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EVALUACION DE PSEUDAPANTELES DIGNUS (HYMENOPTERA-
BRACONIDAE) COMO POSIBLE AGENTE DE CONTROL BIOLOGIC O DE TUTA
ABSOLUTA (LEPIDOPTERA-GELECHIDAE), PLAGA CLAVE DEL CULTIVO DE
TOMATE EN LOS ALREDEDORES DEL GRAN BUENOS AIRES.

RESUMEN

La polilla del tomate (Tuta absoluta) es considerada plaga clave del cultivo de
tomate producido bajo cubierta en los alrededores de Buenos Aires debido a los
dafos que causa, en hojas, brotes y frutos, y a requerir permanentes medidas de
control. Tanto el corto ciclo de vida que ocurre en los cultivos protegidos como la
elevada cantidad de medidas de control requeridas han generado problemas de
resistencia a insecticidas. Una de las alternativas al control quimico es el control
bioldgico. Hacia 1995 fue detectada la presencia natural de un parasitoide de larvas
de T. absoluta, Pseudapanteles dignus (Hymenoptera, Braconidae).

El objetivo general de esta tesis fue determinar la eficacia de Ps. dignus como
agente de control biolégico aumentativo de Tuta absoluta y evaluar su
compatibilidad con la estrategia de control quimico de la plaga. Para ello se
determind su potencialidad mediante la evaluacion de sus atributos biolégicos en
condiciones de laboratorio (supervivencia y fecundidad) y comparacion con los de la
plaga. Se estimd su tasa de ataque en relacion con la densidad de la presa
(respuesta funcional). Se evalué su eficacia en el control por medio de liberaciones
controladas en laboratorio e invernaculos experimentales. Ademas, se analizé la
compatibilidad de su empleo con estrategias de control quimico aceptadas en
manejo convencional (insecticidas) y organico (extractos vegetales) de plagas.
Estos estudios resultan fundamentales para la implementacion de una estrategia de
manejo integrado de T. absoluta en cultivos de tomate en ambientes protegidos, que
incluyan el empleo de liberaciones inoculativas de Ps. dignus en un contexto

productivo.

PALABRAS CLAVE: parasitoide, polilla del tomate, tomate, liberacion inoculativa,

compatibilidad con insecticidas



EVALUATION OF PSEUDAPANTELES DIGNUS (HYMENOPTERA,
BRACONIDAE) AS A POTENTIAL BIOLOGICAL CONTROL AGENT OF TUTA
ABSOLUTA (LEPIDOPTERA-GELECHIDAE), TOMATO CROP KEY PEST IN
GRAN BUENOS AIRES.

ABSTRACT

The tomato moth (Tuta absoluta) is considered a key pest of tomato crops produced
under cover near Buenos Aires due to the damage it causes, in leaves, shoots and
fruits, and require permanent control measures. Both the short life cycle that occurs
in protected crops and the high number of required control measures have led to
problems of insecticide resistance. One alternative to chemical control is biological
control. By 1995 it was detected naturally occurring larval parasitoid T. absoluta,
Pseudapanteles dignus (Hymenoptera, Braconidae).

The aim of this thesis was to evaluate the effectiveness of Ps. dignus as
augmentative biological control agent of Tuta absoluta and to assess their
compatibility with the chemical control strategy of the pest. This was determined by
evaluating potential biological attributes in laboratory conditions (survival and
fecundity) and compared with those of the pest. Estimated its attack rate relative to
the density of prey (functional response). Evaluated its efficacy in control through
releases controlled in laboratory and experimental greenhouses. Further analyzed
the compatibility of use with chemical control strategies accepted in conventional
(insecticides) and organic (plant extracts) pest management.

These studies are essential for the implementation of an integrated pest
management strategy of T. absoluta in tomato crop under protected environment,

with the use of Ps dignus inoculative releases in a productive context.

KEY WORDS: parasitoid, tomato moth, tomato, inoculative release, insecticide
compatibility
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CAPITULO 1- INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

Muchas especies de insectos herbivoros se han comportado como plaga de
los cultivos agricolas desde tiempos inmemoriales. Se puede considerar que una
poblacion de determinada especie de insecto se convierte en plaga cuando al
actuar, ya sea por alimentacion u oviposicion, afecta el rendimiento y/o calidad del
producto cosechado y, en consecuencia, el resultado econdémico del cultivo
(Mareggiani & Pelicano, 2008).

Las necesidades alimentarias generadas por el aumento de la poblacién
humana han contribuido a una gradual intensificacion de la agricultura a través del
aumento de la superficie cultivada, la uniformidad genética de los cultivos, el
aumento de la densidad de siembra y el desarrollo de nuevas técnicas para
aumentar la produccion (Zadoks, 1993). Entre estas técnicas se encuentran las
tacticas de control de plagas.

A partir de 1950, el desarrollo de insecticidas quimicos sintéticos genero, en
principio, un control eficaz y simple de muchas plagas convirtiéndose durante varias
décadas en el principal método de control (Dent, 1995).

Dentro de los primeros 10 afios posteriores al uso masivo de insecticidas,
comenzaron a aparecer algunos problemas asociados a su uso (Romero, 2004).
Estos incluyen a los relacionados con el control mismo y a los que se originan como
consecuencia de su utilizacion.

La resistencia a insecticidas es la principal causa de fallas en el control de
plagas. Resulta de la presion selectiva ejercida sobre una poblacion de insectos por
exposicion a los productos (Thacker, 2002). La supervivencia diferencial de

individuos de dicha poblacion, que pueden detoxificar o evitar la exposicién al



insecticida, genera un cambio heredable en su susceptibilidad a éste. Desde 1950
se ha detectado resistencia a mas de 500 insecticidas (Brent, 1987).

Los insecticidas pueden generar resurgencia de la plaga blanco (aquellas
sobre la que va dirigido el control) o la generacidon de nuevas plagas por la
destruccion de los enemigos naturales dado que muchos de estos son mas
sensibles a los productos que las plagas mismas (Croft, 1990).

En zonas agricolas los insecticidas pueden contaminar el ambiente tanto
suelo como agua, plantas silvestres y, en consecuencia, pajaros y otros animales
homeotermos. La salud humana puede ser afectada tanto por intoxicacion
accidental durante las aplicaciones como por la ingestidon de residuos de plaguicidas
gque persistan en el producto cosechado hasta el momento de consumo (Thacker,
2002).

Estos problemas son especialmente graves en cultivos horticolas producidos
cerca de las grandes ciudades donde se utilizan altas dosis de agroquimicos debido
al alto precio de la produccién y a la preferencia de los consumidores por hortalizas
limpias y sin dafos por insectos (Escaff & Giaconi, 2004).

En los cinturones horticolas de Buenos Aires y La Plata se producen
anualmente unos 5812.54 tn de tomate, de los cuales 65 % provienen de cultivos
bajo cubierta. La superficie ocupada por este tipo de produccion llega a 311 ha, casi
un tercio del total del pais (CHFBA, 2005).

Si bien las condiciones fisico-ambientales que genera el invernaculo son las
gue hacen posible la produccién horticola a lo largo de todo el afio, resultan éptimas
para el rapido desarrollo de plagas y enfermedades que constituyen las principales

limitaciones para la produccién bajo cubierta (Botto, 1999).



La polilla del tomate es considerada plaga clave del cultivo de tomate
producido bajo cubierta en los alrededores de Buenos Aires. En la Argentina, se la
detectd por primera vez en Mendoza en una partida de tomate proveniente de Chile,
en abril de 1964 (Bahamondes & Mallea, 1969).

En 1976 ya se encontraba difundida en los alrededores de Buenos Aires,
noroeste (Tucuman, Salta y Jujuy), La Rioja, San Juan y norte de Mendoza, Santa
Fe y Misiones (Bimboni, 1977). En la actualidad es la principal plaga de cultivos de
tomate en invernaculo en el cinturén horticola del Gran Buenos Aires (Botto, 1999).
También se ha extendido a Uruguay a partir de 1968 (Carballo, 1995 ) y Brasil,
donde fue citado por primera vez en el Estado de Parana en 1979 (Muszinski et al.,
1982).

En Europa fue plaga cuarentenaria hasta finales del afio 2006, cuando se
registrd su presencia en Espafia en cultivos de tomate de Valencia y, posteriormente
en la costa mediterranea y las islas Baleares (lIbiza) extendiéndose actualmente
hasta Grecia al este y Tunez al sur (OEPP/EPPO, 2005).

Las plantas hospederas estan limitadas a solanaceas en toda su area de
distribucion. Entre las cultivadas se la sefiala sobre papa (Solanum tuberosum L.),
tomate (Lycopersicon esculentum), tabaco (Nicotiana tabacum), pepino dulce
(Solanum muricatum), berenjena (Solanum melongena) y solanaceas silvestres (S.
sisymbrifolium, S. saponaceum, S. guiloense, S. elongnifolium L., S. nigrum L., L.
puberulum Ph., Datura stramonium, D. ferox, Lycium chilense) (Vargas, 1970;
Povolny, 1975; Larrain, 1987; Carballo, 1995; Galarza, 1984; Estay, 2000). Sin
embargo, en presencia de tomate los restantes hospederos son rechazados.
Cuando las hembras de T. absoluta son expuestas a plantas de distintas especies

de solan&ceas prefieren oviponer en tomate (Fernandez & Montagne, 1990).
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La larva produce dafios importantes desde el almacigo (Garcia & Espul,
1982). Se alimenta tanto de frutos como de hojas y brotes. En frutos el dafio
consiste en galerias que se evidencian por la acumulacion de excrementos. La zona
de penetracién es, principalmente, por debajo del céliz. El ataque en frutos solo
ocurre hasta comienzos del envero (comienzo de la maduracién) de estos por lo que
los dafios que se observan en tomates maduros son el resultado de ataques en
etapas anteriores. El dafo lleva a la putrefaccion de las zonas afectadas, con la
consiguiente pérdida de calidad e imposibilidad de comercializar el producto. Esto
ocurre aun con bajas densidades de adultos presentes (Dughetti, 1993; Caffarini et
al., 1999).

Las larvas consumen enteramente el mesoéfilo de las hojas dejando las
epidermis intactas, a través de las cuales es posible observarlas como también a
sus excrementos. En atagues severos pueden disminuir su capacidad
fotosintetizante. En los brotes, las galerias destruyen la yema apical, abortando el
crecimiento simpodial de la planta (Carballo, 1995).

El ciclo de vida de la polilla se acorta con las temperaturas elevadas de los
invernaculos por lo que se produce superposicion de generaciones lo que, sumado
a los habitos minadores de la especie, determina dificultades en el control (Carballo,
1995). EI control quimico debe ser repetido muchas veces para ser eficaz, con el
consiguiente aumento de costos econOmicos y ambientales (Ripa et al, 1992). Se
han registrado entre 10 y 17 aplicaciones durante el ciclo en la zona de Rosario y
Bella Vista (Chaco) (Lietti et al., 2002).

Desde la década del 80, se ha observado una disminucion en la efectividad
de algunos productos quimicos usados para el control de la polilla del tomate. En

Brasil se ha registrado la aparicion de biotipos resistentes a la abamectina y al
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cartap, dos insecticidas muy usados en esta plaga (Siqueira et al., 2000a; Siqueira
et al., 2000b). En la Argentina se ha detectado un aumento importante de la DL50
(dosis letal media) de la deltametrina y de la abamectina en poblaciones sometidas
a intenso control en relacién con poblaciones susceptibles (Lietti et al., 2002).

Ademas de estos problemas relacionados con el mantenimiento de la
productividad actual, se debe tener en cuenta que es un cultivo con amplias
posibilidades de encontrar mercados externos. Esto trae aparejada la necesidad de
resolver los problemas relacionados con la sanidad y el ambiente. EI manejo
integrado de plagas (MIP) y el control biolégico son temas clave, ya que los
mercados exigen la aplicacién de productos con menor toxicidad y sin residuos de
plaguicidas. Por ese motivo se requiere capacitacion e investigaciéon para generar
una ingenieria del MIP (Ghezan, 2002).

Una de las soluciones a los problemas de plagas de insectos, de manera mas
sustentable, es la modificacion de los sistemas agricolas para conservar o introducir
enemigos naturales de las plagas agricolas para reestablecer o generar la relaciéon
herbivoros-presa (van Driesche & Bellows, 1996).

El control biolégico (CB), método basado en el manejo racional de los
enemigos naturales (EN) de las plagas, se ha empleado exitosamente en Europa
desde principios del siglo XX y actualmente juega un papel central en el manejo de
plagas de cultivos protegidos (Hussey & Scopes, 1985; van Lenteren & Woetts,
1988). Las principales ventajas que tiene sobre el control quimico son su
selectividad, su baja probabilidad de generacion de resistencia y la ausencia de
contaminacién ambiental (van Emden, 1985).

Los EN se clasifican en dos grandes categorias: los entomofagos

(parasitoides y predadores) y los entomopatégenos (bacterias, hongos, nematodos,
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microsporidios, virus). EI CB puede implementarse segun tres estrategias en
funcién, entre otras cosas, del tipo de cultivo (extensivol/intensivo), las

caracteristicas de la plaga (exética/nativa) y los EN presentes y/o disponibles.

El control bioldgico clasico esta dirigido al control de plagas introducidas;

utiliza EN importados desde el area de origen de la plaga. El control biol6gico

aumentativo, aplicable a plagas exéticas y/o nativas, consiste en aumentar la

cantidad de EN disponibles en el ambiente. El control biolégico por conservacion es

utilizado para controlar plagas exdéticas/nativas y procura favorecer la eficiencia de
los EN proveyéndoles un ambiente mas favorable (Botto et al., 2003).

El incremento o aumento de enemigos naturales se ha desarrollado como
tactica de CB desde hace aproximadamente 40 afios (DeBach, 1985). Cuando un
enemigo natural ha desaparecido (invernaculo, etc) o tarda en arribar a la nueva
plantacidbn o es escaso para generar control, su nimero puede ser aumentado a
través de liberaciones (Ridgway & Vinson, 1977; King et al., 1985). Dicha tactica
puede involucrar dos estrategias: inoculacion o inundacion.

Las liberaciones inoculativas se realizan con unos pocos individuos a
determinados intervalos durante la aparicion de la plaga, comenzando cuando la
poblacién es muy baja. Se espera que los enemigos naturales se reproduzcan y
provean un mayor control. El éxito de una liberacidén inoculativa es mantener una
baja abundancia de la plaga, no permitiendo llegar al umbral de dafio econémico;
por lo tanto debe considerarse, en cierto modo, una medida preventiva (Ridgway &
Vinson, 1977).

