de estudio (Fuente: Servicio meteoroldgico nacional).

El efecto de la temperatura y la humedad relativa sobre el desarrollo y el desempefio
de los insectos esta ampliamente documentado (Nation, 2008; Schowalter, 2006). Esto ha
sido estudiado sobre varias especies de pentatomidos (Ali & Ewiess, 1977; Cividanes &
Parra, 1994; Jones & Westcot, 2002; Musolin et al., 2010; Musolin & Numata, 2003; Vivan
& Panizzi, 2005). Si bien no se conoce en detalle para P. guildinii, segin Vivan y Panizzi
(2005), la fecundidad de N. viridula fue nula a 15°C y maxima a 29°C. La supervivencia de
ninfas también fue mayor a 29°C. Resultados similares fueron encontrados por Cividanes y

Parra (1994) para Euschistus heros.
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Por otro lado, diversos autores han estudiado el desempefio de varias especies de
escelionidos al parasitar huevos de pentatdmidos en laboratorio, a distintas temperaturas
(Awadalla, 1996; Cividanes & Figueiredo, 1996a; James & Warren, 1991; Orr et al., 1985;
Yeargan, 1982; Yeargan, 1983). En general, la mayor proporcion de parasitoidismo y de
emergencia de parasitoides adultos fue registrada a 25°C, y el desempefio de estas especies
fue muy bajo o nulo a temperaturas inferiores a 15°C y superiores a 30°C. Orr et al. (1985)
también evaluaron el efecto del porcentaje de humedad relativa sobre el desempefio de
Telenomus chloropus y T. basalis sobre huevos de N. viridula. Ellos encontraron que T.
basalis se desarroll6 exitosamente en el rango de humedades relativas entre 64 y 100%,

pero T. chloropus solo logré emerger a 85%HR 0 mas.

Considerando que el promedio histérico de humedad relativa para la zona estudiada
oscila entre 63% (para el mes de diciembre) y 76% (para el mes de marzo) (informacion de
la Organizacion Meteoroldgica Mundial), periodo durante el cual que se encuentran
implantados los cultivos estudiados, las altas temperaturas registradas durante las dos
temporadas en que las precipitaciones fueron escasa podrian haber aportado un importante
efecto desecante del ambiente. En la figura 2.7 se representa la combinacidn de temperatura
promedio y precipitacion promedio mensuales para las dos temporadas con condiciones
mas contrastantes: 2008-2009 seca, y 2009-2010 humeda. Si bien la figura representa las
temperaturas a partir del promedio mensual, cabe recordar que durante la temporada 2008-

2009 se sucedieron varios dias consecutivos con temperaturas maximas muy elevadas.
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Figura 2.7. Temperatura y precipitacion promedios mensuales. Cada punto en la linea representa un
mes, desde diciembre hasta abril.

En base a las diferencias en los rangos Optimos de temperatura entre los
pentatomidos y los escelionidos, mencionadas anteriormente, las condiciones ambientales
en las dos temporadas secas habrian resultado relativamente méas favorables para las
“chinches”, que para los parasitoides, lo cual podria explicar en parte los bajos porcentajes
de parasitoidismo en dichos periodos.

En muchos casos, las divergencias entre las preferencias térmicas de los
hospedadores y las de sus parasitoides llevan a la disrupcion de la sincronia o coincidencia
espacial entre ellos, incrementando el riesgo de brotes de plagas (Berryman, 1987). La
sincronia fenoldgica entre las plantas y los herbivoros, y entre los hospedadores y sus
parasitoides puede desacoplarse si las interacciones son afectadas diferencialmente por
variaciones en la temperatura. La exposicién a temperaturas extremas induce efectos letales
0 subletales en los parasitoides, causando menor longevidad, fecundidad, movilidad,
habilidad de orientarse hacia las fuentes de olor, y capacidad de aprendizaje (Hance et al.,
2007). Por otra parte, Godfray et al. (1994) afirmaron que la asincronia fenoldgica puede
estabilizar una interaccion que de otra manera seria inestable. Por lo tanto puede decirse en
general que las fluctuaciones anuales en la sincronia entre las poblaciones de hospedadores

y de parasitoides tienen un efecto importante sobre la persistencia de la interaccion.
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Parasitoidismo de huevos de los otros pentatdmidos

El analisis de las posturas de N. viridula, indico una EDP=0,65, y de las mismas
emergié solamente T. basalis. El porcentaje promedio de parasitoidismo/postura fue de
99,61%. Los resultados indican el alto impacto de parasitoidismo de esta especie sobre N.
viridula y sugieren una escasa importancia de esta “chinche” como hospedador alternativo
para las otras especies de parasitoides.

A partir de las posturas de E. meditabunda emergié solamente T. urichi (EDP=0,12)
y de las posturas de D. furcatus emergieron T. urichi y T. teretis (EDP total=0,29). Si bien,
el porcentaje de parasitoidismo/postura de estas dos especies de “chinches” fue en todos los
casos del 100%, el impacto del parasitoidismo seria bajo, debido probablemente a la baja
deteccion de posturas que ademas estaria relacionado con la baja densidad de estos
hospedadores. En la provincia de Cordoba, donde la representatividad de estas “chinches”
es mayor, el parasitoidismo registrado fue también mucho mas alto (entre 46 y 70%) (La
Porta, 2007).

Parasitoidismo de P. guildinii por cada especie de parasitoide

En relacion a las especies de parasitoides emergidas en el laboratorio a partir de
posturas de P. guildinii, el 76,22% de las avispas fueron T. podisi, lo cual indica que ésta
fue la especie predominante. El parasitoidismo por esta especie fue registrado durante todas
las temporadas de estudio, tanto en soja como en alfalfa. Por su parte, T. basalis representd
el 6,77% de las avispas nacidas, emergiendo tanto a partir de posturas colectadas en soja
como de las colectadas en alfalfa, aunque no en todas las temporadas. T. urichi fue
registrada solo en la temporada 2010-2011, en ambos cultivos, y represent6 el 17,01% del
total de los parasitoides emergidos. En la tabla 2.5 se muestran los porcentajes de
emergencia de cada una de las especies que parasitaron posturas de P. guildinii,

discriminando por cultivo y por temporada.
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Tabla 2.5. Porcentaje de emergencia de los parasitoides que atacaron las posturas de P. guildinii en

las distintas temporadas, en un cultivo de soja y uno de alfalfa.

soja alfalfa
2006-2007  2007-2008  2008-2009 2009-2010 2010-2011 2008-2009 2009-2010 2010-2011
T. podisi 84,87% 100% 56,92% 100% 84,08% 60,71% 100% 57,56%
T. urichi 0 0 0 0 7,27% 0 0 42,44%
T. basalis 15,13% 0 43,08% 0 8,65% 39,29% 0 0

Ribeiro & Castiglioni (2008) también encontraron altos porcentajes de
parasitoidismo de posturas de P. guildinii por parte de T. podisi (99,65%) en cultivos de
soja del Uruguay, y un bajo parasitoidismo por parte de T. basalis (0,04 %). Estos autores
registraron ademas la ocurrencia de Trissolcus brochymenae, especie que no fue encontrada
en este estudio. En cambio, el parasitoidismo de huevos de P. guildinii en la localidad de
Londrina (Parand, Brasil) fue causado principalmente por T. basalis, seguido de T. podisi, y
el incremento del parasitoidismo por T. basalis estaria relacionado con las frecuentes
liberaciones de este parasitoide realizadas en el area. También se registré la emergencia de
T. brochymenae y Gryon obesum (Hymenoptera: Scelionidae) a partir de posturas de P.
guildinii, aunque con baja frecuencia (Corréa-Ferreira, 1993a).

En la tabla 2.6 se resumen los indicadores de parasitoidismo calculados para cada

especie de parasitoide que ataco posturas de P. guildinii.
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Tabla 2.6. Eficiencia en la deteccion de posturas (EDP), eficiencia del parasitoide (EP) e impacto
del parasitismo (IP) de las especies de parasitoides que atacaron posturas de P. guildinii en las
distintas temporadas, en soja y alfalfa.

Indicadores del impacto del parasitoidismo

espec-ie .de temporada soja alfalfa
parasitoide
EDP EP IP EDP EP IP

2006-2007 0,189 0,759 0,149 - - -
2007-2008 0,067 1 0,489 - - -

T. podisi 2008-2009 0,044 0,536 0,027 0,053 0,607 0,046
2009-2010 0,800 0,563 0,492 0,650 0,769 0,537
2010-2011 0,333 0,702 0,261 0,307 0,456 0,248

T. urichi 2010-2011 0,039 0,061 0,022 0,267 0,336 0,183
2006-2007 0,027 0,135 0,027 - - -

T. basalis 2008-2009 0,029 0,406 0,021 0,053 0,393 0,030
2010-2011 0,039 0,072 0,027 - - -

Durante este estudio, de tres posturas de P. guildinii emergieron dos especies
distintas de parasitoides de cada una de ellas. En uno de los casos emergieron individuos de
T. basalis junto con T. podisi, mientras que en los otros dos emergieron avispas de T. podisi
y de T. urichi. La Porta (2007) registrd varias posturas de P. guildinii, D. furcatus y E.
meditabunda en cultivos de soja de la provincia de Coérdoba a partir de las cuales
emergieron dos especies de parasitoides, y una de ellas siempre fue T. podisi. Ribeiro y
Castiglioni (2008) también encontraron una postura (de 285 posturas colectadas) de la que
emergieron individuos de T. basalis y de T. podisi. Estos resultados sugieren que la
emergencia de dos 0 mas especies a partir de una misma postura no es comun, aunque no es
posible determinar si corresponde a una baja frecuencia de posturas parasitadas por dos
especies 0 a fuertes interacciones competitivas. Esto serd abordado en el Capitulo 4 de esta

Tesis.
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Con respecto al posible efecto del tamafio de la postura sobre el parasitoidismo, no

se encontro relacion lineal entre la proporcion de huevos parasitados por T. podisi en la
postura, y el tamafio de la misma (r’=0,041; Fa, 72=3,045; p<0,085; y=-0,647x+73,896)

(Figura 2.8).
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Figura 2.8. Proporcion de parasitoidismo (nimero de huevos parasitados/nimero de huevos de la

postura) por T. podisi, en funcién al tamafio de las posturas de P. guildinii colectadas en soja y

alfalfa en las distintas temporadas estudiadas.

Considerando el parasitoidismo de huevos de P. guildinii por T. urichi, la regresion

lineal entre la proporcién de huevos parasitados/postura y el tamafio de la misma tampoco
fue significativa (r’=0,001; F, 21= 0,004; p< 0,947; y=-0,073x+52,500) (Figura 2.9).
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Figura 2.9. Proporcion de parasitoidismo (nimero de huevos parasitados/nimero de huevos de la

postura) por T. urichi, en funcion al tamafio de las posturas de P. guildinii colectadas en soja y

alfalfa en la temporada 2010-2011.

El atague de los parasitoides no seria densodependiente a la escala espacial
analizada, es decir a nivel de la postura. Es importante destacar que en un 38,41% de las
posturas de las que emergieron parasitoides también se observd emergencia de ninfas.
Muchos autores han remarcado la explotacion incompleta de los parches de hospedador por
parte de varias especies de parasitoides en general, tanto a campo como en laboratorio
(Cronin & Strong, 1993; Mackauer & Volkl, 1993; Outreman et al., 2001). Diversas
hipotesis han surgido con el fin de explicar este comportamiento (Rosenheim & Mangel,
1994). El abandono del parche cuando ain quedan unidades del hospedador sin explotar
podria deberse a que el parasitoide estaria evitando el auto-superparasitoidismo
(especialmente cuando la discriminacion entre hospedadores no parasitados y hospedadores
ya parasitados es imperfecta), a que existe una alta disponibilidad de hospedadores sanos en
el habitat, a limitacién en la carga de huevos del parasitoide, 6 a interferencia entre las
hembras. Otros autores sugieren que este comportamiento es una estrategia del parasitoide
para minimizar los riesgos que corre su progenie al ataque de depredadores e
hiperparasitoides (Cronin & Strong, 1993; Strong, 1989). La limitacion en la carga de
huevos no seria importante en este caso, ya que la fecundidad (nimero de huevos/hembra)
de las especies que parasitaron a P. guildinii es alta (entre 76 y 211 huevos/hembra para T.

podisi; 75 huevos/hembra para T. urichi; 300 huevos/hembra para T. basalis (Awan et al.,
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1990; Laumann et al., 2008; Pacheco & Corréa-Ferreira, 1998;) en relacion al tamafio

promedio de la postura de esta “chinche” (15 huevos/postura).

La depredacion detectada en las posturas de P. guildinii fue baja en soja y en alfalfa,
el 1,02% y 3,51% de las posturas, respectivamente. En trébol rojo, en cambio, la
depredacidn de posturas por insectos masticadores fue muy importante. Se colectaron restos
de aproximadamente 33 posturas con signos de depredacion por insectos masticadores, las
cuales no pudieron ser consideradas en la estimacion del parasitoidismo dado que se
encontraban muy destruidas. Considerando que se colectaron 21 posturas P. guildinii sanas
en este cultivo a lo largo de las tres temporadas estudiadas, las posturas depredadas por
insectos masticadores representaria mas del 60% de las posturas reunidas. Durante el
muestreo se observo la presencia de larvas y adultos de insectos de varias especies de
depredadores (coccinélidos, crisdpidos, formicidos). En este cultivo no se observo
parasitoidismo, pero el mismo podria haber sido subestimado debido a la depredacion
intragremio coincidente, en el caso en que las posturas depredadas hubieran estado
parasitadas. Este fendmeno ocurre cuando dos especies que comparten un hospedador o
presa (y por lo tanto pueden competir) también estan involucrados en una interaccion

tréfica entre ellos (parasitoidismo o depredacién) (Rosenheim et al., 1995).
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CAPITULO 3

Desempefio de los parasitoides o6fagos sobre huevos

de Piezodorus guildinii y de Nezara viridula como hospedador alternativo

Introduccion

La gran diversidad de especies con estilos de vida parasita es un hecho muy
conspicuo en la naturaleza (Henry et al., 2008). En particular, las avispas parasitoides
representan entre el 10 y el 20% de todos los insectos (Godfray, 1994; Quicke, 1997,
Whitfield, 2003). El principal factor que contribuyé a esta importante diversidad, a través
de la diferenciacion de poblaciones y la ulterior especiacion, es la intima relacién
establecida entre los parasitoides y sus hospedadores, y la seleccion disruptiva asociada.
Dado que un solo genotipo no es uniformemente superior en todos los ambientes, la
aparicion de lineas localmente adaptadas puede conducir al desarrollo en diferentes
hospedadores como estrategias alternativas estables (Falconer & Mackay, 1996).