Las liberaciones inundativas se realizan con elevadas cantidades del
entomofago para lograr un control inmediato de la poblacién del hospedero, sin

aspirar a mantenerlo en el tiempo; por lo tanto es una medida correctiva a modo de
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un insecticida biologico (Huffaker & Messenger, 1976; DeBach, 1985.; Hoffann &
Frodsham, 1993; Wiebere et al., 1995).

El aumento puede ser dirigido contra especies indigenas o adventicias. La
principal limitacion tiene que ver con el costo, calidad y efectividad en el campo de
los individuos criados. El costo de la cria de un EN puede limitar su uso a
situaciones donde es barato de criar, o en cultivos con alto valor, o cuando no hay
otras alternativas disponibles (De Bach, 1985).

La experiencia en control biolégico a lo largo de los tiempos ha sido
abundante y con resultados muy variados. Se menciona muchas veces la palabra
“falla” o “fracaso” en los intentos de desarrollar este método de control pero, en
realidad, se debe hablar de “falta de conocimiento” . En general, estas situaciones
van acompafiadas de una falta de investigacion adecuada para hacer una
implementacion exitosa fundamentalmente en lo que se refiere a biologia de la
plaga, sus enemigos naturales y el ambiente (Mahr & Ridway, 2004).

Para hacer liberaciones peridédicas es necesario contar con un método de cria
masiva que permita obtener suficientes individuos necesarios en el momento
preciso de su dispersion en el cultivo. La meta de los programas de cultivos masivos
es la de producir, con un minimo de esfuerzo y costo, el nUmero maximo de
hembras fértiles de una especie entomo6faga dentro de un periodo de tiempo dado
(De Bach, 1985). Un punto clave consiste en tratar de alcanzar la fecundidad
potencial de las hembras de entomdéfagos. Para llegar a ella es indispensable el
conocimiento de la bionomia tanto del parasitoide como del hospedero, ciclo de
desarrollo, preferencia por tamafio de hospedero, y las respuestas numérica y

funcional de las hembras de entomdéfagos y sus presas, dado que su
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desconocimiento puede ocasionar la extinciéon de la poblacién (lves & Settle, 1996;
Lane et al., 1999; Kairo & Murphy, 1999).

Asimismo, es necesaria la evaluacion del efecto del parasitismo sobre la
poblacién de la plaga, no s6lo en cuanto a su abundancia sino también en cuanto a
la disminucion de sus dafios. El nUmero de insectos entomoéfagos que debe ser
introducidos dentro de un ambiente en el cual existe una cierta densidad de
poblacién de la plaga también estd determinado por la respuesta funcional entre
parasitoide y hospedero, dado que la tasa de oviposicién (tasa de ataque) de un
parasitoide depende de la densidad de la presa (Holling, 1959).

Ademas, debido a que el CB se considera una tactica fundamental en
manejos organicos del cultivo o con bajo uso de agroquimicos, es indispensable
evaluar su compatibilidad con los insecticidas permitidos en estos sistemas de
produccion (Secretaria de Agricultura Ganaderia y Pesca, 2001). Tanto el uso de
inhibidores de crecimiento como de entomopatogenos (por ej. Bacillus thuringiensis)
pueden mostrar un sinergismo entre la accién de parasitoides bracénidos y el
producto, aunque la supervivencia del entomofago se vea afectada (Atwood et al.,
1997; Schuler et al.,, 1999). Esta disminuciéon de la supervivencia depende del
tiempo entre la parasitacion y el tratamiento de control, siendo maxima cuando
dichos sucesos son simultaneos (Chenot & Raffa, 1998; Chilcutt & Tabashnik,
1997).

En la zona de cultivo del cinturén horticola de La Plata se ha detectado la
presencia de varios enemigos naturales. Se han identificado los parasitoides de
huevos Trichogramma pretiosum y T. rojasi y el predador Chrysoperla externa. Las
larvas de la plaga son atacadas por numerosas avispas parasitoides

(Pseudapanteles dignus, Dineulophus phthorimaeae, betilidos y calcididos) (Botto,
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1995, Botto et al., 2000). Entre ellos se destaca por su aparente abundancia natural,
Ps. dignus (Muesebeck, 1938) (Hymenoptera- Ichneumonoidea- Braconidae-
Microgastrinae), un parasitoide que afecta al estado larval de la plaga. Aunque no
existen datos acerca del impacto de este entomoéfago sobre la abundancia de Tuta
absoluta, se piensa que puede ser importante ya que en otros paises (Brasil) se ha
determinado que la maxima mortalidad de esta plaga se produce en el estado larval
(Miranda et al., 1998).

Esta observaciones conducen a pensar que Ps. dignus seria un buen
candidato para realizar liberaciones inoculativas en momentos previos al posible
brote de la plaga, como modo de adelantar su aparicion en el sistema y evitar el
aumento de la poblacion de la plaga. Resulta indispensable, ademas, evaluar el
efecto de otras estrategias de control de la plaga que se puedan utilizar
simultdneamente. Con el marco de estas ideas se proponen como hipétesis de esta
tesis:

Hipotesis:
» Ps. dignus es un parasitoide eficaz en el control biolégico de la polilla del
tomate mediante liberaciones inoculativas.
* Existen insecticidas naturales y sintéticos para el control de la polilla

compatibles con las liberaciones de este parasitoide

El objetivo general de este trabajo fue determinar la eficacia de Ps. dignus
como agente de control biolégico aumentativo inoculativo de Tuta absoluta y evaluar
su compatibilidad con la estrategia de control quimico de la plaga. Esto implicara el

cumplimiento de una serie de objetivos especificos:
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Estimar los parametros biologicos de la plaga, Tuta absoluta, para
compararlos con los del parasitoide.

Determinar la potencialidad de Ps. dignus mediante la evaluacion de sus
atributos biolégicos en condiciones de laboratorio (supervivencia vy
fecundidad).

Estimar la tasa de ataque del parasitoide en relacion con la densidad de la
presa (respuesta funcional)

Evaluar la eficacia de Ps. dignus en el control por medio de liberaciones
controladas en laboratorio e invernaculos experimentales.

Analizar la compatibilidad de Ps. dignus con estrategias de control quimico

aceptadas en el manejo convencional y organico de plagas.
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CAPITULO 2- La plaga: Tuta absoluta, la “polilla del tomate”

INTRODUCCION

La “polilla del tomate” es un pequefio lepidoptero de la familia Gelechiidae
(Figura 2.1) originario de América del Sur, cuya larva se alimenta exclusivamente de
solanaceas (Carballo, 1995). Fue descripta por primera vez como Phthorimaea
absoluta por Meyrick (1917) a partir de un ejemplar macho colectado en Huancayo,
Peru. Posteriormente, la pasé al género Gnorimoschema (1923). Luego fue
transferida sucesivamente a los géneros Scrobipalpula y Scrobipalpuloides por
Povolny (1975). Su actual nombre valido es Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Povolny,
1994).

Los adultos son mariposas de 5-6 mm de longitud y 10-11 mm de expansion
alar. Su coloracion es castafia clara con numerosas manchas grises distribuidas en
las alas anteriores. La region apical es de color castafio. Las antenas son largas y
filiformes, alternando anillos de escamas gris oscuro con anillos de escamas color
crema (Vargas, 1970). Las hembras presentan el abdomen castafio claro, mas

ancho y voluminoso que el de los machos (Estay, 2000).

Figura 2.1- Adulto de la polilla del tomate Tuta absoluta (Foto Saini, 2006)
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Los huevos son elipticos, inicialmente amarillos palidos hasta castafios
rojizos cuando estan cercanos a la eclosion de las larvas. Miden 0.38 x 0.24 mm
(Bahamondes & Mallea, 1969).

Las larvas de primer estadio son blancas amarillentas con cabeza oscura. En
el segundo estadio adquieren una coloraciéon verdosa gque se vuelve mas intensa a
medida que el insecto se alimenta de hojas. Al finalizar su desarrollo llegan a medir
8 mm y presentan una franja dorsal longitudinal rosada (Gonzalez, 1989).

La pupa mide aproximadamente 6 mm de longitud; recién formada es de
color verde cambiando a castafio oscuro al final del estado. Se sostiene de hojas y
tallos pudiendo formar o no pequefios capullos.

Es una especie de reproduccion bisexual y ovipara. Las hembras colocan los
huevos aisladamente, entre 40 y 70 en zonas templadas, preferentemente en el
tercio apical de la planta (Quiroz, 1976; Botto, 1999; Estay, 2000). Se pueden
encontrar en ambas caras de los foliolos, cerca de las nervaduras, en el peciolo,
tallo, brotes y bracteas del fruto. Esto genera que, con el rapido crecimiento de la
planta en invernaculo, la distribucién de las larvas muestra mayor abundancia en la
parte media (Botto, 1999; Haji et al., 1988).

Luego de la eclosion, las larvas comienzan a alimentarse primero de las
partes en que fueron depositados los huevos para luego dirigirse a otras partes de la
planta. Pasa por cuatro estadios larvales luego de los cuales se transfoma en pupa,
formando un capullo sedoso entre las hojas secas, cintas de conduccion del cultivo,
debajo del caliz de los frutos u en otras zonas protegidas de la planta y también en
la hojarasca del suelo. Su ciclo dura entre 20 y 50 dias segun la temperatura

(Quirdz, 1976; Haiji et al., 1988 y Estay 2000).
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La longevidad de los adultos es de aproximadamente 10-24 dias, aunque el
periodo de oviposicion es corto desde tres dias (Quirdz, 1976) a 10 a 11 dias (Haiji
et al., 1988). Se estima que por debajo de 10°C hay inactividad de los adultos
(Botto, 1999). En nuestra latitud se encuentra presente todo el aflo, aumentando su
abundancia con la de su principal hospedero, el tomate, y las temperaturas mas

altas de febrero-marzo (Riquelme Virgala et al., 2006).

En este capitulo se estimaron los parametros biolégicos y poblacionales de
Tuta absoluta para contrastarlos con los del enemigo natural en estudio.
Se cumplieron los siguientes objetivos:
> Elaborar la curva de supervivencia y de fecundidad de Tuta absoluta en
condiciones de laboratorio

» Estimar los parametros biologicos y demograficos de Tuta absoluta

MATERIALES Y METODOS

Cria_ masiva de T. absoluta: se llevé a cabo en una camara del insectario de

Lucha Biolégica del CNIA-INTA (Castelar, Buenos Aires, Argentina). El proceso
comenzaba con la liberacion de adultos de la polilla en una jaula de 60 cm de altura
x 30 cm de lado con puerta de vidrio y paredes de voile (jaula de oviposicion) en la
gue se colocaba, dia por medio, una planta de tomate de 4-5 hojas. Dicha planta era
retirada, fechada, y colocada en un estante de la camara durante 2-3 dias hasta que
se produjera la eclosion de las larvas, lo que era evidenciado por la presencia de
pequefias galerias en los foliolos de tomate. En ese momento, la planta era

colocada en una jaula de estructura metélica (1 x 0,90 x 0,40 m) (Figura 2.2)
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cubierta por tela de voile. En su interior se colocaban de 4 a 10 plantas de tomate en
macetas, de 4-5 hojas, sobre una cama de arena para facilitar la colecta de pupas
(capullos pupales). Una vez por semana, se tamizaba la arena para recolectar las
pupas que eran guardadas en cdmara fria para ser usadas segun los requerimientos
experimentales.

Las plantas fueron producidas en el invernaculo del IILB (Instituto de Lucha
Bioldgica, INTA, Castelar), en macetas de plastico negro de 12 cm de diametro.

Los experimentos se realizaron en camaras de cria con las siguientes

condiciones ambientales: temperatura 27.4 +1.25 °C, HR: 60-75% y fotoperiodo de

14L: 10D.

Figura 2.2- Jaula para la cria masiva de Tuta absoluta, detras cajas de cria de larvas para la eclosion
de adultos
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Obtencién de la cohorte: Se colocaron dos plantas de tomate con 5-6 hojas

en la jaula de oviposicion donde se liberaron 200 adultos de T. absoluta. Estas
plantas fueron retiradas a las 24 h, y colocadas en jaulas de acrilico (de 0.40 m de
lado de base y 0.50 de altura) previo recuento de los huevos presentes (n).

Tabla de vida: para determinar la supervivencia y fecundidad de T. absoluta

se emplearon técnicas de tabla de vida y de fecundidad (Southwood, 1994). El
estudio se realizo sobre cohortes de larvas neonatas de T. absoluta (n =120). Una
vez que las larvas de la cohorte seleccionada eclosionaron, se registro diariamente
el numero de individuos sobrevivientes y su estado de desarrollo, agregando plantas
sanas para alimentacién si era necesario. A medida que las larvas mudaron al
estado de pupa, fueron retiradas de la jaula, separadas por sexo y guardadas en
cajas de petri con fecha; se registré en cada caso el momento de la emergencia de
los adultos.

La tabla de fecundidad fue realizada a partir de parejas coetaneas (n=6) que
se colocaron en cajas cilindricas de acrilico de 8.5 cm de didmetro y 10 cm de
altura, con tapa con ventana de voile. Diariamente se colocaron foliolos de tomate
dentro de cada caja como sustrato para la oviposicién y trazas de miel en la
superficie interna de la caja. Se registré la cantidad de huevos colocados por dia
hasta la muerte de todos los adultos. La fecundidad se expresé como el n® de
huevos/hembra/dia.

Con los datos obtenidos se calculd el tiempo de desarrollo preimaginal
(tiempo transcurrido entre la oviposiciéon y la eclosién del adulto), expresado en dias
(d).

Se estimaron los siguientes parametros demograficos: tasa neta de

reproduccion (Ro), tiempo generacional (Tg) y tasa intrinseca de crecimiento
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poblacional (r,) a partir de la obtencién de la tasa intrinseca de la cohorte (rc),
mediante el programa TABLAVI (La Rossa & Kahn, 2003). Este programa calcula el
error estandar de cada estimador mediante el procedimiento “Jacknife” (Tukey,
1958).

La tasa neta de reproduccién o tasa de reemplazo (Ro), es el namero
promedio de progenie hembra capaz de producir cada hembra de la poblacion en

toda su vida.

Ro = le[fﬂ(

El tiempo generacional medio (Ty) el tiempo promedio que transcurre entre
dos generaciones sucesivas.

T _ > xmy
97" S 1

La tasa de incremento o tasa de incremento de la cohorte (rc), es un valor
aproximado de la tasa intrinseca de incremento natural r, y sirve como “inicio” para
el calculo de la segunda.

_ In(Ro)
=

rc

El parametro ry, representa el crecimiento poblacional de tipo instantaneo, y
se calcula mediante un proceso iteractivo utilizando la ecuacion de Lotka

(Southwood, 1994), a partir de r.:

3l mX =1

El valor reproductivo (Vx), que es el numero relativo de progenie femenina
gue todavia le queda por producir a cada una de las hembras de edad x de una

poblacién, fue calculado mediante:
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donde:

r: tasa intrinseca de crecimiento

x: edad

y: edades que las hembras pasaran desde la edad x en adelante
Ix: supervivencia

ly: supervivencia desde la edad x en adelante

my: supervivencia desde la edad x en adelante

(Rabinovich, 1980)

RESULTADOS

La duracion del estado larval fue de 13.92 d (e.e.= 0.1124) d y la del estado
pupal de 7.37 d (e.e.= 0.069) .

La curva de supervivencia (Figura 2.3) se asemeja a una curva de tipo Il,
observandose tres zonas definidas. La primera se extendio desde el inicio de la
cohorte hasta el dia 14, periodo que se correspondié con los estados pre-

reproductivos. En este lapso, la supervivencia se ajusté a la siguiente funcion:
y =1.08620X %% (r2 = 0.9601). Durante el periodo reproductivo, la supervivencia se
ajusté una recta (Y =-0.0186X +0.4247; r>= 0.9601) con minima pendiente. En la
etapa postrreproductiva, también se ajusta a una recta (Y =-0.0364X +0.3397;
"=0.9761).

No se logré un ajuste significativo a la distribucion de Weinbull ni a la de Gompertz.
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Figura 2.3- Supevivencia y fecundidad media de Tuta absoluta a partir de larvas recién nacidas.

semana de desarrollo llegando a una mortalidad del 43,84 % al finalizar esta. El
49.32 % de los individuos llegaron a completar el estado pupal. EI 10 % de los
individuos culminaron su periodo reproductivo que se extendié a lo largo de 7 dias.

La longevidad media de la cohorte fue de 21 dias y el dltimo individuo vivié 36 dias.

La cantidad de huevos colocados por hembra fue de 48 (e.e.= 6.01).

reproductiva (R,) fue de 18.53 + 3.949 hembras/hembra, el tiempo generacional (Tg)
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El estado larval de la cohorte no presentd mortalidad durante su primera

En cuanto a los pardmetros poblacionales, con su error estandar, la tasa neta




fue de 24.1140.119 dias y la tasa intrinseca de crecimiento poblacional (r,,) fue de
0.123 hembras/hembra/dia (fjack= 0.124+0.0092; limite inferior=0.124 y limite
superior=0.142) para las condiciones en las que se realizé la experiencia. El valor

reproductivo total (Vy fue de 289.898+21.094.

DISCUSION

Las caracteristicas de T. absoluta han sido medidas en numerosas
condiciones y con distintos objetivos debido a su importancia como plaga clave del
tomate. La mayoria de estas investigaciones estiman distintos parametros biolégicos
como duracion de los distintos estados de desarrollo y la fecundidad (Tabla 2.1).
Este tipo de estudios se realizan en funcién del papel del insecto como plaga para
determinar la frecuencia de su atague en relacién al cultivo o su duracién. Son
abundantes los trabajos en que se compara el efecto de la temperatura sobre el
desarrollo con el fin de lograr modelos de prondstico basados en la suma de
temperaturas del ambiente (Barrientos et al., 1997, Sridhar & Poluru Venkatasami,
2013).

La duracién de los estados larval y pupal presentan pocas variaciones en la
literatura cuando se comparan condiciones de temperatura similares. Los resultados
obtenidos en este aspecto son similares a los hallados por Vargas (1970), Carballo
(1978) y Pereyra (2002).

El nimero de huevos colocados por hembra fue bajo en comparacién a otros
trabajos, aunque es la caracteristica con mayores discrepancias aun en
experiencias con temperaturas similares. Es posible que el fotoperiodo, dato no

siempre presentado en los articulos, sea el responsable.
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Los parametros poblacionales de T. absoluta han sido determinados en muy
pocos trabajos. Vivan et al. (2001) estimaron los estadisticos demograficos de T.
absoluta para compararlos con los de un predador generalista, Podisus nigrispinus
(Hemiptera: Pentatomidae: Asopinae), mientras que Pereyra y Sanchez (2006) los
utilizan para comparar la adecuabilidad de distintos hospederos.

El tiempo generacional fue el estadistico que presenté mayor estabilidad con
respecto a lo hallado por dichos autores (Tabla 2.2). Tanto la tasa neta de
reemplazo como la tasa intrinseca de desarrollo obtenidas fueron muy distintas ain
para cohortes alimentadas con tomate. Los valores obtenidos en esta tesis son
intermedios siendo menores que los de Pereyra y Sanchez y mayores que los de
Vivan (Tabla 2.2).

En toda experiencia de estimacion de estadisticos demogréficos cada cohorte
estd afectada principalemente por factores ambientales, como la temperatura,
humedad, fotoperiodo y por factores intrinsecos de las condiciones experimentales
gue pueden generar competencia intraespecifica de distinta magnitud que
determinen las tasas calculadas.

En la experiencia realizada por Pereyra y Sanchez (2006), los individuos de
las cohortes estudiadas fueron criados individualmente en cajas de petri de 10 cm
de diametro y alimentadas "ad libitum" con hojas cortadas de tomate y papa. Estas
condiciones generan ausencia de competencia intraespecifica, confinamiento, alta
humedad relativa y, probablemente, una mejor nutricion debido a que las hojas
cortadas pueden tener disminuido el mecanismo de defensas quimicas disponibles
en la planta entera (Gatehouse, 2002). Esto puede explicar el alto valor obtenido de

tasa neta reproductiva y tasa intrinseca de crecimiento obtenidas.
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Las menores tasas obtenidas por Vivan et al. (2002) posiblemente se
explican por las condiciones de semicampo en que se desarrollo la experiencia en
donde las larvas fueron mantenidas en plantas enteras en macetas, sin alteracion
de los mecanismos de defensa vegetal y, aunque individualizadas en la planta,
sometidas a competencia intraespecifica por compartir la planta hospedera.

Los valores intermedios obtenidos en esta tesis se explican por las
condiciones experimentales intermedias entre las experiencias de los autores
mencionados.

Sin duda que el calculo de estos estadisticos son Utiles para comparar
tratamientos realizados en las mismas condiciones, ya sea presencia o0 no de
enemigos naturales, resistencia vegetal entre otros, pero la comparacién de
experiencias distintas debe incluir un profundo andlisis de las condiciones
experimentales.

Los estadisticos demograficos de Tuta absoluta aqui calculados fueron
comparados con los de Pseudapanteles dignus en capitulos posteriores obtenidos

bajo las mismas condiciones esperimentales .
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HUEVO LARVA PUPA Adulto N°HUEVOS PO Cond AUTOR
Dias dias dias dias dias
14.1 38.1 24.2 14°C
7.8 19.8 12.1 20°C Barrientos et al,
5.13 12.2 6.5 27°C 1997
4.41 17.45 9.33 20-25°
3.10 14.86 7.4 25-30° Carballo, 1978
11 5.9 45.2+9.1 6.7 25+5°C 70% Ecole et al, 1999
24-26°C Fernandez y
4.5 12 7 24.851 241.8+70 17.2 70-76 % HR Montagne, 1990
5 14.2 7.8 112.8 8.8 Verano (Peru) Herrera, 1963
10.12 41.7 20.64 2343 139.1 15°C, 85.96%
6.99 25 11.97 17.08 167.3 20°C, 79.61
4.02 17.65 7.5 12.93 168.8 25°c, 76.92
3.10 13.14 5.74 8.63 21.7 30°c, 80.95 Marcano, 1995
Mihsfeldt y Parra,
10.18 7.44 12.38 183.35+9.88 25°, 70% 1999
14.84 121.5+40 25°C Pereyra, 2002
Pereyray
12.14 132+14.12 25°C 60% Sanchez, 2006
6 27 16 10 40 14.5°C Quiroz 1976
Razuri y Vargas,
4 12.1 8.14 145.45+90 12.2 24+1°C 71% 1975
Sanchez y Bravo,
11 26.9 27.7 144+70 17 (13-19°C) 1969
4.2 14.6 8.2 52 +30 3.7 25°C 75% Vargas, 1970

Tabla 2.1- Duracién de los distintos estados de desarrollo y del periodo de oviposicién (PO) (en dias)

y del nimero de huevos por hembra de Tuta absoluta segin distintos autores
Cond: condiciones del experimento descriptas en los trabajos
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Planta Condiciones Tasa neta de Tiempo Tasa Tasa Autor
hospedante reproduccién generacional intrinseca finita
Tomate 30°C 23% HR, 45 24.98 0.0607 Vivan et
12-13L al.,, 2001
Tomate 25°C+1, 48.92+5.62 27.9840.23 0.14 Pereyra vy
60+5HR 16L Sanchez
Papa 14.43+1.06 32.35+0.09 0.08 2006
Tomate 27.4 +1.25 °C, 18.53+3.949 24.11+0.119 0.11585 Propios
HR: 60-75%
14L: 10D

Tabla 2.2- Estadisticos demograficos de Tuta absoluta segun distintos autores
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CAPITULO 3- El parasitoide: Pseudapanteles dignus

INTRODUCCION

Pseudapanteles dignus es un braconido de la subfamilia Microgastrinae. Esta
subfamilia es el grupo mas importante de parasitoides de Lepidoptera en el mundo
tanto en términos econdmicos como en numeros de especies. Todas son
koinobiontes, endoparasitoides de larva y salen del hospedero para empupar (Austin
& Dowton, 2000).

Pseudapanteles dignus fue descripta de California, EEUU (Muesebeck,
1938). El autor la registra parasitanto a Keiferia lycopersiella (Walsingham) y a
Phthorimaea gudmannella (Walsingham), ambos geléquidos. Es una especie
Neartica y Neotropical, existiendo citas de la costa sur de California (Muesebeck,
1938; Oatman et al., 1979), México (Oatman, 1970; Alvarado-Rodriguez, 1988), y
Cuba (Castineiras & Hernandez, 1980) parasitando a K. lycopersicella en tomate, y
en Florida (EEUU) sobre Symmetrischema capsica (Bradley & Polovny) en pimiento
(Bennett, 1995), ambos lepidopteros geléquidos.

En la Argentina, ha sido detectado en la zona horticola platense (Botto et al.,
1999) y en Tucuman (Colombo et al., 2002). En muestreos realizados en esta ultima
provincia, Ps. dignus representa 53,39% del total de parasitoides que conforman el
complejo que controloa a T. absoluta. En esa latitud, en el campo, fue hallado con
mayor frecuencia en larvas del hospedador de 3° y 4° estadio. Empupan en un
capullo blanco compacto; este estado posee una duracién promedio de 9.39 dias

(Colombo et al., 2002).

33



Cardona y Oatman (1971) realizaron estudios biolégicos en laboratorio sobre
ejemplares que parasitaban a K. lycopersicella, “tomato pinworm”, el equivalente
ecoldgico de la “polilla del tomate” (T. absoluta) en América del Norte. Estos autores
determinaron que se trata de una especie con reproduccion bisexual aunque las
hembras virgenes son arrenotéquicas, no existiendo periodo de preoviposicion.
Segun los autores, bajo las condiciones del estudio (26,6 £1°C) la duracion media
del ciclo de vida de huevo a emergencia del adulto fue de 18 dias, con un intervalo
de 16 a 19 dias. La produccion total de progenie en hembras fertilizadas fue de
152,1 un poco mas alto que el obtenido con hembras virgenes (120.1). Estos
resultados motivaron su inclusion dentro de programas de control biolégico en
cultivos de tomate en California, pero no logré6 un buen control debido
principalmente a la interferencia de los insecticidas que los agricultores usan en este

cultivo (Cardona, com. per.).

Los criterios para evaluar y seleccionar agentes de control bioldgico son
muchos y diversos (Waage, 1990). Entre ellos se destaca el andlisis de los atributos
biolégicos del enemigo natural (Doutt & DeBach, 1964; Huffaker, 1974). Segun este
concepto, los atributos mas importantes a tener en cuenta son la capacidad de
busqueda (respuesta funcional) elevada, el poder de incremento relativo en relaciéon
a su hospedero, la sincronizaciéon con el ciclo de vida del hospedero y su
especificidad por el huésped.

En el caso de control biolégico inoculativo a estos atributos se suma que los
agentes sean capaces de causar una rapida y alta mortalidad de la plaga bajo las

condiciones de un sistema dado (Rabb et al., 1976).



Los estudios basicos para estudiar el potencial de un enemigo natural como
agente de biocontrol incluyen la supervivencia, longevidad y capacidad reproductiva,
dado que estas caracteristicas permitiran estimar el tiempo y la magnitud de su
actividad controladora. Un enemigo natural Optimo debera tener un tiempo de
desarrollo menor o igual que el de la plaga, su ciclo sincronizado con la misma,
poseer una elevada capacidad de busqueda y una tasa intrinseca de crecimiento
poblacional similar a la de su hospedero. Los estadisticos demograficos que
cuantifican estos atributos son fundamentales para analizar las caracteristicas de la

historia de vida de cada agente benéfico a evaluar.

3.1- PARAMETROS POBLACIONALES DE Pseudapanteles dignus

La supervivencia puede ser analizada mediante el estudio de la “curva de
supervivencia”, que es la probabilidad de un individuo de permanecer vivo a una
cierta edad, en relaciéon al namero inicial, en funcion de la edad. Deevey (1947)
reconocid cuatro tipos fundamentales de curvas que muestran “cémo va muriendo
una poblacién”. La curva de tipo | corresponde a poblaciones en las cuales la
probabilidad de morir aumenta recién a edades avanzadas de los induividuos. La de
tipo Il representa a poblaciones con una mortalidad constante a lo largo del tiempo.
La de tipo Il incluye poblaciones que tienen una tasa de mortalidad decreciente,
mientras que las de tipo IV corresponde a aquellas que presentan una alta
mortalidad a edades tempranas para luego permanecer a una tasa casi constante.

La informacién que puede extraerse de estas curvas, es interpretada mejor si
se ajusta a alguna distribucién tedrica cuyos parametros permitan caracterizarlas.