Las caracteristicas fisiologicas y de comportamiento que actlan en conjunto
mediando la aceptacion y el éxito reproductivo en un hospedador, juegan un papel muy
importante en las relaciones parasitoide-hospedador (Henry et al., 2008). El rango de
hospedadores de una especie de parasitoide esta determinado en parte por la capacidad de
busqueda y de seleccion que poseen las hembras (Godfray, 1994; Vinson, 1998), asi como
por el éxito reproductivo y la supervivencia, como indicadores del desempefio, en funcion
de la cantidad y calidad de la oferta de hospedadores (Hochberg & Ives, 2000; McNamara
& Houston, 1992). Los estados particulares de la historia de vida del parasitoide, tales
como la edad, el estado nutricional y la experiencia previa de oviposicion también influyen
en el desempeiio del mismo (Lucchetta et al., 2007; McNamara & Houston, 1990;
McNamara & Houston, 1992).

En el proceso de parasitoidismo, la calidad del hospedador influye sobre el
desarrollo exitoso y la emergencia de las avispas. En algunos casos, la avispa hembra no es
realmente capaz de parasitar los hospedadores que ha seleccionado, y en otros casos el

parasitoidismo ocurre, pero la progenie no es capaz de desarrollarse en el hospedador
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elegido. Un hospedador adecuado queda definido entonces como aquel en el cual el
parasitoide puede producir progenie fértil (Salt, 1935).

En el estudio del desempefio de los parasitoides, la mayoria de los modelos de
optimizacion se basan en el supuesto de que los organismos optimizan algunas
caracteristicas fisiologicas o de su comportamiento con el fin de maximizar su desempefio a
lo largo de su vida. El desempefio, definido como la capacidad de un individuo de
transmitir copias de sus genes a las generaciones futuras (Bolhuis & Giraldeau, 2005), es
utilizado como una medida de éxito, y se espera que cualquier cambio en la morfologia,
fisiologia o comportamiento de un animal que aumente esta capacidad sea seleccionado a
favor. En los parasitoides, la expresién de comportamientos asociados con la localizacién
de hospedadores y el parasitoidismo estan directamente relacionados con una mejora en el
desempefio, ya que encontrar y parasitar a un hospedador son procesos claves para asegurar
la descendencia.

Los parasitoides muestran plasticidad fenotipica en sus elecciones de hospedador
(Vos & Vet, 2004). La plasticidad fenotipica es la capacidad de un genotipo de producir
fenotipos distintos adecuando su fisiologia, morfologia, o el desarrollo en respuesta a los
cambios en el medio (Colinet et al., 2007; Pigliucci, 2001). ElI desempefio estara
fuertemente influenciado por los factores que actian sobre la plasticidad fenotipica. El
tamafio de los parasitoides es una de las caracteristicas morfol6gicas en las que mas se
evidencia dicha plasticidad, dado que varia en funcién de la especie de hospedador sobre la
cual se desarrolla, el nivel de superparasitoidismo y la edad del hospedador, entre otras. La
duracion de los estados inmaduros, asi como la fecundidad de los adultos, también pueden
estar influenciadas por la especie de hospedador utilizado.

Todas estas variables deben ser tomadas en cuenta al momento de decidir cuéles
caracteristicas de la historia de vida seran relevantes para comparar el desempefio de un
parasitoide sobre distintos hospedadores. Para ello, Roitberg et al. (2001) definieron diez
caracteristicas de la historia de vida importantes a tener en cuenta en el estudio del
desemperio de los parasitoides, cinco de las cuales son consideradas especialmente para el
caso de los parasitoides de huevos: el tamafio, la longevidad, la fecundidad, la habilidad de
apareamiento y la capacidad de dispersion. El tamafio del parasitoide afecta a la mayoria de

las otras caracteristicas de la historia de vida, por lo cual no es un indicador directo del
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desempefio. La longevidad es crucial, especialmente en referencia a la probabilidad de
encuentro del hospedador. La fecundidad es quizés la caracteristica mas importante al
estudiar el desempefio de las hembras de los parasitoides, asi como la habilidad de
apareamiento lo es respecto del desempefio de los machos. La capacidad de dispersion del
parasitoide es particularmente importante cuando el hospedador es movil, ya que la
principal dificultad es encontrarlo. En las hembras, la capacidad de dispersion es
particularmente importante en el proceso de bdsqueda, como una medida de la capacidad de
los parasitoides de encontrar y parasitar a los hospedadores. Por dltimo, la tasa de
desarrollo no seria una caracteristica apropiada para comparar el desempefio de los
parasitoides, debido a que el tiempo de desarrollo presenta baja variabilidad interespecifica
entre los parasitoides de huevos (Doyon & Boivin, 2006), por lo cual este no seria un
parametro apropiado para comparar el desempefio en diferentes hospedadores, para este
gremio.

Otra variable que podria estar mediada por la calidad del hospedador es la
proporcién de sexos de la progenie, la cual en los parasitoides cuyas poblaciones estan
constituidas por pequefios grupos de individuos relativamente aislados, esta frecuentemente
sesgada hacia las hembras. Segun la teoria de la competencia local por pareja (“Local mate
competition theory”) (Hamilton, 1967), una avispa madre debe dejar en su progenie una
cantidad de machos tal que sea suficiente para fertilizar a todas las hembras. Estudios
posteriores a los de Hamilton demostraron que la proporcién de sexos prevista por la teoria
de la competencia local por pareja puede verse alterada por diversos motivos. En funcion
de la disponibilidad de los recursos, la hembra “invertird” en el sexo que mas se beneficie
de esos recursos. Por ejemplo, el recurso disponible para la reproduccién, representado por
el hospedador, puede variar en tamafio. Segin Charnov et al. (1981) las hembras se
beneficiardn mas que los machos al desarrollarse en hospedadores de mayor tamafio. Por lo
tanto, la proporcion de sexos de la progenie estaria influenciada por el tamafio del
hospedador atacado.

Por otro lado, la especie y la edad de los hospedadores, independientemente del
tamario, son otros dos posibles componentes de la calidad del mismo que pueden influir en
la proporcion de sexos de la progenie (King, 1987), resultando también en desviaciones a la

proporcidn propuesta por la teoria de la competencia local por pareja.
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En relacion a los estados particulares de la historia de vida del parasitoide, la edad
de la hembra puede afectar negativamente la tasa de oviposicion, la emergencia y la
proporcion de sexos de la descendencia (Powell & Shepard, 1982). Al respecto, Corréa-
Ferreira (1993) encontré que la proporcién de hembras en la progenie de T. basalis
parasitando huevos de N. viridula, disminuyo desde 0,94 para avispas madres de dos dias
de edad, hasta llegar a producirse mas machos que hembras en la progenie de avispas
madres de 10 dias de edad. El incremento en la proporcion de machos puede conducir a
interferencia entre ellos y menor efectividad en la fecundacion de las hembras, lo cual lleva
a su vez a una mayor proporcién de machos en la poblacion, ya que se trata de especies
arrenotoquicas, con hembras diploides y machos haploides.

Como fue presentado en la introduccion general de esta Tesis, Trissolcus basalis,
Telenomus podisi y Trissolcus urichi son parasitoides polifagos de huevos de “chinches”, y
las tres especies han sido citadas como parasitoides de Nezara viridula y de Piezodorus
guildinii (Field et al., 1998; Johnson, 1985a; Johnson, 1985b; Johnson, 1987; Masner,
1976; Masner, 1980; Silva dos Santos, 2008). Ambos hospedadores coexisten en el cultivo
de soja, y son recursos disponibles para los parasitoides (Liljesthrom & Coviella, 1999), si
bien numerosos antecedentes indican a N. viridula como el principal hospedador de T.
basalis (Clarke, 1990b; Corréa-Ferreira & Zamataro, 1989b; Cumber, 1951; Ehler, 2002;
Jones, 1988; Liljesthrom & Coviella, 1999; Orr, 1988) y a P. guildinii como hospedador de
T. podisi y de T. urichi (Sujii et al. 2002).

En funcion de los antecedentes y los resultados obtenidos en el Capitulo 2 de esta
Tesis, los cuales indican mayor parasitoidismo y emergencia de T. podisi y T. urichi sobre
P. guildinii, se espera que el desempefio de T. podisi y de T. urichi en condiciones 6ptimas
para las hembras sea mayor sobre P. guildinii y el de T. basalis sea mayor sobre N.
viridula.
Objetivos:
e conocer el desempefio de los parasitoides T. podisi, T. urichi y T. basalis
sobre P. guildinii y N. viridula.
e evaluar el efecto de la edad de la avispa madre, sobre el desempefio de T.

podisi, T. urichi y T. basalis a partir de huevos de P. guildinii.
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Materiales y métodos

Las colonias de “chinches” y de avispas fueron establecidas a partir de individuos
colectados en un cultivo de soja de la Estacion Experimental Julio Hirschhorn de la
Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la UNLP. Los adultos de P. guildinii y N.
viridula fueron alimentados con vainas de poroto comun (Phaseolus vulgaris), y
mantenidos a 24+1°C, 70£10% RH y 14h de fotofase. Posturas de cada especie fueron
colectadas diariamente y utilizadas tanto para el sostenimiento de las colonias de
parasitoides como para la realizacion de los experimentos.

Los parasitoides T. podisi y T. urichi fueron criados sobre huevos de P. guildinii,
mientras que para T. basalis se utilizaron posturas de N. viridula. Se suministr6 miel
diariamente como fuente de alimento para los adultos.

Se realizaron experimentos de no-eleccion, ofreciendo posturas de menos de 24h de
desarrollo de P. guildinii o de N. viridula a hembras del parasitoide con 24 a 48h como
adulto, copuladas, y sin experiencia de parasitoidismo previa. Se realizaron 82 réplicas de
la combinacion T. podisi-P. guildinii (en adelante “Tp-Pg”), 58 de T. urichi-P. guildinii
(“Tu-Pg”), 35 de T. basalis-N. viridula (“Tb-Nv”), 26 de T. podisi-N. viridula (“Tp-Nv”),
16 de T. urichi-N. viridula (“Tu-Nv”), y 30 de T. basalis-P- guildinii (“Tb-Pg”). Las
posturas y las avispas fueron mantenidas en tubos de ensayo, en las condiciones de
laboratorio antes mencionadas. Luego de 72h las avispas fueron retiradas.

Para evaluar el efecto de la edad de la hembra, la unidad experimental consistié en
una postura fresca de P. guildinii (24h de desarrollo) ofrecida a una hembra de T. podisi. Se
utilizaron hembras de edades desde 2 hasta 10 dias de emergidas. Se realizaron 8 réplicas
para cada edad. Luego de observarse la cépula, las avispas hembras fueron reservadas con
miel como fuente de alimento y sin posturas del hospedador, hasta alcanzar la edad
requerida para hacer los experimentos. La alimentacion de los adultos con miel es
ampliamente utilizada en las crias de parasitoides himendpteros tanto para experimentacion
como para crias masivas. Ademas de cumplir con los requerimientos nutricionales y
energéticos de las avispas (principalmente hidratos de carbono y otros compuestos

organicos), es una fuente de alimento facil de obtener y economica (Wackers, 2003). Las
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posturas estuvieron expuestas a los parasitoides por un lapso de 48h, y luego fueron
mantenidas bajo condiciones controladas (25 + 1°C; 70 £ 5% HR; 14h de fotofase). El
mismo procedimiento fue realizado con hembras de T. urichi y de T. basalis. En el caso de
T. urichi se utilizaron hembras de 3, 4 y 6 dias de edad (8 réplicas para cada edad), y en el
caso de T. basalis se utilizaron hembras de 2, 3, 4, 5, 6 y 8 dias (10 réplicas para cada
edad).

Se registro el nimero de ninfas, y el nimero y sexo de los parasitoides emergidos.
Los huevos del hospedador de los que no se registré emergencia alguna fueron disecados
para confirmar el parasitoidismo.

Los huevos fueron caracterizados como:

e huevos cerrados con ninfa muerta;

e huevos cerrados con pupa o0 adulto del parasitoide totalmente formado y

muerto;

e huevos cerrados con contenido incierto.

Como fue mencionado en el Capitulo 2, los huevos cerrados con contenido incierto
tuvieron en su interior una sustancia viscosa, amarillenta, que podria sugerir parasitoidismo
no exitoso o alguna otra causa de mortalidad.

El nimero de huevos parasitados fue calculado como el nimero de huevos cerrados
con pupa o adulto del parasitoide, mas el nimero de huevos de los que emergieron
parasitoides. Los huevos con contenido incierto no fueron considerados como parasitados.

Se calculd la proporcion de parasitoidismo (nimero de huevos parasitados / nimero
de huevos ofrecidos), la proporcion de emergencia (nUmero de avispas emergidas / nimero
de huevos parasitados), y la proporcién de hembras de la progenie (nimero de hembras /
namero total de descendientes adultos).

Las proporciones calculadas en cada tratamiento se compararon mediante ANOVA.
En los casos en que los datos no presentaron normalidad ni homocedasticidad, los datos
fueron transformados mediante la transformacion angular (arcoseno de la raiz cuadrada de
la proporcion). Cuando los supuestos del ANOVA no se cumplieron se realizo la prueba no

paramétrica de Kruskal-Wallis.
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Para las edades en las cuales se tuvieron datos tanto para T. podisi como para T.
urichi y T. basalis (4 y 6 dias), se realiz6 un ANOVA de dos vias para evaluar el efecto de
la especie de parasitoide y de la edad del mismo, sobre las proporciones de parasitoidismo,
de emergencia y de hembras en la progenie.

La proporcion de parasitoidismo y de emergencia de avispas a partir de huevos de
P. guildinii parasitados por hembras de T. basalis de distintas edades, fueron contrastadas
con las proporciones registradas a partir de huevos de su hospedador preferido, N. viridula
parasitados por avispas de 2 dias, mediante ANOVA.

Resultados

Parasitoidismo causado por Telenomus podisi, Trissolcus urichi y Trissolcus basalis
sobre huevos de Piezodorus guildinii y Nezara viridula

La proporcion de parasitoidismo fue diferente entre las distintas interacciones
parasitoide-hospedador (Hs, n=247)=128,815; p<0,001), siendo alta en Tp-Pg, Tu-Pg y Th-
Nv y muy baja en Tp-Nv y Tu-Nv. T. basalis no parasitdé los huevos de P. guildinii
ofrecidos, si bien se registraron dos réplicas con algunos huevos con contenido incierto (2

huevos en una réplica y 4 en la otra) (Figura 3.1).

La proporcion de emergencia de adultos de T. podisi y de T. urichi ocurrida en P.
guildinii como hospedador fue del 99,73% y del 99,55% respectivamente. Si bien hubo
formacion de adultos de estas especies a partir de huevos parasitados de N. viridula (2
réplicas del primero y 3 réplicas del segundo), estas avispas no fueron capaces de emerger,

es decir que los adultos murieron dentro del hospedador.

La proporcion de emergencia de T. basalis sobre N. viridula fue del 92,72%, siendo
significativamente menor al compararla con la de las avispas que nacieron de P. guildinii
(H(zy N:168)=371166; p<0,001) (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Proporcidn de parasitoidismo (nimero de huevos parasitados/nimero de huevos ofrecidos)
(arriba) y proporcion de emergencia (nimero de avispas emergidas/nimero de huevos parasitados) (abajo) en
las distintas combinaciones parasitoide-hospedador. Las barras indican el intervalo de confianza al 95%. Tp:
T. podisi; Tu: T. urichi; Th: T. basalis; Pg: P. guildinii; Nv: N. viridula. Letras distintas indican diferencias

significativas en la proporcion de parasitoidismo, segun Tukey (p<0,05).
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La proporcion de hembras de la descendencia de T. podisi a partir de huevos de P.
guildinii (0,899) fue significativamente menor a la registrada para T. urichi sobre huevos de
esta especie de “chinche” (0,919), y que la registrada para T. basalis sobre huevos de N.
viridula (0, 919) (F = 3,07; gl=2, 165; p=0,049) (Figura 3.2). .

0,9 4

Prop de hembras dela progenie

0,85
Tp-Pg Tu-Pg Th-Nv

Figura 3.2. Proporcion de hembras en la progenie de las distintas combinaciones parasitoide-hospedador. Las
barras indican el intervalo de confianza al 95%. Tp: T. podisi; Pg: P. guildinii; Tu: T. urichi; Tb: T. basalis;

Nv: N. viridula. Letras distintas indican diferencias significativamente segin Fisher al 5% de probabilidad.

La proporcion de sexos de la descendencia, en las otras combinaciones parasitoide-
hospedador (Th-Pg, Tp-Nv y Tu-Nv) no fue analizada debido a que no se obtuvo, o se
obtuvo muy poca descendencia de cada especie en ambos hospedadores. T. basalis no
parasito a P. guildinii y en las replicas (posturas) de N. viridula parasitadas por T. podisi y
por T. urichi (2 y 3 respectivamente) en las que hubo formacién de avispas pero que no

lograron emerger, se constato la presencia de una Gnica hembra en cada caso.

Parasitoidismo causado por avispas de distintas edades

No se registraron diferencias significativas en la proporcion de parasitoidismo de
hembras de T. podisi de distintas edades sobre huevos frescos (Hs, n=60)=3,237; p=0,919),
ni en la proporcion de emergencia de la progenie (H, n=57=9,374; p=0,312) (Figura3.3). La
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proporcion promedio de huevos parasitados por postura fue 0,690, emergiendo el 97,54%
de las avispas formadas.

Tampoco se encontraron diferencias significativas en la proporcion de
parasitoidismo (F=0,417; gl=2, 14; p=0,667) ni en la de emergencia de la progenie (F=0,02;
gl=2, 14; p=0,978), a partir de hembras de T. urichi de distintas edades (Figura 5.1). En este
caso, la proporcion promedio de huevos parasitados por postura fue 0,775, y se registro un
alto porcentaje de emergencia de las avispas formadas (98,20%).

Al comparar la proporcién de parasitoidismo en las edades 4 y 6 dias, entre T.
podisi, T. urichi y T. basalis, no se encontraron diferencias significativas entre las edades
(F=0,044; gl=1, 29; p=0,835), ni entre especies (F=0,807; gl=2, 29; p=0,455). La interaccion
entre la especie de parasitoide y la edad de la hembra no fue significativa (F=0,253; gl=2,
29; p=0,778) (Figura 5.1). Si bien la proporcion promedio de parasitoidismo de T. basalis
fue alta, se registr6 un muy bajo nimero de posturas parasitadas por T. basalis de las dos
edades comparadas. Tampoco se encontraron diferencias significativas en la proporcion de
emergencia de la progenie entre especies (F= 0,43: gl=2, 29; p=0,654), ni entre las edades
(F=1,17; gl=1, 29; p=0,289), y la interaccion entre la especie de parasitoide y la edad de la
hembra no fue significativa (F=0,270; gl=2, 29; p=0,762).

Las hembras de T. basalis de 2 y 3 dias de edad no parasitaron a P. guildinii,
emergiendo la totalidad de las ninfas. Si bien se registro parasitoidismo a partir de hembras
de edades mayores, la proporcion de posturas atacadas fue relativamente baja (54,54% de
las réplicas para las hembras de 4 dias, 20% de las réplicas para las hembras de 5 dias, 30%
de las réplicas para las hembras de 6 dias, y 25% de las réplicas para las hembras de 8 dias),
al compararla con los resultados de T. podisi y T. urichi (ambas atacaron la totalidad de las
posturas ofrecidas). La proporcion de parasitoidismo de huevos de P. guildinii causada por
hembras de T. basalis de 8 dias de edad fue significativamente menor que la causada por
hembras de 4, 5 y 6 dias de edad sobre este hospedador, y que la causada por hembras de 2
dias de edad al parasitar huevos de N. viridula (F=12,116; gl=4, 41; p<0,001). El mismo
patron se evidencid al comparar la proporcion de emergencia de la progenie (F=4,795;
gl=4, 41; p=0,003) (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Proporcién de parasitoidismo (nimero de huevos parasitados/nimero de huevos ofrecidos) y
proporcion de emergencia (nimero de avispas emergidas/nimero de huevos parasitados) a partir de huevos de
P. guildinii parasitados por hembras de T. podisi, T. urichi y T. basalis de distintas edades (barras sélidas), y a
partir de huevos de N. viridula parasitados por hembras de T. basalis de 2 dias de edad (barras a rayas). Las
barras indican el intervalo de confianza al 95%. Letras mindsculas distintas indican diferencias significativas
en la emergencia (p<0,05). Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas en el parasitoidismo

(p<0,05).
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La proporcion de hembras en la progenie de las avispas de T. podisi de 10 dias fue
significativamente menor que la de hembras de 4 dias (F=2,141; gl=8, 46; p=0,049) (Figura
3.4).

1,2 -

Proporcién de hembras

edad (dias)

Figura 3.4. Proporcion de hembras del parasitoide T. podisi emergidas a partir de huevos de P.
guildinii parasitados por hembras de distintas edades. Las barras indican el intervalo de confianza al

95%. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Se encontrd un patrén similar en la proporcién de hembras en la progenie de T.
urichi, siendo significativamente menor dicha proporcion en la progenie de hembras de 6
dias (F=6,174; gl=2, 14; p=0,012) (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Proporcion de hembras del parasitoide T. urichi emergidas a partir de huevos de P.
guildinii parasitados por hembras de distintas edades. Las barras indican el intervalo de confianza al

95%. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Para el analisis de la proporcion de sexos de la descendencia de T. basalis, no se
consideraron las dos réplicas del tratamiento de avispas de 8 dias de edad en las que se
registr6 emergencia de adultos, ya que sélo emergieron 1 y 4 individuos, y todos ellos
fueron hembras. No se encontraron diferencias significativas en la proporcién de hembras
en la progenie de avispas de distintas edades (F=0,388; gl=2, 8; p=0,691) (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Proporcién de hembras del parasitoide T. basalis emergidas a partir de huevos de P.
guildinii parasitados por hembras de distintas edades. Las barras indican el intervalo de confianza al

95%. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).
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No se encontraron diferencias significativas en la proporcion de hembras al
comparar la progenie de T. podisi, de T. urichi y de T. basalis (F= 0,297; gl=2, 29;
p=0,745), en las distintas edades en que dicha comparacién fue posible (F=1,790; gl=1, 29;
p=0,191) (Figura 3.7). La interaccidon entre la especie de parasitoide y la edad de la hembra
no fue significativa (F= 2,695; gl=2, 29; p=0,084).

1,2 4
10 - a
0,8 4

06 -

Proporcion de hembras

0.4 4

0,2 4

0,0 4

T
4 edad (dias) 6
W T. podisi WT. urichi T. basalis

Figura 3.7. Proporcion de hembras emergidas a partir de huevos de P. guildinii parasitados por
hembras de T. podisi y de T. urichi de distintas edades. Las barras indican el intervalo de confianza

al 95%. Letras distintas indican diferencias significativas.

Discusién

Los indicadores de desempefio analizados indican que para T. podisi y T. urichi el
hospedador mas adecuado fue P. guildinii, ya que la proporcion de parasitismo y la
proporcién de emergencia de estas avispas sobre huevos del otro hospedador, N. viridula,
fueron muy bajas. Por su parte, los mismos indicadores sugieren que para T. basalis el
hospedador més adecuado fue N. viridula. Varios autores han investigado el desempefio, en
condiciones de laboratorio, de diversos scelionidos polifagos sobre distintos hospedadores
(Catalan & Verdu Gallardo, 2005; Cividanes & Figueiredo, 1996b; Corréa-Ferreira &
Zamataro, 1989b; Cusumano et al., 2011; Kivan & Kilic, 2002; Kivan & Kilic, 2004; Kivan
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& Kilic, 2006; Laumann et al., 2008; Laumann et al., 2010; Pacheco & Corréa-Ferreira,
1998; Sujii et al., 2002), si bien en muy pocos de estos trabajos se estudia a P. guildinii
como hospedador. En relacion a T. podisi, Pacheco & Corréa-Ferreira (1998) indicaron una
proporcion de parasitoidismo de huevos de P. guildinii de 70%. Para el caso de T. urichi
sobre P. guildinii, Sujii et al. (2002) obtuvieron porcentajes muy bajos (12%), inferiores a
los encontrados en el presente estudio.

Los porcentajes de emergencia de T. basalis sobre N. viridula obtenidos en este
trabajo concuerdan con los encontrados por varios autores (Corréa-Ferreira & Moscardi,
1995; Peres & Corréa-Ferreira, 2004; Powell & Shepard, 1982). Sin embargo, Sujii et al.
(2002) observaron porcentajes de emergencia muy inferiores (44%) para esta combinacion
de parasitoide-hospedador en ensayos de no-eleccién. Utilizando ensayos de eleccion
maultiple, los mismos autores obtuvieron un 86% de emergencia de avispas, el cual es aun
algo inferior al encontrado en este estudio.

A continuacion se discuten las interacciones en las que el desempefio de los
parasitoides fue bajo.

El parasitoidismo de huevos de N. viridula por T. podisi y T. urichi alcanz6 valores
muy bajos y similares a los registrados por Pacheco & Corréa-Ferreira (1998). Los
individuos que alcanzaron el estado adulto fueron incapaces de emerger. Esto concuerda
con los resultados experimentales de Suijii et al. (2002) y los de Pacheco & Corréa-Ferreira
(1998), y los datos de campo de Corréa-Ferreira & Moscardi (1995), quienes encontraron
avispas adultas totalmente desarrolladas pero no emergidas, muertas dentro del huevo de la
“chinche”. De hecho, Pacheco & Corréa-Ferreira (1998) plantearon la imposibilidad de
evaluar la fertilidad y la proporcion de sexos de la progenie de T. podisi a partir de huevos
de N. viridula, debido a su escaso desarrollo en este hospedador. Las diferencias en el
grosor o en la dureza del corion del huevo de las distintas especies de “chinches” podrian
influir en la emergencia de los parasitoides, al dificultar el proceso mediante el cual las
avispas adultas cortan el huevo del hospedador para salir del mismo (Kivan & Kilic, 2002).
En el caso de las especies de “chinches” evaluadas en este trabajo, se aprecié una mayor
resistencia del corion de los huevos de N. viridula respecto de los de P. guildinii durante el

proceso de diseccion.
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En cuanto al parasitoidismo de posturas de N. viridula por T. podisi a campo,
Corréa-Ferreira (1993) y Ehler (2002) encontraron muy bajos porcentajes, 0,2% en Brasil y
0,1% en California, respectivamente. En el caso de T. urichi son muy pocos los registros de
ocurrencia de este parasitoide sobre N. viridula (Corréa-Ferreira & Moscardi, 1995).

Asi mismo, no se registré formacion de avispas de T. basalis a partir de huevos de
P. guildinii, si bien en unos pocos casos se evidenciaron huevos de este hospedador (2
huevos en una réplica y 4 en otra) que presentaban un contenido incierto, sugiriendo
parasitoidismo no exitoso. De acuerdo a Ganesalingam (1966) las hembras de T. basalis
pueden matar a los embriones de N. viridula en la accion de introducir su ovipositor en el
huevo del hospedador aun sin oviponer, resultando en hospedadores muertos, con un
contenido incierto similar al hallado en este trabajo.

En contraposicién con los resultados de este estudio, Sujii et al. (2002) reportaron
un 36% emergencia de T. basalis a partir de posturas de P. guildini en los ensayos de no-
eleccion, si bien no registraron emergencia de avispas a partir de esta combinacién
parasitoide-hospedador en los ensayos de eleccion-multiple. Esto podria deberse a que los
ensayos de no-eleccion en algunas ocasiones sobreestiman los rangos de hospedadores de
los insectos, ya que ellos pueden atacar hospedadores no adecuados como consecuencia de
cambios de comportamiento determinados por las condiciones de laboratorio (aislamiento,
privacion de hospedadores, etc.) (Godfray, 1994; Sands & Papacek, 1993; Strand &
Obrycki, 1996; van Lenteren et al., 2006).