Varias distribuciones han sido probadas para el analisis de curvas de supervivencia
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como la de Gompertz y la de Weibull (Dent, 1995). Segun Johnson & Kotz (1970) la

distribucion de Weinbull presenta la siguiente expresion:

f(t)=exp-(t/b)°| dondet=0y cb>0

donde f(t) es la probabilidad de que un insecto viva al menos el tiempo t, b es
una parametro de escala que esta inversamente relacionado con la tasa de
mortalidad, y ¢ es el parametro de forma que permite al modelo representar los
distintos tipos de curvas. Un ¢ mayor a 1 indica una curva de tipo 1, un c igual a 1,
de tipo Il, y menor que 1 de tipo Il (Sgrillo, 1981).

La longevidad es otro aspecto de la mortalidad que debe ser evaluado. Se
define como longevidad media de una poblacion a la edad promedio que puede
alcanzar un individuo al morir (Rabinovich, 1980). La longevidad media del estado
adulto puede contrastarse con el patron de fecundidad para conocer el aporte real
de la cohorte parental de la progenie.

La capacidad reproductiva implica varios aspectos que permiten una mejor
prediccidn del nivel de eficacia de un controlador de plagas. La fecundidad se refiere
al numero total de huevos producidos puestos y su distribucion a lo largo del tiempo
genera la fecundidad especifica por edades de la especie (m,). Este patron permite
calcular el periodo reproductivo y la fecundidad acumulada del parasitoide en
funcidn de la edad de las hembras. Esta ultima medida explica en qué momento la
hembra alcanza su maxima fecundidad (Jervis & Copland, 1996).

En términos de fitness un parametro importante es el valor reproductivo
(Fisher, 1930). Conceptualmente indica la contribucion de un individuo a la

poblacién de la siguiente generacion y varia con la edad. Es por lo general maximo
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para las hembras que estan en la edad precisa de comenzar el esfuerzo reproductor
y minimo en individuos viejos. Es un parametro de importancia al analizar el proceso
de colonizacién. Dado que las poblaciones que se establecen como colonizadoras
en un habitat nuevo por lo general estan iniciadas por unos pocos individuos, el
destino de tal poblacion colonizadora estard afectado con fuerza por el valor
reproductivo de sus miembros (Rabinovich, 1980).

En este sentido, un parametro importante es la proporcién sexual (sex-ratio).
Su cambio a través del tiempo genera una modificacion del crecimiento poblacional
del parasitoide en funcion de la proporcién de hembras de la progenie (Hu Cui et al.,
1986; Mozaddelul & Copland, 2002) por lo que su conocimiento es importante en el

disefio de programas de control biolégico (Waage, 1986).

Los atributos mencionados pueden ser descriptos por la tasa intrinseca de
incremento poblacional r, (Southwood, 1994), en condiciones no limitantes y
asumiendo una poblacion con estructura estable de edades. La estimacion de ry,
para los entomofagos es util para conocer el potencial de crecimiento de las
poblaciones en las condiciones en que se la determine y para comparar Su
crecimiento y el de su hospedero (Messenger, 1964).

La rn, de un parasitoide puede ser comparada, aunque con limitaciones, con
la de otros parasitoides (Iziquel & Le Ru, 1992), de los hiperparasitoides (Singh &
Srivastava, 1989), de su hospedero fitofago (Messenger, 1964), o de los hospederos
afines taxon6micamente (Hagvar & Hofsvang, 1990). En control bioldgico, algunos
autores consideran que un parasitoide puede ser efectivo cuando entre otros

criterios su ry, es la misma o mayor que la de su hospedero (Huffaker et al., 1976).
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La escasez de trabajos acerca de los atributos biologicos de Pseudapanteles
dignus, dificulta la evaluaciéon adecuada de su capacidad controladora. Sdlo el
trabajo de Cardona y Oatman (1971) brinda caracteristicas bioldgicas basicas de P.
dignus, obtenidas en laboratorio parasitando a Keiferia lycopersicella, el “tomato
pinworm” (“gusano aguja o alfiler”), equivalente ecoldgica de T. absoluta en América
del Norte. Por ello resulta indispensable profundizar los conocimientos sobre este
sobre este parasitoide sobre su hospedero local, T. absoluta, la “polilla del tomate”
con miras a implementar un programa de control biolégico inoculativo.

El objetivo de esta investigacion fue determinar la potencialidad de Ps. dignus
como agente biocontrolador de T. absoluta mediante la evaluacion de sus atributos

biolégicos en condiciones de laboratorio

MATERIALES Y METODOS

Para determinar la supervivencia y fecundidad de Ps. dignus se emplearon
técnicas de tabla de vida y de fecundidad (Southwood, 1994).

Los experimentos se realizaron en camaras de cria con las siguientes
condiciones ambientales: temperatura 27.4 +1.25 °C, HR: 60-75% y fotoperiodo de
14L: 10D, en idénticas condiciones que para T. absoluta.

Plantas de tomate, desarrolladas en invernaculo, infestadas con larvas de T.
absoluta de 2 dias de edad (n=100) fueron expuestas a 4 parejas de Ps. dignus de
menos de 24 h de edad, sin experiencia previa en parasitacion o “naive” en las
jaulas de cria. Luego de 48 h de exposicidén a los parasitoides, las larvas de polilla

se colocaron individualmente en cajas de petri de plastico, donde fueron
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alimentadas con hojas de tomate (Figura 3.1.1). Se registré6 el momento en que las

larvas alcanzaron el estado de pupa, el de nacimiento de los adultos y su sexo.

Figura 3.1.1- Cria individual de larvas de Tuta absoluta expuestas al parasitoides
(Pseudapanteles dignus)

Una vez emergidos los adultos de Ps. dignus se elabordé una tabla de
fertilidad. Esta se realiz6 utilizando como unidad experimental un ramillete de hojas
de tomate infestado con 20-30 larvas (de menos de 12 h de nacidas) de T. absoluta,
cubierto por un cilindro de acetato de 20 cm de altura y 6 cm de didametro, provisto
de dos ventanas cerradas con tela de voile. En cada unidad (n=8) se liberé una
pareja del parasitoide de menos de 24 h de edad. El ramillete fue cambiado
diariamente en cada unidad hasta la muerte de la hembra de Ps. dignus, y las larvas
de T. absoluta expuestas fueron retiradas y alimentadas hasta la emergencia de los

adultos del parasitoide. Asi se obtuvo el nimero de progenie de cada sexo
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producida por dia y por hembra de Ps. dignus. Con estos datos se calculd la
progenie femenina promedio producida por las hembras a cada edad (my).

Se calculd el tiempo de desarrollo preimaginal (tiempo transcurrido entre la
exposicion de las larvas de T. absoluta al parasitoide y la emergencia del adulto de
Ps. dignus) para ambos sexos. Estos fueron separados por sexo una vez
emergidos. Se realiz6 un ANVA para detectar diferencias de dicho tiempo entre
hembras y machos; las medias fueron comparadas con el test de Tukey (a=0.05).

Se calcul6 para cada unidad experimental la proporcion sexual mediante la férmula:

Proporcion sexual =n® " / n® 5 + n® £

La supervivencia (Iy) de los adultos se estimé6 mediante una experiencia
paralela, en la que se liberaron 50 parejas (hembra: macho) del parasitoide de
menos de 24 h de edad en una jaula de estructura metalica (1 x 0,90 x 0,40 m)
cubierta por tela de voile. En su interior se colocaron macetas con plantas de tomate
infestadas con larvas de T. absoluta en las mismas condiciones ambientales que la
experiencia anterior. Se registré diariamente el nimero de hembras sobrevivientes.

Las curvas de supervivencia de hembras y machos fueron analizadas
mediante su ajuste a la distribucion de Weibull (Sgrillo, 1982). Los valores
observados fueron ajustados a la distribucion tedrica mediante el método de
minimos cuadrados.

Se compararon, ademas, las curvas de supervivencia de ambos sexos
mediante el test de Gehan Wilcoxon y el test F de Cox, mediante el programa

Statistica 99).
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Se estimaron los siguientes parametros demograficos: tasa neta de
reproduccion (Ro), tiempo generacional (Tg) y tasa intrinseca de crecimiento
poblacional (rn), mediante el programa TABLAVI (La Rossa & Kahn, 2003). Este
programa calcula el error estandar de cada estimador mediante el procedimiento
“Jacknife” (Tukey, 1958).

La tasa neta de reproduccién o tasa de reemplazo, es el nUmero promedio de

progenie hembra capaz de producir cada hembra de la poblacion en toda su vida.
Ro = lxcm

El tiempo generacional medio es el tiempo promedio que transcurre entre dos
generaciones sucesivas.

T _ D xm.
97" S eim.

La tasa de incremento o tasa de incremento de la cohorte, rc, es un valor

aproximado de la tasa intrinseca de incremento natural r, y sirve como “inicio” para
el calculo de la segunda.

_ In(Ro)
=

rc

El parametro ry, , tasa intrinseca de crecimiento poblacional, representa el
crecimiento poblacional de tipo instantaneo, y se calcula mediante un proceso

iteractivo utilizando la ecuacion de Lotka (Southwood, 1994), a partir de rc:
3l mX =1

El valor reproductivo (Vx), que es el numero relativo de progenie femenina
gue todavia le queda por producir a cada una de las hembras de edad x de una

poblacién, fue calculado mediante:
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donde:

r: tasa intrinseca de crecimiento

x: edad

y: edades que las hembras pasaran desde la edad x en adelante
Ix: supervivencia

ly: supervivencia desde la edad x en adelante

my: supervivencia desde la edad x en adelante

(Rabinovich, 1980)

Dado que Cardona y Oatman (1971) presentan resultados detallados de la
fecundidad de P. dignus, obtenidas en laboratorio parasitando a Keiferia
lycopersicella, la “tomato pinworm”, fue posible calcular los parametros
poblacionales, no presentados en dicho trabajo, con el fin de contrastar los

resultados de esta tesis.

RESULTADOS

El tiempo de desarrollo preimaginal fue de 22,64 dias para las hembras
(e.e.=1.1517; n=48) y de 21.28 dias para los machos (e.e.=1.0986; n=53), diferencia
estadisticamente significativa (Tukey, p=0.00).

Las curvas de supervivencia de machos y hembras (Fig. 3.1.2) resultaron
significativamente diferentes (estadistico Gehan Wilcoxon: -3.169, p=0.00153) (F
Cox: F=1.807063, p=0.00169).

De acuerdo al parametro ¢ de la distribucion de Weibull, la curva de
supervivencia de hembras y machos es de tipo | (c=2.3 y 2.05 respectivamente; X*:

17 gl; 5.1; p=0.999).
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Las hembras comienzan a morir en el quinto dia desde su emergencia y
luego declinan hasta el dia 19 en el cual muere el Ultimo individuo. Los machos
comienzan a morir en el segundo dia de su eclosion.

La longevidad media de las hembras fue de 13.39 dias con una tasa media
de mortalidad de 0.4219. La longevidad media de los machos fue de 10.59 dias
siendo la tasa de mortalidad de 0.4878.

Las hembras de Ps. dignus no presentan periodo de pre-oviposicion o, al
menos, es menor de 24 h. El periodo reproductivo medio fue de 12.8 dias
(e.e.=0.745; n=8; intervalo=12-15). La cantidad de progenie producida por hembra
fue en promedio de 154.375 (e.e.= 2.1789), progenie femenina: 108.125 (e.e.=
1.8169), y progenie masculina: 46.25 (e.e.= 2.603). La progenie del primer dia esta
compuesta exclusivamente por machos.

La fecundidad promedio en funcion de la edad de las hembras se muestra en
la figura 3.1.3. El patrén de fecundidad presenta un pico en el cuarto dia con una
declinacibn mas o menos constante y un segundo pico, menor, formado sdlo por la
descendencia femenina en el octavo dia.

La fecundidad acumulada, en porcentaje, se observa en la figura 3.1.4. Las
hembras de Ps. dignus logran 50% de su progenie luego de cinco dias de
eclosionadas cuando aun no ha comenzado a disminuir su supervivencia. Un dia
después se alcanza la edad de mayor valor reproductivo (Fig. 3.1.9).

En lo referido a la proporcion sexual de la descendencia, en la figura 3.1.4 se
observa su variacién a lo largo de la vida de la hembra. En el primer dia no hay
progenie femenina pero desde el dia 3 al 15 la progenie femenina supera a la

masculina.
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En cuanto a los parametros poblacionales, la tasa neta reproductiva (Ro) fue
de 87.2775 hembras/hembra, el tiempo generacional (Tg) fue de 28,195 d y la tasa
intrinseca de crecimiento poblacional (rn) fue de 0.15850651 hembras/hembra/dia
para las condiciones en las que se realizé la experiencia. En la figura 3.1.7 se
muestra la curva de supervivencia de las hembras parentales y el patron de
progenie femenina con la que se calcularon los estadisticos.

El la figura 3.1.8 se observa la contribucién de cada edad de la hembra al

valor de ry.
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Figura 3.1.2- Curvas de supervivencia de hembras y machos de Pseudapanteles
dignus
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Proporcién sexual

Figura 3.1.5- Variacién de la proporcion sexual (¢'/'+%) de la progenie con la edad
de las hembras de Pseudapanteles dignus
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Figura 3.1.6- Fecundidad acumulada de Pseudapanteles dignus (en individuos)
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En la figura 3.1.10 se presenta las curva de supervivencia y fecundidad de P.
dignus parasitando a K. lycopersicella. Los parametros poblacionales calculados
con los datos de Cardona & Oatman (1971) se muestran en la tabla 3.1.1 junto con

los obtenidos en esta tesis.

Ro Tg m N
Tuta absoluta 87.25 9/9 28.19 0.158506 1.123
Keiferia

56.77 /% 19.296 0.21 1.234

lycopersicella

Tabla 3.1.1- Estadisticos poblacionales de Pseudapanteles dignus con dos especies
de geléquidos como hospedero
DISCUSION

La ausencia de periodo de pre-oviposicién (o menor a 1 hora) confirma lo
hallado por Cardona y Oatman (1971) que observaron que las hembras comienzan
a oviponer a la hora de eclosionadas y copuladas. El tiempo de desarrollo fue mayor
gue los hallados por estos autores a la misma temperatura pudiendo deberse esto al
diferente hospedero utilizado. El desarrollo preimaginal fue cinco dias mayor, el
periodo reproductivo fue casi el doble del hallado por ellos, pero con una vida mas
corta.

La progenie producida durante el primer dia estuvo compuesta
exclusivamente por machos.. El modo mas comun de reproduccion en himendpteros
parasitoides es la arrenotoquia, en la cual la progenie masculina desarrolla
partenogenéticamente de huevos no fertilizados (haploides) y la femenina desarrolla
de huevos fertilizados (diploides) (Jervis & Copland,1996). Es bastante comun en
himenépteros la emergencia previa de machos (protandria) para asegurar la

fecundacion de las hembras.

49



La progenie total producida por hembra fue muy similar a lo registrado por
Cardona y Oatman, y distribuida en el mismo patron correspondiente a una especie
sinovigeénica, o sea an la cual los oocitos van madurando con la edad.

Si bien la tasa neta reproductiva Ro obtenida con los datos de Cardona y
Oatman fue menor a la obtenida en esta tesis, el menor tiempo generacional genera
una mayor tasa intrinseca de crecimiento que la lograda sobre Tuta absoluta.

Los valores de Ro, T y rm representan el potencial intrinseco de la especie en
una situacion dada (Rabinovich, 1980). Pueden sugerir un potencial de control por
parte de los enemigos naturales cuando lo relacionamos con la plaga,

especialmente cuando se calcula en las mismas condiciones experimentales.

3.2- ATRIBUTOS COMPORTAMENTALES: postemergencia de los adultos

Otro de los aspectos biolégicos a estudiar es el comportamiento de los
adultos de un parasitoide en las distintas etapas de su vida. El estudio del
comportamiento de un parasitoide es un punto clave para entender como viven
estos insectos y como influyen sobre la ecologia de las comunidades de insectos
con los cuales viven (van Alphen & Jervis, 1996). Es un requisito necesario para la
seleccién de enemigos naturales para programas de control biolégico previo a su
liberacién (Luck, 1990).

Una vez que los adultos emergen de su cuticula pupal comienzan una serie
de conductas llevadas a cabo con el objetivo de reproducirse (Vinson, 1998). El
cortejo de muchos himenopteros consiste en movimientos de alas, patas, antenas y
piezas bucales del insecto macho. La secuencia de estos movimientos es variable

dependiendo de la especie, y es repetida hasta que la hembra esté apta para el acto
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copulatorio ( van dem Assem, 1986). A pesar de gue los estimulos responsables de
la atraccion sexual de muchos insectos son especificos, generalmente se requiere
de un reconocimiento prolongado por parte de ambos sexos hasta que lleguen a un
estado de disposicion fisiolégica adecuado en el cual pueda realizarse la cépula
(Carthy & Howse, 1980, Chapman, 1982).

El objetivo de esta parte de la investigacién es conocer el comportamiento

posterior a la emergencia de adultos de Ps. dignus.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron pupas de P. dignus de la jaula de cria masiva. Para ello se
dispusieron como sustrato para la formacion de las pupas, tarjetas de cartulina
corrugada negra 1/8, de 6 x 10 cm en la base de las plantas. La mayoria de las
larvas se introducen entre las dos laminas del material y empupa ahi luego de tejer
un capullo de seda.

Las pupas fueron retiradas de la cartulina mediante el despegue manual de
las dos capas. Fueron separadas por sexo, marcadas y ubicadas en cajas de
plastico de 10 x 10 x 5 cm, identificadas por fecha de recoleccion (n= 50).

Se mantuvieron en condiciones de laboratorio de 25+2°C y 40-50% HR con
una traza de miel en la pared.

La caja se obeservé diariamente y cuando comenzé la emergencia del
primer adulto, se retiraba y se observaba durante todo el dia registrandose los

comportamientos sefialados por Assen (1986) y mencionados en la introduccion.
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RESULTADOS

Los machos (Figura 3.2.1) nacieron antes que las hembras (protandria).
Luego de la emergencia, los adultos repasaron su cuerpo con sus patas. Se
alimentaron inmediatamente de la traza de miel aportada. Si estuvieron presentes
ambos sexos, la cépula podia ocurrir mientras la hembra se alimentaba. Antes de la
eclosion de la hembra, los machos movian las alas rapidamente, sin desplazarse en
el aire, e iban de esta manera hacia la hembra.

Cuando la hembra (Figura 3.2.2) aceptaba al macho, la cépula tardé6 50
segundos (intervalo: 45-67). Ambos permanecieron quietos. Luego de la separacion,
los machos comenzaron a buscar otra hembra y copularon con varias de ellas. La
hembra aparentemente solo copuldé con un macho. Observaciones sobre hembras

copuladas indican que rechazan un nuevo intento de copula.

52



Figura 3.2.1- Macho de Pseudapanteles dignus

‘Figura 3.2.2- Hembra de Pseudapanteles dignus
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3.3- ATRIBUTOS COMPORTAMENTALES: seleccién de hospe dero

El proceso de seleccion de hospedero que realiza una especie de parasitoide
constituye uno de los aspectos comportamentales mas importantes para
comprender la dinamica de su poblacion y la de su presa en determinadas
condiciones (Luck, 1990). En control bioldgico de plagas este aspecto toma
relevancia desde dos puntos de vista. El primero es su utilizacion para el ajuste de
un meétodo de cria masiva mas eficiente, y el segundo, es tener una pauta para la
eleccion de los momentos adecuados para la liberacion en funcion de las
distribuciones de edades de la plaga a controlar presentes en el campo.

Los aspectos mas importantes de este proceso, segun Doutt (1959), incluyen:
(a) Localizacion del habitat de los hospederos, (b) encuentro con el hospedero, (c)
aceptacion del hospedero y (d) evaluacion de su adecuabilidad. Vinson (1976)
agrega un quinto paso: (e) regulacion de la fisiologia y sistemas de defensa del
hospedero con el fin de maximizar su éxito reproductiv (Vinson & lwantsch, 1980).

Inicialmente, un parasitoide debe encontrar el habitat del hospedero (Vinson,
1981). Este es detectado mediante sefales perceptibles a cierta distancia. Estas
sefales pueden cambiar segun la escala de la busqueda. Asi, la vision juega un rol
importante en la localizacion de macrohabitat, reconociendo grandes grupos de
vegetacion como bosques o pastizales (Van Driesche et al., 2007).

La localizacion de microhabitats es una respuesta a compuestos quimicos
volatiles producidos por las plantas de las que se alimentan los hospederos o por
otras sefales quimicas propias del herbivoro o sus huéspedes.

Muchas plantas responden al dafio producido por los herbivoros aumentando

la emision de compuestos volatiles (respuesta inducida) que actian como



atrayentes de las hembras de los parasitoides (Ode, 2006; Gatehouse, 2002;
Walling, 2000).

El encuentro de los hospederos por parte de los parasitoides ha sido
investigado intensamente a niveles comportamentales y quimicos (Vinson, 1984;
1998; Vet, & Dicke, 1992; Mattiacci & Dicke, 1995; Dicke & Grostal, 2001; Ode,
2006). Las hembras presentan un cambio de conducta de busqueda y locomocién
cuando arriban a areas especificas con sefiales indicadoras de la presencia del
hospedero. Estas sefiales pueden derivar de compuestos no volatiles encontrados
en los sitios de alimentacion (Darwish et al, 2003; Lewis & Tumlinson, 1988),
productos de desecho como heces con tejido vegetal (Weiss, 2006), azucares
excretados (Hagvar & Hofsvang, 1989), partes del cuerpo (escamas, setas,
exuvias), y secreciones (saliva, seda, feromonas) (Lewis et al, 1976; Vinson, 1984,
Vet & Dicke, 1992).

Estos materiales son percibidos por los parasitoides por medio de las antenas
o los tarsos de las patas una vez que comienzan a caminar por las plantas (Walling,
2000). Las sefiales provocan cambios en el parasitoide que involucran un aumento
de trayectorias circulares, detenciones, busqueda de rastros y sondeos con el
ovipositor en zonas con sefiales mas fuertes (Waage, 1978; 1979; Loke & Ashley,
1984).

Los parasitoides que atacan hospederos ocultos dentro de madera, frutas o
minas en hojas, pueden detectar las vibraciones que produce el movimiento de las
larvas en el interior de los tejidos vegetales (Vet & Bakker, 1985; Sugimoto et al.,
1988; Meyhofer & Casas, 1999; Djemai et al., 2004).

Una vez que el parasitoide reconoce a un posible hospedero comienza el

proceso de evaluacion de la calidad del mismo. En general, se vuelve selectivo de
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las presas que ataca, y la frecuencia relativa de los tipos de hospederos parasitados
elegidos comparados con la frecuencia de los disponibles ha sido definida como
preferencia de hospedero (Hopper & King, 1984).

La adecuabilidad del hospedero esta asociada con el desarrollo exitoso y la
emergencia de la progenie en el proceso de parasitismo (Mackauer & Sequeira,
1993). Las condiciones del hospedero (tamafio, estado de desarrollo, condicion
fisiologica y de parasitismo previo) pueden afectar la tasa de crecimiento y
desarrrollo del parasitoide y, por lo tanto, su aptitud reproductiva (Sequeira y
Mackauer, 1994). Los endoparasitoides obtienen informacién de su ovipositor antes
de la oviposicién.

Se han realizado numerosos estudios para establecer si la decision de
oviposicion de la hembra del parasitoide satisfacen las predicciones de la teoria de
forrajeo 6ptimo o hipétesis de preferencia de oviposicién (Charnov, 1976; Stephen &
Krebs, 1986). Cuando es aplicada a la seleccion del tamafio del hospedero por las
hembras del parasitoide, predice que las hembras parasitan preferentemente los de
mayor calidad de modo de hacer maximo su fitness (rn) (Bell, 1991; Kouamé &
Mackauer, 1991).

Sin embargo, los hospederos de peor calidad no siempre son rechazados.
Asi, si la tasa de encuentro de hospederos de mejor calidad es baja, los parasitoides
también pueden aceptar tamafios suboptimos para maximizar su éxito reproductivo
(van Alphen & Vet, 1986; Godfray, 1994; Harvey et al., 2001).

La seleccion de hospederos O6ptimos es especialmente critico para
parasitoides idiobiontes. Cuando estos son muy pequefios, los recursos para el
desarrollo del parasitoide pueden ser escasos provocando malformaciones o la

muerte del parasitoide (Godfray, 1994). El tiempo de desarrollo puede ser afectado
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por el tamafio del hospedero existiendo ejemplos en los que el desarrollo es mas
rapido con mayor tamafio del mismo (King, 1987, Sequeira y Mackauer, 1992). En
koinobiontes el panorama es complejo, existiendo ejemplos en los que el tiempo
requerido para el desarrollo con distintos tamafos de hospederos es
aproximadamente constante, menor o mayor, debido a numerosos factores
involucrados (Mackauer, 1986).

El parasitoide también debe contrarrestar los mecanismos inmunes de la
larva del hospedero y también obtener suficientes nutrientes para un desarrollo
exitoso (Warton, 1993).

La eleccion del hospedero también puede estar influenciada por
comportamientos defensivos de hospedantes muy mdviles como movimientos
violentos, retorcimientos del cuerpo, mordidas u otro tipo de ataques (Gross, 1993).

En esta seccion se analizan aspectos biolégicos y del comportamiento
parasitico de las hembras de este bracénid:o

- localizacion de hospedero en microambiente

- preferencia de larvas de T. absoluta en diferente estadio de desarrollo ha

parasitar.

- adecuabilidad de los distintos tamafios.

El objetivo de esta seccion fue determinar la adecuabilidad de los distintos

tamafos de larva de polilla del tomate como hospedero de Ps. dignus, y la

preferencia de este parasitoide por dichas larvas.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos experimentos, con y sin libre eleccion, por parte del
parasitoide, para determinar la preferencia y adecuabilidad respectivamente.

En el experimento con libre eleccion, larvas de distintos tamafios se
colocaron simultaneamente en cada unidad experimental. Esta unidad constistié en
una planta de tomate de 42 cm de altura media, con 6-7 hojas, ubicada en una
maceta de polietileno negro. La planta fue ubicada en una jaula de acrilico de 40 x
40 x 50 cm de altura (Figura 3.3.1), provista de dos ventanas cubiertas con tela de
voile y una puerta corrediza. Cada una fue infestada con 8 larvas de cada uno de los

siguientes tamafos elegidos por su correspondencia con los 4 estadios larvales de

la polilla:
Tratamiento Denominacion | Tamafio
(estadio larval)
1 larva chica <2 mm
2 larva mediana |2-4 mm
3 larva grande >4 mm
4 Larva grande|>4mm
madura (dorso
rosado)

En cada jaula (n= 6) fue liberada una pareja del parasitoide, sin experiencia
previa (naive), que fue retirada a las 6 horas (tiempo de exposicion) al igual que las
larvas de polilla, las que fueron llevadas a cdmara de cria hasta la pupacion. Se
evaluo la emergencia de adultos (% de emergencia = Total adultos nacidos/ Total de
larvas expuestas) del parasitoide resultante de cada tamafo. Los datos se

analizaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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Figura 3.3.2- Jaula de exposicién de larvas de Tuta absoluta a adultos de Ps.

dignus

En el segundo caso, sin libre eleccidn, se ofrecieron separadamente larvas de
tamanos similares a los del experimento anterior. La unidad experimental fue similar
a la descripta anteriormente. Se utilizaron 10 larvas de T. absoluta de cada uno de
los tamafios mencionados antes.

Se realizaron cuatro réplicas (n=4). En cada jaula se liberé una pareja naive
de P. dignus de 24-48 h de edad. Esta fue retirada a las 6 h, al igual que las larvas
de polilla las que fueron colocadas en cajas de plastico con hojas de tomate y
llevadas a camara de cria hasta la pupacion. Se evalué la emergencia del
parasitoide (% de emergencia = Total adultos nacidos/ Total de larvas expuestas),

su tiempo de desarrollo y la proporcion de sexos segun el tamafio del hospedero.
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Los datos se analizaron mediante un Anova y test de comparaciones de
medias (Tukey) con el programa Statistica 99.

Paralelamente se realiz6 la observacién del comportamiento de las hembras
en ambas experiencias. Se realizaron observaciones cronometradas del
comportamiento de busqueda, localizacién y parasitacion de hospedero. Se utilizé el
esquema propuesto por Vinson (1998) basado en el comportamiento de localizacion
del habitat del herbivoro, localizacion de su larva, reconocimiento, aceptacion y
comportamiento posterior a la oviposicion.

Las experiencias se llevaron a cabo en un laboratorio con condiciones

controladas de temperatura (25+2°C) y humedad relativa (50-60%).

RESULTADOS

En la experiencia con libre eleccion de hospederos se observd una
disminucion del porcentaje de parasitismo en la medida que aumento el tamafio de
la larva hospedante. Pero estas diferencias no resultaron significativas (Fig 3.3.3)
(F=2.35; 21 gl; p= 0.103).