A su vez, distintos autores registraron parasitoidismo a campo de T. basalis sobre P.
guildinii, tales como Corréa-Ferreira & Moscardi (1995) quienes indicaron un porcentaje de
parasitoidismo promedio de 44% para esta combinacion parasitoide-hospedador. Ellos
argumentaron que el parasitoidismo de posturas de P. guildinii por T. basalis en el norte del
estado de Parana, Brasil, se ha ido incrementando progresivamente (desde un 7,7% en
1986), aparentemente como resultado de las frecuentes liberaciones de este parasitoide en
dicha region (Corréa-Ferreira, 1993b). En Uruguay en cambio, donde no se realizaron
liberaciones aumentativas, Ribeiro & Castiglioni (2008) obtuvieron un solo individuo de T.
basalis a partir de las 1.388 posturas de P. guildinii parasitadas, colectadas a campo. En el
presente estudio se registrd esta interaccion a campo aunque con muy baja frecuencia

(Capitulo 2).
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Las discrepancias entre resultados de campo y de laboratorio podrian explicarse
analizando las condiciones en ambas situaciones. Los ensayos de no-eleccion son usados
frecuentemente para identificar especies no hospedadoras debido a la robustez del método,
ya que la probabilidad de obtener falsos negativos es baja (van Driesche & Murray, 2004).
Al utilizar hembras jovenes (con 1 a 2 dias de emergidas), con una alta carga de huevos, sin
experiencia previa de oviposicion, y sin contacto previo con huevos de ninguna especie de
potencial hospedador, se estima que se logra la méxima motivacion o tendencia a oviponer,
por lo tanto si no se registra parasitoidismo la especie se considera no hospedadora. Sin
embargo, si el tiempo de privacion de hospedadores fuera largo, el parasitoide podria
igualmente parasitar un hospedador no adecuado (Logarzo et al., 2011), con las
consiguientes consecuencias negativas en su desempefio. En las condiciones de este
estudio, podria decirse que el tiempo de privacion de hospedadores no fue suficientemente
grande como para inducir el parasitoidismo de T. basalis sobre huevos de P. guildinii, un
hospedador no preferido pero sobre el cual se ha registrado al menos un bajo porcentaje de
parasitoidismo a campo (Capitulo 2).

Los resultados obtenidos a partir de estos estudios indican que P. guildinii no seria
un hospedador adecuado para T. basalis, ya que las hembras jovenes no parasitaron huevos
de esta “chinche”. Si bien se conoce que el principal hospedador de T. basalis es N.
viridula, bajo ciertas circunstancias (baja densidad del hospedador preferido, alta carga de
huevos y baja expectativa de vida) esta avispa puede incluir a P. guildinii como hospedador
secundario.

La alta proporcion de hembras de la descendencia de las tres especies de
parasitoides sobre los hospedadores en los que su desempefio fue mayor, seria un indicador
mas de la apropiada calidad del hospedador. En el caso de las avispas emergidas a partir de
P. guildinii, la mayor proporcién de hembras en la descendencia de T. urichi en relacion a
la de T. podisi, podria deberse a una capacidad de apareamiento superior en los machos de
la primera especie.

Pacheco & Corréa-Ferreira (1998) encontraron una proporcion de hembras de T.
podisi desarrolladas a partir de P. guildinii (0,73) algo menor a la de este estudio,
probablemente debido a diferencias entre lineas genéticas. Powell & Shepard (1982)

encontraron diferencias en la proporcion de sexos de la progenie de T. basalis provenientes
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de diferentes regiones de Australia y de Florida, al parasitar posturas de N. viridula. Por
otra parte, estudios de laboratorio demostraron que T. basalis produce mayor proporcion de
hembras a medida que ataca posturas de N. viridula de mayor tamafio (Colazza et al.,
1991), lo cual esta de acuerdo con las predicciones de la teoria de competencia local por
pareja, que indica que los parasitoides optimizan el numero de machos producidos en la
progenie que asegure la fecundacion de todas sus hermanas. El efecto del tamafio de las
posturas ofrecidas (15 y 50 huevos en promedio para P. guildinii y N. viridula
respectivamente) sobre la proporcion de sexos de la progenie no pudo ser evaluado en el
presente estudio, ya que no se obtuvo progenie de ninguna de las tres especies de
parasitoides a partir de ambos hospedadores, lo cual hubiera permitido hacer la
comparacion. Esto tampoco permitio evaluar el posible efecto de la calidad del hospedador
sobre la proporcion de sexos de la progenie, segun indica la teoria de asignacion de sexos
de la progenie (“Offspring sex allocation theory”) (Godfray, 1994). Esta teoria predice que
un mayor numero de huevos fertilizados, que daran origen a progenie hembra, seran
depositados en los hospedadores de calidad superior, presumiendo que sobre estos
hospedadores la hembra es capaz de alcanzar un tamafio corporal mas grande, que resultara
en mayores cargas de huevos y una mayor longevidad.

En relacion al efecto de la edad de la hembra al parasitar, no se encontraron
diferencias significativas en las proporciones de parasitoidismo ni de emergencia entre
hembras de distintas edades de T. podisi ni de T. urichi. Respecto de T. podisi, esto
indicaria que durante el lapso evaluado (hasta 10 dias desde la emergencia del adulto) la
capacidad reproductiva de estas avispas no se ve afectada. Pacheco & Corréa-Ferreira
(1998) encontraron que la mayor fecundidad de avispas de T. podisi a las cuales les
ofrecieron huevos de P. guildinii ad-libitum durante 17 dias, ocurrié en sus primeros 10
dias de vida, y la longevidad de estas hembras fue de 20 dias. El periodo de tiempo durante
el cual se evalud la respuesta a la privacion de hospedadores en este estudio probablemente
no fue suficiente para reflejar un posible efecto negativo de la edad sobre la fecundidad.

Al analizar la progenie de avispas de T. podisi y T. urichi de distintas edades, se
evidenci6 una tendencia hacia la produccion de una mayor proporcion de machos a medida
gue aumento la edad de la madre. Pacheco & Corréa-Ferreira (1998) también encontraron

tal tendencia en la progenie de T. podisi sobre huevos de P. guildinii, a medida que las
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avispas madres envejecieron (desde 1 a 17 dias de vida). La cantidad y calidad del esperma
durante el almacenamiento en la espermateca de las hembras, son las principales
limitaciones que influyen sobre la proporcion de sexos en la progenie de avispas
arrenotoquicas (Damiens et al., 2003). La calidad del esperma se deteriora con el tiempo
(Reinhardt et al., 1999), lo cual conlleva a una disminucion en la capacidad de fertilizacion
en hembras de mayor edad, aumentando la proporcion de individuos haploides, es decir
machos, en su progenie. Otro mecanismo que conduce al aumento de esta proporcion es el
superparasitoidismo (Charnov, 1982). En el caso de los experimentos realizados en este
estudio se trataria de auto-superparasitoidismo, lo cual es muy infrecuente. El auto-
superparasitoidismo seria beneficioso principalmente para parasitoides larvales al saturar la
respuesta inmune del hospedador, que consiste en el encapsulamiento de los huevos o
larvas del parasitoide por medio de la adhesion de los hemocitos del hospedador a la
superficie del mismo, impidiéndole la alimentacién y el intercambio de gases (Godfray,
1994). Debido a que los huevos de los hospedadores de los parasitoides o6fagos no poseen
sistema inmune (Hawkins & Sheehan, 1994), este proceso no se produce.

El aumento en la proporcion de machos de la progenie de las avispas de mayor edad
estd documentado para varias especies de scelionidos (Corréa-Ferreira, 1993a; Corréa-
Ferreira & Zamataro, 1989a; Pacheco & Corréa-Ferreira, 1998; Yeargan, 1982). Este
fendmeno podria influir negativamente en el sostenimiento de grandes colonias de los
parasitoides, ya que en dichas crias el proceso de replicacion continuo requerido, conduce a
la utilizacion simultanea de hembras de varias edades. Con el fin de evitar este efecto
negativo, en las crias masivas es comun la utilizacion de recipientes de gran tamafio en los
que se coloca una importante cantidad de huevos del hospedador junto con huevos ya
parasitados, proximos a emerger. Mediante este procedimiento se asegura la utilizacion de
hembras jovenes, evitando el aumento de la proporcion de machos en la cria (Paes Bueno,
2009).

Si bien las hembras jovenes de T. basalis no parasitaron huevos de P. guildinii, ya
que esta “chinche” no seria su hospedador preferido, la ausencia de hospedadores
adecuados a medida que la hembra envejecia habria influido en su decision de parasitar a
ese hospedador. Se conoce que con la disminucion de la expectativa de vida de la avispa, su

selectividad disminuye, bajando el umbral de calidad por debajo del cual los hospedadores
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son rechazados, de acuerdo al balance entre distintos atributos, propuesto por la teoria del
ciclo vital (Rosenheim, 1999).

Por otro lado, si bien las hembras de T. basalis de mayor edad parasitaron a P.
guildinii, la proporcion de parasitoidismo decayé significativamente con la edad de la
avispa madre. Esto podria deberse a que el parasitoide reabsorba sus huevos. La
reabsorcion de huevos es una estrategia adaptativa que permite a las hembras conservar los
recursos metabolicos en situaciones en las cuales las condiciones son desfavorables (Bell &
Bohm, 1975). De este modo, la avispa puede redistribuir los nutrientes desde los huevos
hacia los tejidos somaticos en situaciones de escasez de hospedadores (Papaj, 2000). Chabi-
olaye et al. (2001) encontraron que la fecundidad de las hembras de Telenomus isis
disminuyé a la mitad luego de 17 dias de privacién de hospedadores, y los autores lo
atribuyen a la reabsorcién de huevos por parte de la avispa. Jervis et al. (2001) afirman que
la reabsorcion de huevos ocurre principalmente en especies sinovigénicas. Segun la
clasificacion que estos autores proponen, y los resultados obtenidos por Field et al. (1998),
T. basalis seria una especie levemente sinovigénica, ya que emerge con un importante
complemento de huevos ya maduros pero también tiene la capacidad de madurar mas
huevos luego. Bajo este criterio, dicho proceso también podria haber ocurrido en las otras
dos especies de parasitoide evaluadas, sin embargo no se observé una disminucién en la
proporcién de parasitoidismo de esas avispas al envejecer.

Otra posible explicacion a la menor proporcion de parasitoidismo observada a
medida que las hembras de T. basalis envejecieron, seria la falta de estimulo de oviposicion
mediado por la presencia de un hospedador adecuado. Papaj (2000) propone que el
comportamiento de oviposicién de los parasitoides responde a variaciones en la
disponibilidad y la calidad de hospedadores, asi como al estado fisiologico del parasitoide
(Wang & Messing, 2003).

Respecto de la proporcion de hembras, no se encontraron diferencias significativas
en la progenie de avispas madres de T. basalis de distintas edades. Estos resultados
sugieren que durante el lapso estudiado (8 dias desde la emergencia de la avispa) la
cantidad y la calidad del esperma no se vieron afectadas negativamente. Considerando que
esta especie tiene una longevidad de hasta 25 dias oviponiendo ad-libitum y hasta 50 dias si

no lo hace (Corréa-Ferreira, 1993), los 8 dias evaluados en este estudio no representarian un
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lapso suficientemente largo como para reflejar un efecto de la edad de la madre sobre la
proporcién de sexos de su progenie. Cabe mencionar que T. podisi, para la cual si se
observo este efecto, posee una longevidad menor.

Por otra parte, Roitberg et al. (2001) consideraron que la proporcion de sexos es una
caracteristica relevante en el desempefio de los parasitoides, cuando se utiliza junto con la
fecundidad realizada (nimero de huevos puestos durante toda la vida), pero no tiene valor
como una medida absoluta.

Un aspecto importante en el marco del control biolégico de plagas, es que el
impacto de un parasitoide sobre las poblaciones de las mismas puede ser potenciado por la
disponibilidad de hospedadores alternativos en los cultivos o zonas aledanas, especialmente
en periodos de escasez de hospedadores (Powell, 1986). La utilizacién de hospedadores
alternativos puede ayudar a mejorar la sincronia entre los parasitoides y sus hospedadores,
mejorar la distribucion de los parasitoides, y reducir la competencia intraespecifica (van
den Bosch & Telford, 1964). Al respecto, el desarrollo de estrategias que conducen a que el
individuo actle como especialista o generalista estd mediada no sélo por los mecanismos
gue generan variacion genética, sino también por la forma en que éstos interactdan con los
diferentes factores que son especificos de cada ambiente, tanto a una escala espacial como

temporal (Henry et al., 2008).
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CAPITULO 4

Multiparasitoidismo de huevos de Piezodorus guildinii por

Telenomus podisi y Trissolcus urichi

Introduccion

El multiparasitoidismo ocurre cuando un parasitoide coloca un huevo en un
hospedador que ya posee uno o méas huevos de otra especie de parasitoide, debido a un
evento previo de parasitoidismo. Esta interaccion se diferencia del superparasitoidismo, ya
que en esta Ultima el hospedador es parasitado méas de una vez, pero por individuos de la
misma especie.

La decisién de superparasitar 6 multiparasitar implica un riesgo para el parasitoide,
ya que su descendencia serd forzada a una competencia que puede ser letal. Sin embargo,
algunas evidencias indican que estas estrategias podrian ser ventajosas, para el individuo 6
para la especie, en determinadas circunstancias. El superparasitoidismo puede ser ventajoso
si la tasa de encuentro de hospedadores no parasitados es baja, si las hembras de los
parasitoides tienen baja expectativa de vida, si poseen una alta carga de huevos, y si mas de
una hembra esta buscando hospedadores dentro del mismo parche (Quicke, 1997). También
puede ser beneficioso, en el caso de los parasitoides larvales, cuando los hospedadores son
capaces de encapsular y eliminar algunas de las larvas del parasitoide, reduciendo la
eficacia de la respuesta inmune del hospedador, lo cual permite el éxito de las restantes
larvas (Askew, 1968; Bakker et al., 1985; Puttler, 1974). Este mecanismo no concierne a
los parasitoides o6fagos, ya que los huevos de su hospedador no poseen sistema inmune
(Hawkins & Sheehan, 1994).

El multiparasitoidismo, por su parte, también seria la mejor estrategia cuando los
hospedadores son escasos y la carga de huevos del parasitoide es alta (Bakker et al., 1985).
Turlings et al. (1985) observaron que los parasitoides Leptopilina heterotoma

(Hymenoptera: Figitidae) y Asobara tabida (Hymenoptera: Braconidae) evitaron el
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superparasitoidismo pero no el multiparasitoidismo, y demostraron que si las avispas
competidoras llevan una amplia carga de huevos, evitar el multiparasitoidismo no implica
una ventaja para estos parasitoides.