En la experiencia sin libre eleccion no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el porcentaje de emergencia de adultos de Ps.
dignus de larvas de T. absoluta de diferentes tamafos expuestas a Ps. dignus
(F=1.0919; 15 gl; p: 0.39) (Fig 3.3.4).

La duracion de los estados de huevo y larva de Ps. dignus fue
significativamente mayor en hospederos chicos que en los medianos y grandes
(p=0.0000; F=94.82; 36 gl) (Fig. 3.3.5).

No se encontraron diferencias significativas en la proporcién de sexos de la

progenie de Ps. dignus obtenida.
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Fig.3.3.3- Porcentaje de parasitismo por Pseudapanteles dignus en larvas de Tuta
absoluta (con libre eleccion).No difieren significativamente (Tukey, p=0.103)

50
45

40
35

29

20

% emergencia del parasitoide

larva chica larva mediana larva grande larva-prepupa

Fig.3.3.4- Porcentaje de parasitismo por Pseudapanteles dignus en larvas de Tuta
absoluta (sin libre eleccidn). No difieren significativamente (Tukey, p=0.39)
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Fig. 3.3.5- Duracién de los estados de desarrollo juveniles de Pseudapanteles

dignus criados sobre larvas de Tuta absoluta de distinto tamafio.
Letras iguales indican diferencias no significaticas (Tukey, p=0.000)

En cuanto al comportamiento de las hembras de Ps. dignus en el microhabitat
formado por las jaulas, se observaron diferencias segun los tamafios de las larvas
de T. absoluta ofrecidas (Fig. 3.3.6 ay b).

Una vez finalizada la cépula, la hembra comienza a buscar activamente a su
larva hospedera. Al alcanzar los foliolos de tomate, la hembra camina moviendo las
antenas, subiéndolas y bajandolas, tocando suavemente la superficie foliar. Cuando
llega a una mina, la hembra se detiene y comienza a hacer movimiento circulares,
tocando la superficie de la mina con alta frecuencia (tamborileo). La hembra
continla examinando la mina hasta que localiza la probable posicién de la larva
hospedera. En ese momento inserta rapidamente su ovipositor en la mina
apuntando a la larva de polilla. Si la larva fue contactada, el parasitoide deposita un
huevo en la larva, requiriendo menos de 2-3 segundos para hacerlo. Si el hospedero
no fue contactado, la hembra retira su ovipositor y lo inserta en un nuevo lugar. Se
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pudo observar que la operacién de prueba fue repetida persistentemente hasta que

se concretd la oviposicion.

Comportamiento de hembras de P. dignus ante larvas de estadios 1y 2 de T. absoluta

Localizacion de hospedero
Reconocimiento de hospedero 7:]
Aceptacion externa |
Perforacion |

Aceptacion interna |
Oviposicion |

Marcado |

Pausa-Higiene ]

0 50 100 150 200 250 300

tiempo (seg)

Fig.3.3.6a- Comportamiento de parasitacion de hembras de Pseudapanteles dignus
con larvas chicas de Tuta absoluta

Comportamiento de hembras de P. dignus ante larvas de estadios 3-4 de T. absoluta

Localizaciéon de hospedero

Reconocimiento de hospedero [
Aceptacion externa
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Fig.3.3.6b- Comportamiento de parasitaciéon de hembras de Pseudapanteles dignus
con larvas medianas y grandes de Tuta absoluta
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Inmediatamente después de la oviposicion, la hembra busca otra mina
caminando por ambas superficies de la hoja y recorriéndola completamente.
Cuando la hoja fue completamente revisada, la avispita vuela o camina hasta un
foliolo cercano y repite el proceso. Observaciones realizadas sobre 20 hembras
indica que la hembra raramente revisita un foliolo que ya ha sido examinado. No

muestra interés por larvas de T.absoluta ubicadas fuera de las minas.

DISCUSION

Todos los tamanos de larva de T.absoluta fueron susceptibles y adecuados
para el desarrollo completo del parasitoide Ps. dignus. En esta experiencia, el
tiempo de desarrollo del Ps. dignus no se modificé por la edad de la larva del
hospedero. Su accion no impidi6 que las larvas pequefias continuaran
alimentandose y desarrollandose hasta llegar a su maximo tamafio en un tiempo
acorde con el de larvas no parasitadas confirmando su condicion de koinobionte.
Las larvas parasitadas, cuando fueron mas grandes, retrasaron su pupacion, lo que
permitié que la duracion del estado larval del parasitoide fuera igual al generado en
larvas pequefas.

Los parasitoides pueden manipular la fisiologia de su hospedero causando
una maduracién prematura o retrasada con tamafios anormalmente pequefios o
grandes (Godfray, 1994). La ventaja de prolongar el estado larval del hospedero ha
sido, segun el mismo autor, producir larvas con mas recursos alimentarios. Al
interferir el sistema enddcrino inducen al hospedero a permanecer mas tiempo en el
estado larval. En otro koinobionte, Microplitis demolitor (Hymenoptera: Braconidae),

el tiempo de desarrollo fue mas rapido en hospederos de edades intermedias, y mas



prolongados en hospederos con edades extremas en el continuum de edades.
Ademas, la mortalidad del parasitoide se modificO de manera no linear con el
estadio del hospedero, y fue generalmente mayor en hospederos muy jovenes o
muy viejos (Harvey et al, 2004).

Este fendmeno ha sido estudiado en otro bracénido Cotesia (=Apanteles)
congregatus que ataca la larva del marandova de las solanaceas (Manduca sexta;
Lepidoptera-Sphingidae). El parasitoide puede alargar el estado larval mediante el
aumento de la produccion de hormona juvenil debido a interferencias en la
regulacion neurohormonal (Beckage & Templeton, 1985; Beckage & Gelman,
2013).

Los ciclos enddcrinos asociados con la muda y la pupacién pueden influir
sobre la adecuabilidad de un hospedero. El parasitismo puede fallar luego del final
del pico de ecdisona que marca la pupacién, porque la larva del parasitoide falla en
recibir el correcto estimulo hormonal (Smilowitz & Iwantsch, 1975). Ademas, la
inyeccion de diversas sustancias (factores virales, venenos, proteinas ovaricas y
teratocitos provenientes del corién del huevo del parasitoide) pueden provocar la
falla del parasitismo (Ramjan et al. 2013).

Ademas, la respuesta del sistema inmune del hospedero para defenderse del
ataque (encapsulacion por hemocitos) a menudo depende del tamafio del
hospedero, siendo mas efectiva en estadios pequefios (Salt, 1968).

La hembra de Ps. dignus muestra, en principio, mayor preferencia por las
larvas chicas que las grandes y a las que estan por empupar. Si bien esto surge de
los resultados, podria ser consecuencia de la conducta evasiva mas marcada de las
larvas de polilla que han llegado al final de su desarrollo. Esta conducta genera que

el tiempo requerido para cada oviposicion del parasitoide aumente de 3-4 segundos
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a 2 minutos, provocando un mayor tiempo de manipuleo necesario para atacar a
este tamafio de larva.

En definitiva, hay numerosos procesos que facilitan o entorpecen la
parasitacion de cada uno de los distintos tamafios de hospedero. Esto llevaria a un
“balance” entre ellos, que explica que Ps. dignus no muestre mayores diferencias en
la parasitacion de distintos estadios de desarrollo de larvas de polilla del tomate.

Si bien es posible que la distinta duracion del estado larval del bracénido para
cada tamano de larva de la polilla compense el desarrollo del parasitoide, es
probable que los adultos de Ps. Dignus provenientes de larvas hospedantes mas
chicas tengan un menor fitness debido a un menor tamafio o una nutricibn mas
pobre (Kant et al., 2011). Es probable que existan diferencias a lo largo de las
generaciones dado que el fitness de la descendencia pueda ser diferente segun el
tamafio del hospedero aunque, a nivel poblacional, pueda ser compensado por
factores de mortalidad que actien en forma diferencial segun dichos tamafios, por
ejemplo, una mayor probabilidad de ataque por otros enemigos naturales.

Estos resultados implican que todos los tamafos son adecuados para
programas de cria masiva.

En cuanto a su uso en control bioldgico, la distribucién de edades de la plaga
en el cultivo no seria determinante del momento de realizar liberaciones inoculativas
aunque, debido a la gravedad del dafio producido por la plaga, seria necesario

hacerlo al inicio del ataque.
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3.4- RESPUESTA FUNCIONAL

La respuesta funcional de un enemigo natural estima el nimero de presas
consumidas por un predador en funcidn de la densidad de presa disponible
(Solomon, 1949; Holling, 1959). Este atributo es central para la descripcion de
cualquier enemigo natural ya que sirve para evaluar su potencialidad como agente

de control bioldgico de plagas (Huffacker et al, 1976).

En el caso de los parasitoides, en los que solo en su estado larval se
alimentan de otros insectos, la busqueda de huéspedes para oviponer por parte de
las hembras puede ser considerada como una busqueda de presas. Segun este
concepto, un aumento en la disponibilidad de larvas huéspedes ocasionara que
cada hembra produzca un ataque proporcionalmente mayor durante un periodo

determinado (Fernandez-Arhex & Corley, 2004).

Existen varios tipos de respuestas funcionales posibles (Fig 3.4.1). En la
respuesta de tipo 1 se observa un aumento lineal de la tasa de ataque del enemigo
natural con el aumento de la densidad de la presa (con una pendiente igual a la
eficiencia de busqueda), hasta llegar a un punto a partir del cual la maxima tasa de

ataque permanece constante. La respuesta es descripta por la siguiente ecuacion:

N,=a" XTXN (1)
Donde N, es el numero de hospederos parasitados o presas comidas, N el niumero
ofrecido, T es el tiempo total disponible para la busqueda a’ es una constante, la
tasa de ataque instantanea.

Este tipo de respuesta es frecuente en animales filtradores acuaticos como

Daphnia magna (Porter et al, 1983).
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En la respuesta funcional de tipo 2, la curva se eleva con una tasa
constantemente decreciente hacia un valor maximo. Holling (1959) predice tal
respuesta debido al llamado “tiempo de manipuleo” (T,,) definido como el tiempo
dedicado a perseguir, dominar, consumir y digerir las presas, y a prepararse para la
siguiente busqueda. Dado que el tiempo de busqueda se reduce (debido al tiempo
de manipulacién), este tipo de respuesta resulta en un aumento desacelerado a
medida que aumentan las presas consumidas hasta llegar a una asintota en la cual
se expresa la maxima tasa de ataque (T/Tn,) (Fernandez-Arhex & Corley, 2003). A
esta densidad, el tiempo disponible por el predador es usado para manipular la

presa y el tiempo de busqueda resulta entonces despreciable.

T,=T—Ty XN,

Donde Tses el tiempo de busqueda actual y Ty, es el tiempo de manipuleo.

Las respuestas de tipo 2 suelen aparecer en predadores invertebrados incluidos los
parasitoides. La ecuacién que la representa se conoce como la ecuacion de Holling:
Na = NxTxa

l+axTmxN (2)

En el caso de la respuesta funcional de tipo 3 el nimero de presas
consumidas por unidad de tiempo se acelera con el aumento de la densidad de
presas, hasta que el tiempo de manipuleo comienza a limitar su consumo. Una vez
superado el punto de inflexién, la curva se parece a la descripta para la respuesta

de tipo 2.

Este tipo de respuesta es mas caracteristica de predadores vertebrados, ya que

suelen explicarse por el aprendizaje o por la posibilidad de cambiar una presa por
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otra ("switching”) (Holling, 1965; Berryman, 1999; Gullan & Cranston, 2000). Sin
embargo, ciertos artropodos predadores y parasitoides poseen respuestas de tipo 3
aunque puede ser generadas por una preferencia diferencial por distintas especies
de presas ofrecidas, por actividades no relacionadas con el proceso de busqueda o,
en el caso de parasitoides, por algun tipo de alimentacién por parte del adulto del
hospedero previo a la oviposicion “host-feeding” (Hassell et al., 1977; van Alphen &
Jervis, 1996). Una de las ecuaciones mas sencillas que representan este tipo de
respuesta es la siguiente:

Nc = TxbxN?
1+bxN°xTm (3)

La respuesta de tipo 4 se asemeja a la de tipo 2 excepto que decrece a altas
densidades generando una forma de domo. Puede darse cuando las presas
interfieren con el ataque y causan el fracaso del mismo. De cualquier manera,
muchas veces el tipo de respuesta funcional de un enemigo natural depende del

disefio experimental adoptado (van Alphen & Jervis, 1996).
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Figura 3.4.1- Los cuatro tipos de respuesta functional observadas en predadores y
parasitoides: (a) Tipo 1; (b) Tipo 2; (c) Tipo 3; (d) Tipo 4. N = numero de
hospederos parasitados o presas comidas; % = porcentaje de hospederos
parasitados o presas comidas. (Tomado de: van Alphen & Jervis, 1996)

Mas alla de los patrones a los que es posible ajustar esta respuesta, lo cierto

es que cuando el objetivo es seleccionar a un enemigo natural para lograr un control
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eficiente de la plagas, es deseable que se produzca una parasitacion importante aln
a bajas densidades de la presa.

El objetivo de este capitulo fue estimar la respuesta funcional a la densidad
de la presa de Ps. dignus en condiciones de invernaculo a efectos de evaluar su
capacidad de busqueda con miras a su utilizacibn como agente de control biolégico

inundativo de la ‘Polilla del tomate” Tuta absoluta.

MATERIALES Y METODOS

La experiencia se realizé en un invernaculo de vidrio ubicado en el predio del
CICA-INTA, en Castelar, pcia. de Buenos Aires. Los adultos de Ps.dignus de hasta
24 h de emergidos se obtuvieron de la cria del Insectario de Lucha Biolégica del
IMIZA.

Cada unidad experimental consistié en una jaula de 0,60 x 0,60 x 0,80 m de
altura, con marcos de hierro redondo de 6 mm de didmetro cubiertas con tela de
voile (Figura 3.4.2). Dentro de ella se dispusieron tres plantas de tomate de
aproximadamente 6 hojas y 0,60 m de altura las que fueron infestadas con huevos
de T. absoluta. Una vez nacidas las larvas de T. absoluta fueron expuestas durante
24 h a 1 pareja (macho y hembra) del parasitoide. Se seleccionaron cuatro
densidades de larvas: 5, 15, 30 y 60 larvas. Por cada densidad se realizaron cuatro
repeticiones. El invernaculo tuvo una temperatura maxima de 33°C y una minima de
21°C durante el dia de la exposicién a los parasitoides.

Completado el tiempo de exposicion, los foliolos de tomate con larvas

huéspedes fueron retirados, colocados en cajas plasticas de 12 x 5 x 3 cm y
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llevados a una camara de cria (25 2°C) hasta el nacimiento de los adultos de P.

dignus o de T.absoluta.

Figura 3.4.2- Unidad experimental para estudiar la respuesta funcional
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Figura 3.4.3- Vista general del experimento de respuesta funcional

La cantidad de larvas parasitadas por cada hembra del parasitoide en funcién
de la densidad de larvas de T.absoluta fue analizada mediante un ANVA de un
factor. Previamente se comprobd el cumplimiento de los supuestos que implica.
Para verificar la homogeneidad de varianzas se utilizé el test de Cochran (c=0.4 y
p=0.18) . Para detectar si la distribucion de los datos se ajustaba a una normal se
realizd el test de Shapiro-Wilk. La diferencia entre tratamientos se analizé mediante
un test de Tukey (0.05).

La proporcion de parasitismo fue calculado mediante la relacion entre el
namero de larvas parasitadas y el nimero total de larvas disponibles (densidades
ofrecidas). También fue analizada mediante un ANVA de un factor (Test de
Cochran: p=0.44 y Kolmogorov-Smirnov: p=0.15). El programa estadistico utilizado

fue el Statistica 99 (Statsoft,Inc).

73



Para hallar el tipo de respuesta funcional se realizé una regresion logistica
(modelo logit binomial) mediante el programa Infostat. Posteriormente, una vez que
se determin6 una curva de tipo 2, se realiz6 una analisis de regresion no lineal
justada por cuadrados minimos. La funcién general que se utiliz6 fue la dos que

involucra la estimacion de los parametros: ay Tp.

RESULTADOS

De acuerdo a los estudios realizados, el aumento de la densidad de
hospederos provoca un nivel de parasitacidon significativamente mayor parte del Ps.
dignus.

Al analizar la proporcion de parasitismo de este braconido cuando aumento la
disponibilidad del hospedero (Figura 3.4.4) se puede notar que la densidad de 5
larvas por planta presentd la proporcion significativamente mas alta (0.95)
disminuyendo abruptamente con densidades mayores. Dicha eficiencia fue minima
a partir de 30 larvas por planta, debido presumiblemente a la fecundidad diaria del
microhimenodptero. A partir de aproximadamente 50 larvas practicamente
desaparece la respuesta denso-dependiente.

En la figura 3.4.5 se observa la respuesta funcional de la especie. Los
resultados de la regresion no lineal para el modelo de tipo Il de Holling indicaron
resultados significativos (r>=0.79). La tasa de ataque promedio (+ e.e.) fue de 1,02
(0.29), (p= 0.0033). El tiempo de manipuleo fue de 0.08 (0.01), (p < 0.0001),
equivalente a 1.55 h.

Na = N x Tx 1.02
1+1.02x0.08x N
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Fig 3.4.4- Proporcion de larvas de Tuta absoluta parasitadas por hembras de
Pseudapanteles. dignus en funcion a la densidad de hospederos ofrecidos
(Eficiencia de parasitismo).

Letras iguales indican diferencias no significativas (Tukey=0.05)
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Fig 3.4.5- Respuesta funcional de Pseudapanteles dignus sobre larvas de Tuta
absoluta de dos dias de edad.

La linea representa el valor de la ecuacién de ajuste hallada para las distintas densidades
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DISCUSION

Los resultados obtenidos durante el estudio de la respuesta funcional de
Ps.dignus con diferentes densidades de hospedero posibilitd decribir aspectos
interesantes de la interaccion huésped-parasitoide. Se detectd una respuesta
funcional de tipo 2, tipica de parasitoides debido tanto al tiempo de manipuleo
constante como a la limitaciébn por escasez de huevos como ha sefalado Ivlev
(1961) (citado por Fernandez-Arhex & Corley, 2004). Este tipo de curva implica que
las presas tendran una mayor probabilidad de ser atacadas cuando estan a bajas
densidades que cuando estan a mayores (Holling, 1959; Fernandez-Arhex & Corley,
2004).

Trabajos realizados en Argentina por Luna et al. (2007) sobre Ps. dignus en
T. absoluta hallaron una respuesta funcional de tipo 1 que se puede explicar por las
bajas densidades de larvas de la polilla ofrecidas (3 a 30). Por otro lado, Cardona &
Oatman (1971) en California, estudiaron la relacién del efecto de la densidad de
presas sobre el parasitismo de Ps. dignus sobre otro geléquido, Keiferia
lycopersicella, hallando una estabilizacion del parasitismo a partir de las 90 larvas
ofrecidas, valor muy superior al encontrado en esta tesis. Se puede asumir que Ps.
dignus exhibe una eficiencia de forrajeo diferente entre las dos especies huéspedes,
0 que las poblaciones del parasitoide o condiciones ambientales favorecieron un
elevado parasitismo sobre K. lycopersicella.

Pseudapanteles dignus actué eficazmente a bajas densidades del hospedero
(menos de 15 larvas por planta). Esto estaria indicando una buena capacidad de
busqueda, caracteristica que figura entre los atributos mas importantes de un
enemigo natural eficiente (Huffaker et al., 1976) ya que le permitiria actuar en las

etapas iniciales de la colonizacion de la plaga cuando la densidad de esta es auln
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baja. Esto favoreceria su empleo en tacticas inoculativas con liberaciones previas a

gue la plaga alcance altos valores poblacionales.
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CAPITULO 4

Impacto de Pseudapanteles dignus
sobre Tuta absoluta “polillla del

tomate”
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CAPITULO 4- Impacto de Pseudapanteles dignus sobre Tuta absoluta “polillla

del tomate”

INTRODUCCION

El objetivo final de cualquier estrategia de control de plagas, incluido el
biologico, es bajar su poblacién por debajo de su nivel de dafio econdémico (FAO,
2006). Por lo tanto, para evaluar la eficacia del control biolégico es necesario la
valoracion del impacto que produce sobre la plaga el enemigo natural utilizado, tanto
en su capacidad de producir dafio como en su nivel poblacional.

Los parasitoides koinobiontes, como Pseudapanteles dignus, actian de modo
gue sus larvas hospedantes continian alimentandose y mudando a lo largo de su
estado larval (Vinson, 1998). Por lo tanto, las larvas parasitadas podrian mantener
su capacidad de producir dafios a los cultivos incluso aumentar su consumo del
vegetal debido a la mayor demanda nutricional de la relacibn que se establece
(Parker & Pinnel, 1973; Hazan & Ansari, 2012).

El efecto del parasitismo sobre el ciclo de vida y la alimentacién de la larva
hospedera ha sido estudiado para otras especies de lepidépteros. Las larvas de
Spodoptera frugiperda parasitadas por otro bracénido, Chelomus insularis,
consumieron un 10 % menos que las no parasitadas mientras que la duracion de su
estado larval fue un 25% mas corto lo que indica una importante reduccion del dafio
a corto plazo (Rezende et al, 1994). Resultados similiares se obtuvieron con larvas
de la misma especie parasitadas por un ichneumdnido, Campoletis flavicincta, que
consumieron el 8% menos que las larvas sanas (Cruz et al., 1995). En cambio, el
parasitismo de Cyrtophloeba sp. (Diptera-Tachinidae) sobre Spodoptera eridania
redujo el consumo de las larvas parasitadas sélo un 15% mientras que el estado

larval durd un 25% mas (Lopes et al., 1997).

79



Por otro lado, el impacto de los agentes de control sobre los insectos plaga
involucra tipicamente el incremento de la mortalidad de la misma o, en algunos
casos, la disminucion de la fecundidad conduciendo a una menor densidad.

Los métodos utilizados para medir el impacto de los enemigos naturales (EN)
pueden tener dos aproximaciones basicas (Kidd & Jervis, 1996; Mills, 1997). La
primera esta basada en su impacto sobre la densidad de la plaga (estimando por
ejemplo el porcentaje de parasitismo o predacién). La segunda involucra el empleo
de métodos experimentales que permitan la comparacién de una poblacién plaga
sola versus otra poblacién con la presencia del EN.

Entre las estimaciones directas de la mortalidad debida a un enemigo
natural, la mas convencional es el porcentaje de poblacion huésped que es
parasitada por el mismo. Este porcentaje es estimado, frecuentemente, tomando
una muestra de la poblacion susceptible de ser parasitada y determinando el
namero de huéspedes parasitados en relacibn al nimero total de la muestra,
manteniéndola mediante técnicas de cria hasta el nacimiento de las parasitoides
(van Driesche, 1983).

El método mas extendido para evaluar el impacto de los enemigos naturales
sobre la densidad de una poblacién de insectos esta basado en la comparacion
directa de la densidad de la plaga en poblaciones de la misma con y sin los
enemigos naturales de interés (Luck et al., 1988 y 1999).

El uso de este método requiere la capacidad de encontrar, establecer o crear
parcelas con y sin los enemigos naturales que van a ser evaluados Esto se puede
hacer usando jaulas, Iinsecticidas o0 parcelas experimentales separadas
espacialmente (De Bach, 1985; Huffacker et al., 1976; van Driesche & Bellows,

1996; van Driesche et al., 2007). El caso de la polilla del tomate, dado que es una
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plaga tipica de cultivos protegidos, permite el disefio de modulos experimentales
gue incluyen la presencia de la plaga con y sin liberacién del parasitoide.

Ademas del andlisis de la densidad entre poblaciones de la plaga con y sin el
EN, es posible la construccién de tablas de vida emparejadas de la plaga que
permitan comparar los parametros demograficos de la misma ante las dos
situaciones (van Driesche et al., 2007). La tasa de crecimiento de una poblacion
puede ser expresada como tasa neta de reproduccion (Ro) intergeneracional o como
tasa intrinseca de crecimiento poblacional (ry) instantanea (Southwood, 1994). La
estimacion de la diferencia entre estos parametros para poblaciones con y sin el
enemigo natural de interés es una medida eficaz y directa del impacto del EN (van

Driesche, 1994).

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en experiencias de
laboratorio y semicampo cuyo objetivo es evaluar aspectos de la interaccién del
parasitoide y su huésped con miras a su empleo en liberaciones inoculativas de

Pseudapanteles dignus.
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4.1- ESTUDIOS EN LABORATORIO

4.1.1 Efecto del parasitismo sobre el consumo de Tuta absoluta

El objetivo de esta experiencia fue determinar el efecto del parasitismo por Ps.

dignus sobre el consumo foliar y la duracion del estado larval de Tuta absoluta

MATERIALES Y METODOS

Plantas de tomate infestadas con larvas de T. absoluta de dos dias de edad,
fueron expuestas a adultos (machos y hembras) de Ps. dignus durante dos dias en
la jaula de cria del parasitoide. Las plantas se colocaron en jaulas con paredes de
malla metélica y vidrio de 60 cm de alto por 20 cm de base con un dispositivo para
proveer de miel a los adultos parasitoides para su alimentacion. Luego de la
exposicion a los mismos, las larvas de la polilla fueron ubicadas individualmente en
cajas de petri donde se las aliment6 con foliolos frescos de tomate colocados sobre
un papel de filtro humedecido los que fueron cambiados diariamente. Las larvas se
mantuvieron en camaras de cria a una temperatura de 26+2°C y una humedad
relativa de 30-45%. Se estimd (1) la duracion del estado larval parasitados y no
parasitados (en dias) y (2) el consumo de las larvas parasitadas y no parasitadas.
Para ello se midio la superficie de mesofilo dafiada calcandola sobre un papel
milimetrado. Para su analisis se sumoO el area consumida acumulada en tres
momentos: (1) entre el inicio y los primeros tres dias, (2) entre los tres y cinco dias
y, (3) entre los cinco y ocho dias desde el inicio, como asi el total consumido en

ocho dias.
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Los datos fueron analizados, para cada momento, mediante una prueba t

para dos muestras con varianzas desiguales (a = 0.05) .

RESULTADOS

No se detectaron diferencias significativas en la duracion del periodo larval
entre larvas parasitadas y no parasitadas (p=0.08587506; 24 gl) (Figura 4.1).

Respecto al consumo, los resultados indican que si bien el consumo total de
larvas parasitadas fue notable (375.21 mm?), fue significativamente menor (p:

0.0012; 27 gl) que el de larvas no parasitadas (515.93 mm?) (Figura 4.2).

16
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Dias
(0]

no parasitado parasitado

Figura 4.1- Efecto del parasitismo de Ps. dignus sobre la duracion del periodo larval
de T. absoluta. (Prueba t, p= 0.08587506)

El consumo a lo largo del tiempo mostré que durante los tres primeros dias
las larvas parasitadas y no parasitadas tienen consumo similares (p = 0.963).
Posteriormente, entre los tres y cinco dias de la parasitacion las diferencias se

hacen significativas (p = 0.03864) (Figura 4.3) y, entre los cinco y ocho dias vuelve
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a ser no significativa (p = 0.2918), aunque el consumo de las larvas de T.absoluta

no parasitadas sigue siendo mayor.
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Figura 4.2- Consumo total de larvas de Tuta absoluta no parasitadas y parasitadas
por Pseudapanteles dignus (Prueba t, p=0.0012)
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Figura 4.3- Consumo acumulado de larvas de Tuta absoluta no parasitadas y
parasitadas por Pseudapanteles dignus

Letras iguales indican diferencias no significativas, prueba t (3 dias p=0.963; 5 dias p=0.03864; p=8
dias p=0.2918)



DISCUSION

El parasitismo por Ps. dignus afecta significativamente el comportamiento
alimentario de las larvas de T. absoluta, disminuyendo su capacidad de consumo en
un 27.3% respecto de las no parasitadas durante el mismo tiempo de alimentacion.
Esta reduccion es aun mayor que las detectadas en larvas de Spodoptera frugiperda
parasitadas (Rezende et al., 1994; Cruz et al., 1997).