De todos modos, el multiparasitoidismo no deja de implicar la competencia
interespecifica entre los estados inmaduros de los parasitoides que se estan desarrollando
dentro de un mismo hospedador (Zwdlfer, 1971). La competencia se considera un
fendmeno més importante en las comunidades de parasitoides que en las de otros niveles
troficos, ya que los hospedadores individuales constituyen una fuente de recursos pequefia,
que en el caso de ser atacados por parasitoides solitarios, solo es suficiente para un
individuo (Quicke, 1997). Esta competencia interespecifica puede darse mediante ataque
fisico o mediante supresion fisioldgica por medio de toxinas, anoxia o falta de alimento
(Godfray, 1994). Debido a que esta interaccion ocurre dentro del hospedador, la existencia
de multiparasitoidismo no puede determinarse solamente identificando las avispas que
emergen, Sino que es preciso conocer los eventos de oviposicion que sucedieron en cada
hospedador.

La competencia interespecifica entre parasitoides influye en la coexistencia de las
especies y en la estructura de la comunidad (Godfray, 1994). La coexistencia se ve
favorecida cuando la superposicién de nichos es minima. Okuda & Yeargan (1988a)
observaron el parasitoidismo a campo de las especies simpatricas Telenomus podisi y
Trissolcus euschisti, encontrando que la primera parasitd significativamente mas posturas
del hospedador en cultivos de alfafa (Medicago sativa), y la segunda solo parasitd las
posturas en arboles de Celtis occidentalis presentes en zonas aledafias a dicho cultivo. Los
autores sugieren que la coexistencia de ambas especies en los ambientes estudiados seria
favorecida por la segregacion de nichos.

Otra desventaja del multiparasitoidismo podria ser el aumento de la proporcién de
machos en la progenie, como ocurre en el superparasitoidismo (Field et al., 1997), en el
caso en que la avispa que multiparasita distinga entre hospedadores no parasitados y
hospedadores ya parasitados por otra especie. Este cambio en la proporcion de sexos tiene
consecuencias en la dindmica poblacional, ya que un aumento relativo de la cantidad de
machos conduce a mayor competencia entre los mismos, interfiriendo en la fecundacién de

las hembras. Esto genera a su vez, en los parasitoides arrenotoquicos, una mayor
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produccién de machos en la siguiente generacion, y asi sucesivamente (Hassell et al.,
1983).

Por las implicancias negativas del superparasitoidismo y del multiparasitoidismo,
los parasitoides han desarrollado mecanismos para evitarlos. Existe evidencia de que las
hembras adultas de escelionidos muestran un comportamiento de defensa de la postura
atacada, mediante un “patrullaje” que realizan permaneciendo sobre la postura que acaban
de parasitar, observadndose agresion fisica entre ellas. Field et al. (1998) encontraron que
cuando mas de una hembra de T. basalis se encuentra atacando una postura de Agnoscelis
rutila a campo, se desencadena un comportamiento agonistico. Otro mecanismo para evitar
estas interacciones negativas, seria el marcado del hospedador atacado, y la consiguiente
capacidad de reconocer dichas marcas. Estas marcas servirian principalmente a nivel
especifico (Bakker et al., 1985), si bien algunos trabajos han reportado reconocimiento
interespecifico de las marcas, principalmente entre especies emparentadas (Agboka et al.,
2002; van Baaren et al., 1994; Vet et al., 1984; Weisser & Houston, 1993).

En los escelidnidos, el marcado es realizado por la hembra mediante el raspado del
ovipositor sobre la superficie del huevo del hospedador que ha parasitado. En un estudio
realizado con la especie Telenomus sphingus (Rabb & Bradley, 1970), el procedimiento de
marcado fue realizado sobre el 77% de los huevos atacados, y solo el 15% de los huevos
que no habian sido marcados estaban parasitados. Higuchi & Suzuki (1996) constataron
que los huevos de Piezodorus hybneri sobre los que Telenomus triptus no habia realizado
el comportamiento de marcado, no habian sido parasitados.

En el caso de la competencia con ataque fisico entre las larvas, se ha observado que
el orden en el cual ocurre la oviposicion y el intervalo de tiempo transcurrido entre
oviposiciones es importante en el resultado de la competencia larval (Chow & Mackauer,
1984; Mackauer, 1990; Tillman & Powell, 1992). El primer estadio larval de los
parasitoides de la familia Scelionidae es teleaforme, con largas mandibulas que muchos
autores sugieren que son usadas en la eliminacion de competidores (Gerling, 1972; Schell,
1943; Volkoff & Colazza, 1992). Segun estos antecedentes la especie que parasite primero
tendra mas probabilidad de sobrevivir ya que su larva tendra cierto grado de desarrollo al

momento de producirse el multiparasitoidismo. Si el tiempo transcurrido entre una
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oviposicion y la otra es muy breve, sobrevivirad la especie que logre eliminar antes a su
competidora dentro del hospedador.

La emergencia de varias avispas a partir de un tnico huevo del hospedado nunca ha
sido registrada, ya que son solitarios. Sin embargo, la emergencia de varias especies de
parasitoides a partir de una misma postura de pentatdbmido parasitada a campo, si bien es
poco frecuente, ha sido registrada en varias ocasiones (Castiglioni et al., 2005; Corréa-
Ferreira, 1996; Molinari et al., 2008). Por ejemplo, se observé emergencia de Trissolcus sp
y Ooencyrtus sp a partir de una misma postura de N. viridula (Buschman & Whitcomb,
1980; Corréa-Ferreira & Moscardi, 1995; Ehler, 2002; Hoffmann et al., 1991; Shepard et
al., 1994), y en el presente estudio, T. basalis y T. podisi a partir de una misma postura de
P. guildinii (Capitulo 2 de esta Tesis).

Considerando la hipdtesis de que las avispas jovenes de T. podisi y de T. urichi, sin
limitacién en la carga de huevos, y en presencia de hospedadores no parasitados, evitan el
multiparasitoidismo, se espera encontrar que parasiten en mayor proporcion a los huevos no
parasitados que a los huevos previamente parasitados por la otra especie.

Otra hipotesis postula que la larva de la especie que tenga cierto grado de desarrollo
al momento de producirse el multiparasitoidismo tiene mejores habilidades competitivas.
Ademas, los machos de las avispas de la familia Sceliondae se desarrollan méas rapidamente
que las hembras, alcanzando mayor desarrollo en menor tiempo. Por lo tanto se espera
encontrar que sobreviva en mayor proporcién la especie que parasitd primero, y que a
mayor tiempo transcurrido entre las oviposiciones de ambas especies, menor serd la
proporcién de emergencia de la progenie del parasitoide que multiparasita. Ademas se
espera que la progenie del parasitoide que multiparasita tenga una proporcion de sexos

sesgada hacia los machos.

Objetivos:
e evaluar si ambas especies de parasitoide evitan parasitar huevos de P.
guildinii parasitados por la otra especie,
e evaluar el efecto del orden en la secuencia de oviposicién sobre el resultado

de la interaccion,
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e evaluar el efecto del tiempo transcurrido entre oviposiciones de una y otra
especie de parasitoide sobre el resultado de la interaccion,
e comparar la proporcion de sexos de cada especie en la progenie desarrollada

en huevos parasitados y huevos multiparasitados.

Materiales y métodos

La unidad experimental consistio en una postura fresca de P. guildinii de entre 10 y
15 huevos en una cépsula de Petri de 4 cm de diametro, junto con un hembra de T. podisi
con 24h como adulta, copulada y sin experiencia de oviposicion previa.

La avispa fue retirada luego que parasitara aproximadamente la mitad de la postura
y una hora después se introdujo una hembra de T. urichi, dejandola hasta que parasitara un
namero similar de huevos.

Todo el proceso de oviposicion de ambas especies fue observado bajo lupa
binocular. Se realiz6 un croquis de la postura para individualizar cada huevo y poder
registrar el momento en que cada uno de ellos fue parasitado.

Los casos en que la primera o la segunda avispa no aceptaron la postura (no
comenzaron a parasitar en un lapso de 5h), no fueron tomados en cuenta para los analisis.

El mismo procedimiento fue realizado utilizando primero una avispa de T. urichi y
luego una de T. podisi. Se realizaron 10 réplicas exponiendo primero a T. podisi y luego a
T. urichi (Tp+Tu), y 12 réplicas exponiendo primero a T. urichi y luego a T. podisi
(Tu+Tp).

Las posturas fueron incubadas a 24+1°C, 70£10% RH y 14h de fotofase hasta la
emergencia de los parasitoides y/o los hospedadores. Para determinar cual fue el resultado
de la interaccion, cada postura fue revisada a intervalos de tiempo lo mas pequerfios posible
(entre 30 min y 7 h) desde que se registraba la emergencia del primer parasitoide hasta la
emergencia del dltimo. Lo huevos parasitados de los cuales no se registré6 emergencia del
parasitoide fueron disecados 5 dias después del tiempo promedio de desarrollo preimaginal

para la temperatura a la que se realizaron los experimentos (12 dias). Se probd otro modo
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de hacer el seguimiento de los huevos, utilizado por Field et al. (1997) en ensayos con
Agnoscelis rutila (Hemiptera: Pentatomidae), que consiste en separarlos individualmente
antes o despues de exponerlos a los parasitoides, pero este procedimiento no resulto
adecuado para la manipulacion de huevos de P. guildinii ya que produjo alta mortalidad.

La seleccion del tipo de recurso para cada especie al parasitar en segundo orden,
huevos no parasitados o huevos previamente parasitados por la otra especie, se estimd

mediante la relacion de forrajeo w; (Cock, 1978):

donde o; es la proporcion del recurso i utilizado, y pi es la proporcion del recurso i
disponible.

En este caso, cuando T. urichi parasita en segundo orden, tiene dos tipos de recursos
disponibles: huevos parasitados por T. podisi y huevos no parasitados. El indice propuesto
estima la seleccién de uno u otro de los tipos de recurso, mediante la relacion entre la
proporcion de huevos que T. urichi depositd sobre uno de los tipos de recurso mencionados
dividido por la proporcidn que ese recurso representd en el total de los huevos ofrecidos.

Esto es:

Ohuevos no parasitados para T. urichi = NUmMero de huevos no parasitados por T. podisi, que
son parasitados por T. urichi/nimero total de huevos parasitados por T. urichi,

Phuevos no parasitados para T. urichi = NUMero de huevos no parasitados por T. podisi
ofrecidos/nimero total de huevos ofrecidos,

Ohuevos previamente parasitados para T. urichi = NUMero de huevos previamente parasitados
por T. podisi, que son parasitados por T. urichi/nimero total de huevos parasitados por T.
urichi,

Phuevos previamente parasitados para T. urichi = NUMeEro de huevos previamente parasitados
por T. podisi ofrecidos/numero total de huevos ofrecidos.

Del mismo modo se calcul el indice, cuando T. podisi parasito en segundo orden.
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W, toma valores entre 0 e co. Valores menores que 1 indican seleccion negativa (el

recurso es evitado), 1 indica indiferencia, y valores mayores a 1 indican seleccion positiva
(el recurso es preferido).

Para probar la hipdtesis nula de que los parasitoides exhiben indiferencia por los
distintos tipos de recursos ofrecidos (seleccionan el recurso al azar), se compar6 el
promedio de las relaciones de forrajeo con un valor Unico (1) (Sokal & Rohlpf, 1995),

mediante el test de t.

El nimero de T. podisi y T. urichi emergidos a partir de los huevos multiparasitados
fue comparado mediante y* para cada tratamiento. También se compar6 la proporcion de
emergencia de cada especie a partir de los huevos multiparasitados, entre los tratamientos
(proporcion de emergencia de una especie dada cuando parasitd primero versus su
proporcién de emergencia cuando parasité segunda) mediante la desviante normal (Sokal &
Ronhlf, 1995).

La proporcion de individuos de cada especie emergidos a partir de los huevos
multiparasitados también se compard con la proporcion de emergencia cuando la especie
parasita huevos no parasitados por la otra especie (0,99 para ambas especies) (Capitulo 3),
mediante la desviante normal (Sokal & Rohlf, 1995).

La proporcion de hembras emergidas a partir de esos huevos, fue comparada con la
proporcion de hembras promedio encontrada para la especie cuando parasita huevos sin
parasitar por la otra especie (0,900 para T. podisi y 0,919 para T. urichi) (Capitulo 3),

mediante y°.

Para evaluar el efecto del lapso transcurrido entre las oviposiciones sobre el
resultado de la interaccion, se subdividié dicho tiempo en 4 intervalos con igual nimero de
avispas emergidas en cada uno de ellos. EI nimero esperado de individuos de cada especie,
emergidos a partir de los huevos multiparasitados en cada intervalo, si la emergencia
ocurriera independientemente del tiempo transcurrido entre oviposiciones, fue estimado
como: namero total de individuos de la especie emergidos / 4.

Los nimeros observados y esperados de individuos emergidos en cada intervalo

fueron comparados mediante Tablas de contingencia.
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Resultados

Parasitoidismo por T. podisi seguido de parasitoidismo por T. urichi (Tp+Tu)

Los indices de seleccion de huevos no parasitados y previamente parasitados por T.
podisi (Wno parasitados=0,908 Y Wparasitados=1,079) no fueron significativamente distintos de 1
(p=0,1144 y p=0,080), lo cual indica que la distribucion de los ataques de T. urichi entre
huevos no parasitados o previamente parasitados por T. podisi fue al azar.

La emergencia total de avispas de una u otra especie a partir de los huevos
multiparasitados fue del 77,08%.

El nimero de individuos de T. podisi emergidos fue significativamente menor que el
nGmero de T. urichi (x?=19,703; gl=1; p<0,001), y esta Gltima especie representd el 86,49%
del total de avispas emergidas.

Por otra parte, la proporcién de emergencia de T. urichi a partir de los huevos
multiparasitados resultd significativamente menor a la proporcién registrada a partir de
huevos parasitados solamente por esa especie (p=0,011).

La proporcion promedio de hembras en la progenie de T. urichi a partir de huevos
multiparasitados fue de 0,875, y semejante a la proporcion de hembras de la especie cuando
parasita huevos no parasitados por T. podisi (x?=0,007; gl=1; p=0,934).

El nimero de individuos de T. podisi y el de T. urichi emergidos fue independiente
del lapso transcurrido entre oviposiciones (y’=5,4; gl=3; p=0,861 vy y°=0,145; gl=3;
p=0,861 respectivamente) (Figura 4.1).

Parasitoidismo por T. urichi seguido de parasitoidismo por T. podisi (Tu+Tp)

Los indices de seleccion de huevos no parasitados y parasitados para T. podisi (Wno
parasitados=0,809 Y Wparasitados=1,129) no fueron significativamente diferentes de 1 (p=0,0599
y p=0,053). Estos resultados indican que T. podisi tampoco selecciono entre huevos no
parasitados o previamente parasitados por T. urichi, es decir que la distribucion de los

ataques fue al azar.
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La emergencia total de avispas a partir de huevos multiparasitados fue del 66,66%.

El nimero de individuos de T. podisi emergidos fue significativamente menor que el
de T. urichi (x°=17,286; gl=1; p<0,001) en el multiparasitoidismo, y esta Gltima especie
represento el 89% del total de avispas emergidas.

Por otra parte, la proporcion de emergencia de T. podisi a partir de los huevos
multiparasitados resultd significativamente menor a la proporcion registrada a partir de
huevos parasitados solamente por esta especie (p<0,011).

Solo emergieron 3 individuos de T. podisi a partir de los huevos multiparasitados y
la proporcion de hembras en la progenie fue de 0,66.

Al analizar el efecto del lapso transcurrido entre oviposiciones sobre el resultado de
la interaccion, el nimero de individuos de T. urichi y de T. podisi emergidos no fue
significativamente diferente entre los distintos intervalos de tiempo (x°=0,44; gl=3;

p=0,932 y %2=3,667; gl=3; p=0,300 respectivamente) (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Numero de individuos emergidos a partir de los huevos multiparasitados, cuando T.
podisi parasito primero (Tp+Tu) y cuando T. urichi parasito primero (Tu+Tp), en funcién del lapso

transcurrido entre oviposiciones.

El porcentaje de emergencia de T. podisi a partir de huevos multiparasitados, fue
independiente del orden en el cual parasito (p=0,720). EI mismo patrén fue registrado para

la emergencia de T. urichi (p=0,720).
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Observaciones del comportamiento de oviposicion de ambas especies

La mayoria de las posturas ofrecidas a las dos especies, tanto las posturas
parasitadas previamente por la otra especie como las no parasitadas, fueron atacadas
durante las primeras 5 horas de expuestas a los parasitoides. También se registr6 una menor
cantidad de posturas de ambos tipos que no fueron atacadas en ese periodo.

Durante las observaciones realizadas para determinar la ocurrencia de
parasitoidismo, se distinguieron tres comportamientos: 1) “tamborilleo”, el cual es
realizado por la hembra al caminar sobre la postura del hospedador explorandola con sus
antenas antes de parasitarla, 2) oviposicion, que implica la insercion del ovipositor dentro
del huevo del hospedador y 3) marcado, que implica el raspado de la superficie del huevo
del hospedador, con la punta del ovipositor (Strand & Vinson, 1983).

Durante el presente estudio, en algunos casos se observo que el parasitoide rozo el
ovipositor sobre alguno de los huevos del hospedador, aunque no habia ovipuesto sobre el
mismo. En este caso, el movimiento realizado con el ovipositor fue algo diferente al que
realiza normalmente una hembra cuando marca un huevo que acaba de parasitar
(movimiento en forma de “8”).

Respecto de los huevos que se observaron como multiparasitados, y de los cuales
luego no se registr6 emergencia de avispas, en el 15% de los casos presentaban un
contenido incierto, que podria indicar parasitoidismo no exitoso, tal como se menciond en
el Capitulo 2 de esta tesis. Por otro lado, luego de la diseccion de algunos de esos huevos,

se constatd que estaban vacios.

Discusién

Telenomus podisi y T. urichi no evitaron el multiparasitoidismo, atacando
indistintamente tanto huevos no parasitados, como huevos previamente parasitados por la
otra especie. Esto podria deberse a que no pueden distinguir las marcas dejadas por avispas
de la otra especie. La incapacidad en la distincion de las marcas podria deberse a la falta de
experiencia previa de oviposicién (Keasar et al., 2001). Al respecto, Okuda & Yeargan

(1988b) realizaron ensayos de superparasitoidismo y de multiparasitoidismo entre T. podisi
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y Trissolcus euschisti, encontrando que estas avispas discriminaron las marcas a nivel
intraespecifico, pero no a nivel interespecifico. Por el contrario, podria haber ocurrido que,
aun reconociendo las marcas, la oferta de hospedadores 6ptimos (posturas sin parasitar por
la otra especie) hubiera resultado escasa para el parasitoide, y por lo tanto las avispas no
evitaron el multiparasitoidismo.

El resultado del multiparasitoidismo fue diferente para las especies involucradas en
cuanto a la emergencia relativa de las mismas. Esta interaccion result6 mas desfavorable
para T. podisi, ya que independientemente de que haya sido la primera o la segunda especie
en contactar la postura, su emergencia fue significativamente menor que la de la otra
especie, y también menor que la registrada a partir de huevos parasitados solamente por
ella.

Se han descripto varios mecanismos empleados por los parasitoides que se
encuentran compitiendo. Uno de ellos es el ovicidio heterospecifico, realizado por la
segunda avispa al usar su ovipositor para destruir al huevo de la hembra que ovipuso
primero. Durante este estudio, algunas hembras de T. urichi expuestas en segundo lugar
realizaron una “prueba” con el ovipositor sobre huevos que luego no marcaron, lo que
evidenciaria que no parasitaron. En estos huevos podria haber ocurrido ovicidio ya que no
se registré emergencia, y mediante diseccion se observé en ellos un contenido incierto.
Ganesalingam (1966) describe el proceso por el cual un parasitoide mata los huevos de otro
parasitoide al introducirle el ovipositor en el hospedador, aun sin oviponer. Collier et al.
(2002) observaron el comportamiento de dos especies del género Encarsia, indicando que
ambas especies cometieron ovicidio por medio de movimientos del ovipositor a través de la
cuticula de las ninfas hospedadoras, antes de oviponer. Este comportamiento ha sido
observado en especies de varias familias de himendpteros parasitoides (Pteromalidae,
Aphelinidae, Bethylidae, Ichneumonidae, Braconidae) (Godfray, 1994).

Otro mecanismo involucrado en la competencia entre parasitoides implica el ataque
fisico directo entre las larvas del primer estadio, las cuales utilizan sus mandibulas para
atacar y destruir a sus competidores (Salt, 1961). Las larvas de segundo estadio, aunque
mas grandes, son menos maviles y no poseen mandibulas, por lo cual resultan mas
susceptibles (Marris & Casperd, 1996; Volkoff & Colazza, 1992) al ataque de una larva de

primer estadio. En este caso tendria mayor probabilidad de sobrevivir la larva de la especie
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que parasitdé en segundo lugar. El orden de oviposicion de cada especie en los huevos
multiparasitados, no influyé el resultado de la interaccion, ya que no se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de emergencia de cada especie, entre los
tratamientos (primero T. podisi y luego T. urichi, y viceversa). Tampoco se encontré efecto
del lapso transcurrido entre las dos oviposiciones en un mismo huevo del hospedador, sobre
la emergencia de las especies. Si bien el porcentaje de emergencia de T. podisi fue muy
bajo, avispas de esta especie emergieron tanto a partir de huevos en los cuales el lapso entre
oviposiciones fue corto como a partir de los cuales este lapso fue largo. Cusumano et al.
(2011) sugieren que cuando la emergencia de una u otra de las especies que
multiparasitaron, no esta influenciada ni por el orden en que las dos avispas ovipusieron, ni
por el lapso transcurrido entre las dos oviposiciones, la eliminacion de las larvas
supernumerarias no estaria mediada por ataque fisico entre las larvas, sino por supresion
fisioldgica. Si bien no es posible descartar la competencia por ataque fisico entre las larvas,
los resultados de este estudio sugieren que la supresion fisiol6gica podria ser el mecanismo
involucrado. El ataque fisico indica competencia por interferencia mientras que la supresion
fisiolégica conduce a competencia por explotacién, con implicancias diferentes en la
dindmica parasitoide-hospedador (Hassell, 2000).

Los resultados obtenidos sugieren que T. urichi seria mejor competidora que T.
podisi sobre P. guildinii. Sin embargo, a partir de los muestreos en el area de estudio, se
encontré que T. podisi fue la especie dominante sobre posturas de este hospedador
(Capitulo 2).

Zwolfer (1971) clasifico a los parasitoides en “intrinsecamente superiores” si tienen
mejores habilidades en la competencia larval, y “extrinsecamente superiores” si tienen
mejores habilidades en la dispersion y la localizacion de sus hospedadores. Segun Hokyo et
al. (1966), los parasitoides “intrinsecamente superiores” tendrian un tiempo de desarrollo
mas corto, lo que les permitiria disponer del hospedador por méas tiempo.

Las hembras de T. urichi, cuyas larvas son buenas competidoras, serian menos
eficientes en la localizacion de las posturas de P. guildinii. De hecho, el parasitoidismo a
campo de posturas de esta “chinche” por parte de T. urichi fue registrado solamente durante
la temporada 2010-2011, y principalmente en alfalfa (Capitulo 2), coincidiendo con las

observaciones de mayor abundancia de posturas de esta “chinche”. DeBach (1964) afirma
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que es posible obtener una indicacion de la habilidad de busqueda de los parasitoides a
partir de la facilidad con estos pueden ser encontrados a bajas densidades del hospedador.
Esta habilidad de busqueda de las posturas estd mediada por una serie de claves
ambientales, muchas de las cuales son quimicas, originadas a partir de las plantas
(sinomonas) o del hospedador (kairomonas). Colazza y sus colaboradores (1997, 1999,
20044a, 2004b, 2007, 2009) han demostrado la atraccion de varias especies de parasitoides
escelionidos hacia posturas de pentatomidos, mediada por kairomonas. Por otra parte,
Amarasekare (2000) propone que cuando la densidad del hospedador es baja, dominara la
competencia por explotacion, y solo persistird la especie de parasitoide con mejor
capacidad de dispersion, que encuentre primero la postura. Cuando la densidad del
hospedador es alta, dominara la competencia por interferencia, y solo persistira la especie
mas agresiva. Si la densidad del hospedador es intermedia, se espera que ocurra
coexistencia.

Por otro lado, T. urichi en general es observada a campo mas frecuentemente sobre
posturas de Edessa meditabunda y de Dichelops furcatus (Molinari et al., 2008), las cuales
serian mas facilmente encontradas por esta especie. Castiglioni et al. (2010) y Molinari et
al. (2008) mencionan que cuando estos hospedadores estan presentes en el cultivo de soja
junto con P. guildinii, esta ultima especie estd mayormente parasitada por T. podisi. Si bien
E. meditabunda y D. furcatus fueron muy poco frecuentes en los cultivos de soja y alfalfa
estudiados en esta Tesis, T. urichi podria estar utilizando a estas “chinches” como recurso,

en otros parches de vegetacion aledafios.
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CAPITULO5

Efecto de la conservacion en frio
de los huevos de Piezodorus guildinii

sobre el desempenio de Telenomus podisi



CAPITULO 5

Efecto de la conservacion en frio de los huevos de Piezodorus guildinii sobre el

desempefio de Telenomus podisi

Introduccion

Se denomina “control bioldgico” a la utilizacion de un organismo para reducir la
densidad poblacional de otro. Este control puede ser ejercido espontaneamente por los
enemigos naturales de las plagas (control bioldgico natural), o estar mediado por acciones
humanas. En este Gltimo caso, se denomina control biolégico por conservacion a la
proteccion y estimulacion del desempefio de los enemigos naturales presentes. En otros
casos, los enemigos naturales son colectados en ciertas areas de exploracion (por lo general
la zona de origen de la plaga) y luego liberados en las zonas donde las plagas fueron
introducidas, con la intencion de que el enemigo natural desarrolle poblaciones
suficientemente grandes para disminuir las poblaciones de las plagas (control bioldgico
clasico). Cuando los enemigos naturales son criados masivamente y liberados en gran
namero (100.000 individuos 0 més) se habla de control biol6gico aumentativo.

Actualmente alrededor de 230 especies de enemigos naturales invertebrados son
usadas como agente de control bioldgico aumentativo. La mayoria de estas especies (95%)
son artrépodos, principalmente de los drdenes Hymenoptera, Acari, Coleoptera y
Heteroptera (van Lenteren, 2011).

Dentro de los himendpteros, las avispas de la familia Scelionidae son importantes
enemigos naturales de diversas especies de “chinches” perjudiciales para los cultivos, Yy
mas de 20 especies han sido usadas para el control bioldgico de esas plagas en varios paises
(Luck, 1981; van Lenteren & Bueno, 2003). Se han realizado liberaciones inoculativas de
Trissolcus basalis principalmente para controlar a Nezara viridula en la Argentina (Crouzel
& Saini, 1983), Brasil (Corréa-Ferreira & Moscardi, 1996), Italia (Colazza & Bin, 1995) y
los Estados Unidos (Hoffmann et al., 1991), y para el control de esa “chinche” y de

Agonoscelis rutila en Australia (Clarke, 1990a; Noble, 1937). Telenomus podisi también ha
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sido usada en liberaciones para controlar a Euschistus heros, Piezodorus guildinii y N.
viridula en campos de produccion organica de soja en Brasil (Sujii et al., 2002).

El uso exitoso de los parasitoides como agentes de control depende en gran medida
de la cantidad y de la calidad de los organismos liberados. Una dificultad frecuente al
momento de implementar estas medidas de control es la obtencion de grandes cantidades de
individuos, de calidad apropiada, al momento en que son requeridos (Orr, 1988). El
mantenimiento de crias de estos insectos también resulta importante para la
experimentacion en investigaciones sobre su biologia, su fisiologia y su comportamiento.
En este sentido, variadas técnicas han sido disefiadas con el fin de optimizar el
sostenimiento de grandes colonias de insectos en el laboratorio. Algunas de ellas se
focalizan en los hospedadores, tales como el desarrollo de dietas artificiales (Fortes et al.,
2006; Panizzi et al., 2000), la irradiacion de los huevos del hospedador con rayos y para
incrementar el tiempo durante el cual son susceptibles de ser parasitados (Nordlund et al.,
1983) y el almacenamiento en frio de hospedadores sanos (sin parasitar) (Corréa-Ferreira,
1998). Otras técnicas se centran en los parasitoides, como por ejemplo el almacenamiento
en frio de hospedadores parasitados (Dass & Ram, 1983; Noble, 1937), el desarrollo de
parasitoides in vitro sobre dietas artificiales (Shirazi, 2006), y el almacenamiento en frio de
pupas o adultos del parasitoide (Foerster et al., 2004; Foerster & Doetzer, 2006).

En lo referente a las técnicas para el almacenamiento del hospedador como recurso
para varias especies de parasitoides odfagos, existe una gran cantidad de bibliografia
respecto de los hospedadores de las especies del género Trichogramma (Parra & Consoli,
2009 y sus referencias). Estos trabajos han aportado valiosa informacion en lo referente a
todas las técnicas mencionadas en el parrafo anterior, y han servido de guia para estudios
similares, sobre otras especies de parasitoides. En particular, en referencia al
almacenamiento de hospedadores de parasitoides escelionidos, se ha conseguido la
conservacion en frio de huevos del hospedador viables para el parasitismo con resultados
muy variables en lo que respecta a temperaturas y lapsos de conservacion (Orr, 1988).
Estos lapsos de conservacion variaron ampliamente entre los 8 dias y los 5 afios.

Respecto del almacenamiento en frio de pupas o adultos de los parasitoides,

Foerster et al. (2004) y Foerster & Doetzer (2006) encontraron que tanto la temperatura de
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almacenamiento de pupas y adultos de T. basalis y T. podisi como la temperatura a la cual
se los acondiciond luego, afectaron la longevidad y la fecundidad de la hembra.

Caracteristicas inherentes de los esceliénidos, como simplicidad de la dieta del
adulto, escasez de hiperparasitoides y patdgenos, buena capacidad reproductiva, pequefio
tamafo (y por lo tanto minimos requerimientos de espacio), y la frecuente capacidad de
utilizar hospedadores alternativos, hace que la cria de estas avispas resulte factible. No
obstante, el sostenimiento de las colonias de estos parasitoides esta fuertemente restringido
por la calidad de la cria de sus hospedadores, la cual se deteriora luego de pocas
generaciones en el laboratorio con las técnicas utilizadas actualmente (Parra & Consoli,
2009). En particular, establecer grandes colonias de Piezodorus guidinii resulta dificil, ya
que un muy bajo porcentaje de los huevos colectados a campo con el fin de iniciar las
colonias, alcanzan la fase adulta. Ademas, la reproduccion comienza recién durante la sexta
semana de vida (15 dias después de la muda imaginal), sélo un 60 6 70% de las hembras
resultan fértiles (Panizzi & Slansky Jr, 1985a; Serra & La Porta, 2001), y cada una de ellas
realiza solamente entre 3 y 5 posturas de 14 huevos en promedio durante toda su vida. Esta
produccién de huevos/hembra resulta muy baja, especialmente en comparaciéon con las 5
posturas de 80 huevos en promedio que realiza N. viridula (Liljesthrém, 1983). Otro factor
importante es la elevada mortalidad ninfal (60%) que se registra con las metodologias de
crias utilizadas cominmente (Serra & La Porta, 2001) y la dificultad de mantener la colonia
durante todo el afio, ya que aun en condiciones Optimas de temperatura y fotoperiodo
constantes en laboratorio, la reproduccién se ve interrumpida por el proceso de hibernacion.

Estas dificultades en la obtencion de grandes cantidades de huevos de la “chinche”,
junto con el corto lapso durante el cual los mismos son aptos para el parasitoidismo por
parte de los esceliénidos (48h), ocasionan complicaciones en la cria del nivel trofico
superior, los parasitoides. La sincronizacion del ciclo de ambas especies, esto es, obtener
huevos de las “chinches” con escaso tiempo de desarrollo al momento en que se dispone de
hembras del parasitoide en edad reproductiva, resulta una importante limitacion.

Por todo lo expuesto, es importante analizar las posibilidades de la aplicacién de
técnicas de almacenamiento de huevos de esta “chinche” a fin de tener disponibilidad de

hospedadores para la cria de sus parasitoides. Existen antecedentes de que la conservacion
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de huevos del hospedador en frio puede tener consecuencias negativas o neutras en el

desempefio de los parasitoides escelionidos.

Objetivo:
e determinar el efecto del uso de huevos de P. guildinii conservados a baja

temperatura, sobre el desempefio de T. podisi.

Materiales y métodos

Posturas de P. guildinii de hasta 24h de desarrollo fueron conservadas -18°C por un
lapso de tres meses, envueltos en papel de aluminio, siguiendo la metodologia propuesta
por Corréa-Ferreira (1993). Luego de ese lapso, los huevos fueron retirados del congelador
y mantenidos a 5°C por dos horas, y finalmente a temperatura ambiente (25°C
aproximadamente) por otras dos horas, antes de ser ofrecidos a los parasitoides (Corréa-
Ferreira com. pers.). Cuarenta huevos (en promedio) fueron ofrecidos a hembras de T.
podisi con 24h como adultas. Se realizaron 53 réplicas, y las posturas estuvieron expuestas
a los parasitoides por un lapso de 48h, y luego fueron mantenidas bajo condiciones
controladas (25 + 1°C; 70 + 5% HR; 14h de fotofase) hasta la emergencia de los
parasitoides.

Se registré el nimero de huevos parasitados, y el nimero y sexo de las avispas
emergidas. Los huevos de los que no se registré emergencia alguna fueron disecados para
constatar la presencia de pupas o adultos del parasitoide.

El efecto de la calidad del huevo sobre la proporcion de parasitoidismo fue
comparado en relacion a los resultados obtenidos cuando hembras de T. podisi con 24h
como adultas parasitaron huevos de P. guildinii frescos (Capitulo 3) mediante ANOVA.
Los huevos provenian de la misma poblacion de “chinches” adultas que se utilizd para
obtener los huevos que se conservaron en freezer, para realizar el otro tratamiento de este
experimento. Para las proporciones de emergencia y de hembras en la progenie, el efecto de

la calidad del huevo fue analizado mediante la prueba U de Mann-Whitney.
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Resultados

Durante la congelacion se produce la muerte del huevo de la “chinche”, por lo tanto
no se registrd formacion de ninfa en ningdn caso.

La proporcion de parasitoidismo de huevos de P. guildinii congelados, por parte de
avispas de T. podisi, fue muy baja (0,4) (Figura 5.1). Al comparar el desempefio de T.
podisi sobre huevos de P. guildinii frescos o congelados, la proporcién de parasitoidismo
fue significativamente menor sobre los segundos (F=84,510; gl=1, 115; p<0,001) (Figura
5.1).

La proporcion de emergencia de la progenie fue menor a partir de huevos
congelados que a partir de huevos frescos (U=605,000; Z=5,0155; p<0,001 (Figura 5.2).

La proporcion de hembras fue menor a partir de huevos congelados que a partir de
huevos frescos (U=967,000; Z=-2,478; p=0,013 (Figura5.3).
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Figura 5.1. Proporcion de parasitoidismo de huevos de P. guildinii frescos y congelados,
parasitados por T. podisi. Las barras indican el intervalo de confianza al 95%. Letras distintas

indican diferencias significativas.
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Figura 5.2. Proporcion de emergencia de la progenie de T. podisi al parasitar huevos de P. guildinii
frescos 6 congelados. Las barras indican el intervalo de confianza al 95%. Letras distintas indican
diferencias significativas.
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Figura 5.3. Proporcion de hembras en la progenie de T. podisi al parasitar huevos de P. guildinii
frescos 6 congelados. Las barras indican el intervalo de confianza al 95%. Letras distintas indican
diferencias significativas.
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Discusién

La proporcion de parasitoidismo causada por T. podisi sobre huevos de P. guildinii
conservados en frio fue significativamente menor que la observada al parasitar huevos
frescos. Muchos estudios han evaluado posibles técnicas de almacenamiento de huevos de
“chinches” (Orr, 1988), demostrando la existencia de una importante interaccion
significativa entre la temperatura y el lapso durante el cual se realiza el almacenamiento
(Corréa-Ferreira, 1993a). En general, los huevos de “chinches” conservados a temperaturas
de entre -2 y -10°C solo permanecieron viables para el parasitoidismo por parte de
escelionidos por un periodo de tiempo inferior a los 45 dias. Cuando la conservacion de los
huevos sucedi6 a -18°C, el desarrollo de parasitoides no se vio afectado cuando el periodo
de almacenamiento no supero los 90 dias. La técnica de almacenamiento que permitio
conservar los huevos por lapsos mayores, sin alterar el desarrollo de los parasitoides, fue la
utilizacion de nitrégeno liquido (-196°C por hasta un afio) (Corréa-Ferreira, 1998). En
contraposicion, Mahmoud & Lim (2007) encontraron que los huevos de Dolycoris
baccarum (Hemiptera: Pentatomidae) freezados no pudieron ser usados para criar al
parasitoide Trissolcus nigripedius ya que el porcentaje de parasitoidismo disminuyé de un
99% (porcentaje de parasitoidismo sobre huevos frescos) a un 44% cuando se utilizaron
huevos freezados por tan solo 8 dias. Ryan et al. (1981) encontraron que Telenomus
californicus se desarrolla pobremente sobre huevos de Orgyia pseudotsugata que han sido
conservados en freezer, mientras que su desarrollo es bueno sobre huevos refrigerados a
5°C. Gryon gnidus (Hymenoptera: Scelionidae) tampoco se desarrolla adecuadamente
sobre huevos freezados de Acanthomia tomentosicollis (Hemiptera: Coreidae).

La emergencia de la progenie de T. podisi fue menor a partir de huevos congelados
que a partir de huevos frescos. Esto indicaria una disminucién en la calidad del huevo del
hospedador como recurso, resultando que la larva no se desarrolle o que el parasitoide
desarrollado dentro del huevo no tenga la capacidad de emerger. La presencia de larvas
muertas dentro del huevo del hospedador no pudo ser observada en este estudio con la
metodologia empleada, tanto en los huevos frescos como en los congelados, por lo cual el

efecto sobre el desarrollo no fue estimado. A partir de las pupas y adultos del parasitoide
103



observados muertos dentro del huevo del hospedador, los resultados indican un marcado
efecto negativo sobre la capacidad de las avispas de emerger a partir de huevos congelados.
Esto podria deberse a cambios en la dureza del corion de los huevos del hospedador,
producidos por el congelamiento y el posterior descongelamiento de los mismos, que
dificulten el corte del corion que realizan las avispas con sus mandibulas para emerger
(Kivan & Kilic, 2005).

Un factor que puede afectar la calidad de los huevos almacenados es la tasa de
cambio de la temperatura. El enfriamiento lento permite aclimatacion al frio, y del mismo
modo, la tasa de calentamiento puede influir sobre la tolerancia térmica (Chown &
Nicolson, 2004). En contraposicion, existen evidencias de que un ritmo lento de cambio de
temperatura puede resultar desfavorable (Sinclair & Rajamohan, 2008).

Hasta la actualidad no se conocen estudios en relacion a la conservacion de huevos
de P. guildinii. Los resultados obtenidos en este estudio indican que la conservacion de
huevos de este hospedador a -18°C por un lapso de tres meses no permitiria el desarrollo
Optimo de las colonias de T. podisi ni de T. urichi, ya que la proporcion de parasitoidismo
exitoso es menor que la obtenida a partir de huevos frescos. Ensayos con otras
combinaciones de temperatura y lapsos de congelamiento podrian aportar mejores
resultados. Sin embargo, esta técnica puede ser considerada una herramienta Gtil ante las
dificultades ya mencionadas que ocurren durante la cria de estas especies en condiciones de

laboratorio.
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CONSIDERACIONES FINALES

e En los cultivos de soja, alfalfa y trébol rojo del noreste de la provincia de Buenos Aires,
durante las temporadas 2006-2007, 2007-2008, 2008-2009, 2009-2010 y 2010-2011, se
registraron los pentatomidos fitofagos Piezodorus guildinii, Nezara viridula, Edessa

meditabunda y Dichelops furcatus.

¢ Laabundancia relativa de las especies de hemipteros presentes en el cultivo de soja en la
provincia de Buenos Aires se ha modificado en los Gltimos afios, siendo actualmente P.

guildinii la mas importante, mientras que hasta los “90 predominé N. viridula.

e La colonizacion del cultivo de soja por parte de P. guildinii comienza con el inicio del
periodo reproductivo del cultivo, y es posterior a la colonizacion de la alfalfa y el trébol
rojo. Si bien se registré un menor nimero de posturas en el trébol rojo, estos dos ultimo
cultivos son importantes como recursos disponibles en el momento en que finaliza la
hibernacion de P. guildinii, y el recurso representado por el cultivo de soja aln no esta

disponible.

e En las temporadas 2007-2008 y 2008-2009 se registrd una importante sequia y se
observo un retraso en la floracién y en la fructificacion de los cultivos. Esto condujo a
una colonizacién tardia de los mismos por parte de las chinches, en relacion a las otras

temporadas.

e Telenomus podisi fue la especie parasitoide de huevos de P. guildinii predominante,
seguida por T. urichi y por T. basalis. El parasitismo por T. urichi fue registrado
principalmente en alfalfa y solo en la temporada 2010-2011, en la cual la abundancia de

P. guildinii fue mayor.

e La pronunciada sequia durante las temporadas 2007-2008 y 2008-2009 habria afectado
mas a los parasitoides que a las chinches, ocasionando una reduccion significativa del

impacto del conjunto de los parasitoides sobre P. guildinii.

105



No se observé emergencia de parasitoides a partir de las posturas colectadas en trébol
rojo. Coincidentemente la depredacion de posturas fue mayor en este cultivo, lo que
sugeriria que la depredacién intragremio concurrente puede ser una de las causas. En
soja y en alfalfa, a pesar de las diferencias entre estos habitats para los hospedadores y

sus parasitoides, el parasitismo global fue semejante en cada temporada.

El impacto del parasitismo estuvo mas influenciado por la eficiencia en la deteccion de
posturas que por la eficiencia del parasitismo. Este indice fue densoindependiente para

T. podisi y para T. urichi a escala espacial de la postura.

En laboratorio, el parasitismo y la emergencia de adultos a partir de las combinaciones
parasitoide-hospedador T. podisi-P. guildinii, T. urichi-P. guildinii y T. basalis-N.
viridula fueron altos, y la proporcion de sexos en la progenie estuvo altamente sesgada

hacia las hembras, y similares a los registrados en la bibliografia.

Piezodorus guildinii no seria un hospedador adecuado para T. basalis. Las hembras
jévenes de este parasitoide no parasitaron huevos de P. guildinii. Las hembras de mayor
edad, cargadas de huevos, aceptaron a este hospedador aunque el parasitismo fue muy

bajo.

Nezara viridula no seria un hospedador adecuado para T. podisi y T. urichi, ya que
parasitaron muy poco las posturas de esta “chinche”, y si bien hubo formacion de
algunas avispas adultas, ninguna de ellas logré emerger. Estas especies podrian ejercer
un impacto negativo sobre la poblacion de N. viridula provocando la mortalidad de sus

huevos, pero su respuesta numérica a partir de este hospedador seria nula o0 muy baja.

La proporcion de parasitismo y de emergencia de la progenie de T. podisi y de T. urichi
al parasitar posturas de P. guildinii no fue afectada por la edad del parasitoide al
parasitar, durante un lapso de hasta 10 dias para T. podisi y hasta 6 dias para T. urichi.
Sin embargo, la proporcion de hembras en la progenie de las hembras mas viejas fue

menor.
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e Telenomus podisi y T. urichi no evitaron el multiparasitismo sobre posturas de P.
guildinii, en condiciones Optimas para las hembras de los parasitoides (jovenes y
cargadas de huevos), y ante una oferta escasa de hospedadores no parasitados. Estos
parasitoides multiparasitaron debido a que no distinguen las marcas dejadas por avispas
de la otra especie, 0 a que en las condiciones mencionadas el multiparasitismo no

representaria una desventaja.

e A partir de los huevos multiparasitados, la emergencia de T. urichi fue siempre
significativamente mayor que la de T. podisi, independientemente del orden en que

parasitd y del lapso transcurrido entre las oviposiciones de ambas especies.

e Cuando los hospedadores P. guildinii, E. meditabunda y D. furcatus estan juntos en el
cultivo de soja ocurriria separacion de nichos para los parasitoides. T. podisi parasitaria
mayormente a P. guildinii, mientras que T. urichi utilizaria a E. meditabunda y D.
furcatus, los cuales si bien fueron muy poco frecuentes en soja podrian estar presentes

en la vegetacion natural aledafia a los cultivos del area de estudio.

¢ Si bien en el campo el parasitoide dominante de P. guildinii fue T. podisi, los resultados
de laboratorio indican que T. urichi posee mayor habilidad competitiva y un buen
desempefio sobre este hospedador. A campo, la tasa de encuentros entre T. urichi y P.
guildinii podria ser baja por su ineficiencia en la deteccion de posturas, o por preferir
otros hospedadores, mientras que T. podisi tendria una menor habilidad competitiva pero

mayor capacidad de detectar posturas de P. guildinii.

e La proporcion de parasitismo de T. podisi a partir de huevos de P. guildinii conservados
a -18°C por un lapso de 3 meses fue significativamente menor que la registrada a partir
de huevos frescos, obteniéndose en promedio un 40% de parasitismo. Si bien otras
combinaciones de temperatura y lapsos de conservacion de los huevos podrian arrojar
mejores resultados, la técnica evaluada resultaria util ante las dificultades que ocurren

durante la cria de estas especies en condiciones de laboratorio.
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La Plata, 08 de marzo de 2012

Dra. Patricia Cecilia Pereyra
Secretaria de Postgrado
de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo

S/D

Tengo el agrado de dirigirme a Usted a fin de enviarle las correcciones de

mi Tesis Doctoral, las cuales fueron propuestas por dos de los tres jurados, y a

continuacion se detallan. Se utilizo la numeracion de paginas, parrafos y renglones

de la primera versién del manuscrito, para facilitar el seguimiento de cada punto.

Correcciones y sugerencias de la Dra. Loiacono:

Los términos  “parasitismo” y  “multiparasitismo”  fueron
reemplazados en todos los casos por los términos “parasitoidismo” y
“multiparasitioidismo”.

Se realizaron todas las correcciones de bibliografia indicadas.

Se agregaron las fotografias sugeridas para la pagina 25.

Se unifico el tipo de letra de los subtitulos.

Los términos “chinche” y “chinches” fueron colocados entre comillas
en todas las ocasiones.

Se realizaron todas las correcciones de edicion en el texto sugeridas
desde la pagina 1 hasta la 118.

El término scelidnidos fue reemplazado en todos los casos por el
término escelidnidos.

Se reemplazo el término “opérculo agujereado” por “opérculo con
orificio” en todos los casos.

Se toma en consideracion la sugerencia de utilizar la nueva

clasificacion Hymenoptera: Platygastridae para futuras publicaciones.



Correcciones y sugerencias del Dr. Trumper:

Introduccion general

Pag. 13: se cambiod el término “evitarian” por el término “evitan”,
formulando la hipotesis como una afirmacion.
Pag. 13: Se aclard a qué especies se hacia referencia en la pagina 13,

con el término “ambas especies”.

Capitulo 2

Se integraron las hipotesis del capitulo 2, junto con sus predicciones,
a la seccion “Introduccion general”.

Se unifico la utilizacion del término ‘“hospedantes” para hacer
referencia a las plantas en las que habitan los insectos fitdfagos.

Pag. 33: se cambi6 la frase “conducirian a falta de
densodependencia” por la frase sugerida ‘“conducirian a
densoindependencia”.

Pag. 33: se reelabord la redaccion del texto referente al parasitismo
densoindependiente.

Pag. 33: se ampliaron los conceptos que conducian a afirmar que “en
el caso de los scelionidos..., se esperaria una respuesta
densoindependiente ...”.

Pag. 33: se corrigio la redaccion del objetivo 1 del capitulo 2, segun
la sugerencia del Dr. Trumper.

Pag. 33: respecto del objetivo 2 del capitulo 2, se explicitaron los
cultivos “alfafa y trébol rojo”. Esta aclaracion se encuentra
fundamentada en la introduccion del capitulo, mencionandose la
importancia de otros cultivos al influir en el desempefio de sus
enemigos naturales en el marco de las interacciones tritroficas. Por
otra parte, se aclaré que el objetivo se refiere a la fluctuacion de
“posturas” de P. guildinii.

Pag. 33: el foco de esta tesis doctoral es analizar el parasitismo de
huevos de P. guildinii. Sin embargo, a fin de caracterizar todos los
recursos disponibles para los parasitoides que atacan a P. guildinii,
que podrian afectar el parasitismo principalmente cuando el

hospedador preferido es escaso, se incluyé la evaluacion de las otras



especies de pentatbmidos presentes en el sistema. Esto esta incluido
en el primer objetivo de este capitulo, por lo cual no se considera
necesario modificar el enunciado del objetivo 3.

Pag. 34: se agreg0 toda la informacion requerida por el Dr. Trumper
en Materiales y Métodos.

Pag. 35: se reemplaz6 “muestreo” por “muestra” en los que casos que
correspondian.

Pag. 35-36 y pag. 42-43: aceptando la sugerencia del Dr. Trumper, se
usaron modelos lineales generalizados para analizar la relacion de la
variables de respuesta (proporcion de huevos parasitados/postura y
los indicadores de parasitismo) con las variables predictoras (cultivos
y temporadas), cuando no se cumplieron los supuestos de normalidad
y homoscedasticidad. Todas las variables toman valores en el rango
entre 0 y 1. Segun el analisis de graficos Q-Q, se eligié el modelo
Poisson con funcion de enlace “log”, y el modelo Normal con
funcion de enlace “log” para la proporcion de huevos
parasitados/postura y los indicadores de parasitismo EDP, EP e IP,
respectivamente.

Pag. 37: se mejoro el aspecto de la tabla 2.1.

Pag. 38: se mejoro la redaccién y las comparaciones de abundancia se
hicieron solamente dentro de cada cultivo a lo largo del tiempo. Entre
cultivos solo se hace mencion al momento de colonizacion de cada
uno por las “chinches”.

Se aclard la leyenda de la figura 2.1.

Pag. 40: Originalmente se pensO hacer un analisis de tramas troficas
cuantitativas, pero debido al tiempo disponible para entregar el
manuscrito final, se decidio dejar la trama cualitativa. Si bien no se
calcularon las medidas que representan la complejidad de las tramas
troficas (conectancia, densidad de uniones, tasa de especies, indices
de dominancia, etc.) en las figuras 2.2 y 2.3 se observa un menor
numero de especies y de interacciones en el cultivo de alfalfa que en
el de soja.

Pag. 46: se agregd un parrafo que menciona el efecto de las altas

temperaturas en las temporadas en que las precipitaciones fueron



escasa. Ademas se incluyd un grafico que relaciona ambos factores
secuencialmente para cada temporada.

- Pag. 49: tal como se indica en Materiales y métodos, las posturas
recolectadas a campo que fueron encontradas ya emergidas (con
opérculo abierto) fueron consideradas para estimar el impacto de los
parasitoides en su conjunto, los indicadores particulares para cada
especie se calcularon considerando solamente las posturas de las
cuales se registrd la emergencia de los parasitoides en el laboratorio.
Por lo tanto el numero de posturas para calcular estos indices es
diferente al primero.

- Pag. 51: a escala espacial de la planta, el nimero de posturas fue 0 6
1 (en ningun caso se registr0 mas de una posturas por planta).
Paralelamente se realizd un ensayo manipulativo a campo en dos
temporadas para el evaluar el parasitismo a esta escala espacial, pero
en uno de ellos se produjo una lluvia torrencial inmediatamente luego
de colocadas las posturas perdiéndose el material. Dado la cantidad
de posturas frescas (con menos de 48h) necesarias, este ensayo no
pudo repetirse en la misma temporada. En la otra temporada el
parasitismo fue muy bajo, y no se obtuvieron datos suficientes para
analizar el parasitismo a esta escala. El analisis de densodependencia
a escala de la muestra deberia hacerse igualmente en un momento
dado para minimizar el efecto de la dinamica temporal de las especie,
y solo se tom6 una muestra por fecha.

- Pag. 51: se incorpord informacion referente a la tasa de fecundidad de
las especies de parasitoides encontradas en este trabajo.

Capitulo 3

- Se modifico el titulo del capitulo 3 quedando “Desempefio de los
parasitoides odfagos sobre huevos de Piezodorus guildinii y de
Nezara viridula como hospedador alternativo”.

- La respuesta funcional de los parasitoides es una caracteristica de
importancia al momento de caracterizar la interaccion con su
hospedador, sin embargo los experimentos no fueron disefiados con
este fin. La variacidn de tamafio entre las posturas ofrecidas fue muy

pequefia (se utilizaron posturas enteras extraidas al azar de la colonia



de “chinches”), y no hubo réplicas de diferentes tamafios previamente
seleccionados.

Las sugerencias del Dr. Trumper para la discusion de este capitulo
fueron incluidas en el capitulo de discusion general, considerando
que el capitulo 3 tiene una discusién adecuada.

Pag. 57: se reformul6 el objetivo 1 de este capitulo.

Pag. 58: se explicitd con mayor detalle la unidad experimental.

Pag. 60: se corrigio la figura 3.1, donde habia un error en las letras
que indican diferencias significativas.

Pag. 62: se corrigio la redaccion del parrafo que explica el analisis de
la proporcion de sexos de la progenie.

Pag. 63: se corrigid la numeracion de la figura indicada.

Pag. 65-66: se corrigieron las leyendas de las figuras 3.4, 3.5y 3.6.
Pag. 67: se corrigio la redaccion del primer parrafo de la discusion de
este capitulo.

Pag. 70: se corrigi6 la redaccion del renglon 5.

Pag. 71: con respecto al comentario de la pagina 71 es oportuno
aclarar que los ensayos realizados fueron de no eleccion.

Pag. 72: se corrigi6 el error de la mencion al capitulo
correspondiente.

Capitulo 4

Se corrigio y completo la redaccion de las hipotesis y del primer
parrafo de la discusion.

Pag. 82: La comparacion de individuos emergidos a partir de los
huevos multiparasitados se realizd para cada tratamiento (T. podisi
primero + T. urichi segundo, y T. urichi primero + T. podisi segundo)
por separado. ElI nimero de individuos emergidos de una y otra
especie se compar6 con el nimero esperado de individuos emergidos
de cada especie, estimado como la mitad del nimero de huevos
multiparasitados.

El célculo de la relacion de forraje y la comprobacion de la hipotesis
nula por %2 se realizan para cada réplica (postura) (Krebs, 1999). En
este estudio se estimd el promedio de dicha relacion para el total de

réplicas de cada tratamiento, y sobre este valor se realizd la



comprobacion de la hipétesis nula por y2. A partir del comentario del
Dr. Trumper se repensO sobre esta metodologia, entendiéndose que
con la misma se pierde informacion sobre la variabilidad de las
réplicas. Por esto se decidié cambiar el andlisis comparando el
promedio de las relaciones de forrajeo con un valor Unico (1) (Sokal
& Rohlpf, 1995), mediante el test de t. En este caso los resultados

indican que no se puede rechazar la hipotesis nula (W, =1) al 5% de

probabilidad.

Pag. 87: el término “hospedador Optimo” hace referencia a una
postura no parasitada.

Capitulo 5

Se decidid tratar la informacion presentada en esta secciéon en un
capitulo independiente, separado del capitulo 3, ya que se considerd
que de ese modo se facilitaria la interpretacion de la misma por parte
del lector, y que la extension del capitulo 3 seria méas adecuada de esa
manera. Por otra parte, se estimdé que la tematica desarrollada se
encuadra en un marco tedrico propio, que ameritaba su abordaje en
un capitulo independiente.

Se amplid, en la introduccién del capitulo, la informacién respecto de
antecedentes en referencia a temperaturas experimentales de
conservacion de huevos de pentatdmidos, la cual estaba presentada en
la discusion.

La decision de fijar el tratamiento en -18°C se baso en que, si bien a
partir de los antecedentes los resultados obtenidos a distintas
temperaturas (desde 5°C hasta -195,8°C) y lapsos (desde 8 dias hasta
un afio) de conservacion fueron variables en las distintas especies de
escelionidos ensayadas, la temperatura elegida resultd en general
adecuada. Por otra parte, esta temperatura de conservacion (en
freezer) resulta una tecnologia practica y factible de ser aplicada con
fines practicos para crias masivas para el control bioldgico
aumentativo.

Pag. 94: se aclard en la seccion materiales y métodos que los huevos

utilizados en el tratamiento “huevos frescos” provenian de la misma



poblacién de “chinches” adultas que se utiliz6 para obtener los
huevos utilizados en el otro tratamiento de este experimento (“huevos
conservados en freezer”).

Pag. 94: se aclard en la seccién materiales y métodos que para ambos

r = r 3 *

n la versién final de esta tesis se incluyé un capitulo denominado
B R | ihnas Fnaiag??

L ONSIgeracionds nnaics .

otro particular, aprovecho la ocasién para saludarla atentamente.