Desde la perspectiva del manejo de la plaga y la accién del parasitoide habria
un doble efecto positivo. Por un lado el parasitoide reduciria la poblacion de la plaga
(por parasitismo) y, al mismo tiempo, reduce la fitofagia de la plaga por su desarrollo
koinobionte y el efecto detrimental del consumo. El impacto cuantitativo que implica
este resultado en términos de reduccion del dafio por la polilla no es facil de evaluar
experimentalmente. De cualquier manera, en términos de “control econémico”, este
efecto no tendria accion inmediata dado que el dafio producido por las larvas
parasitadas podria no disminuir en forma econdmicamente significativa durante la
generacion en la que el parasitismo tiene lugar, sino en la siguiente a través de una
menor abundancia poblacional. Ademas, el impacto de la plaga sobre el fruto es
mas limitante para la produccion que el dafio en hoja, dado que afecta directamente
el rgano de cosecha vy, en fructificacion, suele ser mas temprano en fruto que en

hoja (Caffarini et al., 1999).
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4.1.2 Efecto sobre los parametros poblacionales de Tuta absoluta

El objetivo de esta experiencia fue evaluar el impacto del parasitismo por Ps.

dignus en los pardmetros vitales T. absoluta

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé utilizando técnicas de tabla de vida. Se trabaj6é con dos
cohortes (n =120) de larvas neonatas de la polilla criadas en plantas de tomate de
5-6 hojas desarrolladas en macetas (a una temperatura de 25.4+1.7°C, HR de
70+10% y Fotoperiodo de 12L:12° con iluminacién natural difusa) en jaulas de
acrilico de 40 x 40 x 50 cm de altura provista de dos ventanas cubiertas con tela de
voile y una puerta corrediza.

En una de las jaulas se liberaron 5 parejas de Ps. dignus de menos de 24 hs
de edad y sin experiencia previa (naives) manteniéndose la restante como testigo.
Diariamente se realizd el recuento de las larvas vivas; a medida que pasaban al
estado de pupa fueron retiradas, sexadas y mantenidas en cajas plasticas rotuladas
por fecha hasta la eclosion del adulto de la polilla o del parasitoide. A medida que
los adultos de la polilla nacian, fueron ubicados formando parejas en cajas plasticas
cilindricas de 10 cm de diametro x 10 cm de altura provistas de una tapa calada
cubierta de tela de voile. Diariamente se colocaron en la caja una hoja chica de
tomate que se retird al dia siguiente y fue reemplazada por otra, y sobre la que se

contaban los huevos colocados por hembra/dia.

Se estimaron los siguientes parametros poblacionales para T. absoluta en
las situaciones sin y con parasitismo de acuerdo con la terminologia utilizada por

Southwood (1994): Tasa neta de reproduccion (Ro), Tiempo generacional (Tg) y tasa
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intrinseca de crecimiento poblacional (r,) explicados en capitulos anteriores. Los
parametros fueron estimados mediante el programa TABLAVI 2.2.1 (La Rossa &

Kahn, 2003).

RESULTADOS

El parasitismo de Ps. dignus afecté significativamente a los principales
paradmetros poblacionales de T. absoluta. La Tasa neta de reproduccion (Ro) fue de
18.53 Q/? (e.e.=3.949) sin parasitismo y de 5.672 (e.e.=3.152) 2/9 con
parasitismo. La tasa intrinseca de crecimiento poblacional (rm fue de 0.123 y de

0.072 para las situaciones sin y con parasitismo, respectivamente (rack €n Tabla

4.1).

Sin parasitismo

Con parasitismo

(e.e.=0.0092) (e.e.=0.0272)
Limite inferior 0.105 0.022
Limite superior 0.142 0.133

Tabla 4.1- Tasa intrinseca de crecimiento poblacional (Jacknife) de Tuta absoluta, con y sin
parasitismo por Pseudapanteles dignus

El tiempo generacional fue similar para ambas situaciones: 24.11 (e.e.=0.119)
dias y 24.265 (e.e..=0.045) dias sin y con parasitismo respectivamente.

Respecto a la supervivencia y fecundidad (fig 4.4 y 4.5) en la situacion sin
parasitismo, como era esperable, las larvas sobreviven mas que cuando se exponen
al parasitoide. La supervivencia media (lksp), en la que murié el 50% de la poblacién,
en la condicién sin parasitismo se alcanz6 a los 17,2 dias y, en presencia del
parasitoide se acortdé en aproximadamente 3,3 dias (Ixso = 13,9 dias). La fecundidad

total de la cohorte parasitada fue mayor (64) que la no parasitada (48).
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DISCUSION

No se han encontrado estudios previos acerca de la comparacién de los
parametros biologicos de Tuta absoluta con y sin parasitismo por P., dignus. Como
es de esperar, la elevada mortalidad larval que provoca el parasitismo determina
gue la cantidad de adultos que sobreviven sea significativamente menor en la
situacion con parasitismo; esto influye sobre los deméas parametros poblacionales
como la R, y, obviamente, en la ry,.

Esta situacion es indicativa de que las poblaciones de la polilla en presencia
del parasitoide veran disminuido substancialmente su crecimiento poblacional y esto

debe redundar en un menor nivel de dafio.
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4.2- EVALUACION DE LIBERACIONES EN CULTIVOS DE TOMA TE

Uno de los aspectos de mayor importancia en la implementacion practica del
control biolégico se basan en la correcta seleccion de la tactica de manejo del
enemigo natural seleccionado, las caracteristicas de plaga y el medio ambiente en
el que se producen las interacciones entre biocontrolador-plaga las que determinan
en este sentido cual tactica sea la mas conveniente.

Para el caso de Pseudapanteles dignus, su estrategia reproductiva y
desarrollo koinobionte, su presencia espontanea (natural) en el medio (invernaderos
comerciales y campo abierto) y una asociacion (plaga-parasitoide) casi especifica
permite pensar que una tactica basada en liberaciones inoculativas del parasitoide
en aquellos momentos en que sus niveles poblacionales ain no son consistentes
(inicio de los cultivos en primavera) pueden contribuir a mejorar el crecimiento
poblacional del enemigo natural (aumento del indculo) y evitar asi que su
hospedante (Tuta absoluta) alcance niveles de abundancia peligrosos.

En base a lo expuesto, el objetivo de los estudios que se presentan a
continuacion fue evaluar el efecto de liberaciones inoculativas del parasitoide sobre

el comportamiento poblacional de la polilla del tomate.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos ensayos de liberaciones de Ps. dignus utilizando los

cultivos protegidos existentes en el campo experimental del IMIZA INTA-Castelar.

ENSAYO 1 (Liberacion Unica de parasitoides)
Se realiz6 en un macrottnel de polietileno de 240 m? (Figura 4.6) subdividido
mediante paredes de polietileno en seis modulos (Figura 4.7). Se utilizaron plantas

de tomate de la variedad Lider (de crecimiento indeterminado) las que fueron
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transplantadas a medianos de septiembre a una densidad de 2 plantas por m? .
Fueron conducidas a un tallo mediante una poda semanal de brotes axilares,
sujetandolas mediante un hilo de prolipropileno desde la zona basal hasta una
alambre tendido horizontalmente a dos metros de altura. El riego se realiz6 por
goteo y el suelo se mantuvo cubierto con material vegetal seco (mulching organico).
Este tipo de manejo es similar al empleado en establecimientos de produccion
comercial.

Se compararon dos tipos de tratamientos: Testigo (sin liberacion de
parasitoides) y CB (con liberaciones inoculativas del parasitoide Ps. dignus). Estos
tratamientos fueron asignados al azar a tres médulos (n= 3 réplicas). La infestaciéon
de larvas de polilla era elevada superando el umbral de dafio econémico (2 foliolos
con dafio fresco/planta) segun Polack & Mitidieri (2002), en los tres médulos
experimentales.

En el tratamiento CB se liberaron 40 hembras de Ps. dignus de menos de 24
hs de edad provenientes de la cria masiva del parasitoide, en cada uno de los
modulos asignados en una unica liberacion. A los 4 dias posteriores a la liberacion
se extrajeron 5 hojas/planta, entre la hoja 6 y la 7, de cinco plantas (h= 25 hojas)
qgue fueron llevadas a laboratorio hasta la emergencia de los adultos de la polilla o

del parasitoide.
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Figura 4.6- Macrontunel con cultivo de tomate

Figura 4.7- Modulo dentro del macrotunel
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Se obtuvieron de las hojas recolectadas la siguiente cantidad de larvas por médulo:

Modulo | Tratamiento| N° de larvas
Recolectadas
1 CB 100
2 CB 100
3 Testigo 60
4 Testigo 50
5 CB 60
6 Testigo 80

El material obtenido fue criado en el laboratorio de manera similar a como se
cria T. absoluta e el laboratorio, hasta el nacimiento de los adultos ya sea de la
polilla como del parasitoide. Las diferencias en el porcentaje de adultos nacidos
para cada situacion experimental (con y sin liberaciones) se analiz6 mediante
ANVA. Las medias de cada tratamiento se compararon con el test de Tukey (alfa=
0.05).

ENSAYO 2 (Liberacion multiple del parasitoides)

Se condujeron en cultivos de tomate realizados en dos macrotineles de
plastico de 240 m?® siguiendo las practicas agronémicas del ensayo anterior. En esta
oportunidad, cada macrotunel fue dividido en dos mdédulos cada uno.

Los tratamientos testigo y control biolégico (CB), al igual que el ensayo anterior,
fueron asignados al azar (dos modulos por tratamiento) en el macrotunel.

En los médulos CB se liberaron 50 hembras del parasitoide, provenientes de

la cria masiva del mismo, semanalmente durante cuatro semanas. A los tres dias de
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la primera liberacion, y luego semanalmente, se recolectaron cinco hojas infestadas
con polilla/planta, en 10 plantas elegidas al azar (h= 50 hojas) en cada médulo. Las
hojas fueron llevadas al laboratorio y acondicionadas en modo similar al descripto
para el ensayo 1. Se registr6 la cantidad total de adultos de polilla y de parasitoides
nacidos en cada moédulo para cada fecha de liberacion. El parasitismo (% de Ps.
dignus emergidos) se evalué mediante un ANVA y un test de Tukey.

La temperatura media del macrotinel a los largo del estudio fue de 24,26 °Cy

la humedad relativa fue de 25.8 % (Termohigrografo digital, HOBO®).

RESULTADOS

ENSAYO 1

El porcentaje de larvas parasitadas fue en promedio de 25% en los modulos
de control bioldgico y de 1.67% en los moédulos testigos. La diferencia fue
estadisticamente significativa (F= 144.12; 5 gl; p= 0.0003). En la Figura 4.8 se
observa el porcentaje de parasitismo obtenido luego de cuatro dias desde la
liberacion, para cada tratamiento, y el nimero de larvas de polilla recolectadas. La
presencia de parasitismo en los médulos testigo pudo deberse a contaminacion, ya
gue los modulos no estaban herméticamente aislados o a la presencia espontanea

del parasitoide.

ENSAYO 2
En los modulos de liberacion el parasitismo alcanzé los siguientes valores

promedio: 9,5 - 17,5 - 25y 22.5% para cada fecha de liberacién (Figura 4.9). En los
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testigos éste fue de 3-5,5- 9y 7.5 %, difiriendo estadisticamente en todas las fechas

respecto de los tratados (p= 0.028, 0.042, 0.037 y 0.045, respectivamente).
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Figura 4.8 - Numero de larvas de Tuta absoluta y parasitismo por Pseudapanteles.
dignus (%). 1° ensayo.
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Figura 4.9- Evolucion de la abundancia de larvas de Tuta absoluta y del % de
parasitismo por Pseudapanteles dignus (as flechas indican el momento de la liberacion)

DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que el parasitismo de Tuta absoluta por
Ps. dignus tiene un efecto negativo sobre la poblacién de la polilla reduciendo su
abundancia a lo largo del tiempo.

En el primer ensayo exploratorio, fueron parasitadas el 25% de las larvas de
polilla presentes en los mddulos de control biolégico. Este valor de parasitismo, Si
bien no seria suficiente como para evitar que la poblacion de la polilla ocasionara
serios dafios (debido a sus niveles de abundancia al momento de la liberacion),
resultan alentadores considerando el posible efecto del parasitismo si se liberaran
in6culos de Ps. dignus mas conspicuos y antes de que la polilla alcance su nivel de

dafio econdmico. De acuerdo con los resultados de los aspectos biologicos
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descriptos en capitulos anteriores si bien Ps. dignus no presenta una fecundidad
muy elevada, tiene una excelente capacidad de busqueda a niveles bajos de la
poblacién de la plaga por cual seria de esperar una disminucién en el impacto de las
larvas de T.absoluta adecuando el momento de la liberacion y el tamafio del in6culo
a ser liberado. Lamentablemente por cuestiones operativas esta no fue la situacion
en las que este ensayo pudo ser realizado.

Las condiciones del segundo ensayo fueron mas favorables para la accién
del parasitoide dado que se inicid con una menor infestacion de la plaga, con una
mayor cantidad de hembras liberadas y con varias repeticiones de la liberacién en el
tiempo. Si bien raramente se superd el 25 % de parasitismo, se observé una
disminucién en el tiempo de la poblacién de la polilla del 18.2 %.

En cultivos manejados mediante protocolos de manejo integrado de plaga,
con aplicaciones de fitoterapicos “amigables” con el ambiente como abamectina y
Bacillus thuringiesis, que mantuvieron una baja poblacion de polilla, fueron
detectados niveles de parasitacion natural por Ps. dignus de un 70 % al finalizar el
ciclo (Polack & Brambilla, 2000). En cultivos organicos de tomate, en forma natural,
se han observado porcentajes de parasitismo de entre un 5 hasta un 30 %,
aumentando significativamente el mismo con una disminucion en la densidad de
larvas de T. absoluta (Luna et al., 2010).

Estas experiencias y los resultados obtenidos se consideran promisorios para
ajustar una estrategia de liberaciones (cantidad, momento, frecuencia) del
parasitoide. De cualquier manera, el momento de la liberacién parece ser un factor
mas importante en la maximizacion de la eficacia del control biolégico que la

cantidad de liberaciones (Crowder, 2007).
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La liberacién con bajas densidades de la plaga, ya sea a comienzo de la
estacion o mediante el uso de insecticidas compatibles con los enemigos naturales,
resulta fundamental para lograr una sincronia entre el parasitoide y la plaga que
conduzca a un bajo nivel de dafio en la produccién de tomate. Asi sera posible la
incorporacién del control bioldégico en programas de manejo integrado de plagas en

conjunto con insecticidas.
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CAPITULO 5

Compatibilidad de tacticas quimicas y
biologicas en el manejo de la polilla del

tomate Tuta absoluta
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CAPITULO 5- Compatibilidad de tacticas quimicas y b  iolégicas en el manejo

de la polilla del tomate Tuta absoluta

INTRODUCCION

El control quimico de la polilla del tomate estd basado en la aplicacion
multiple de insecticidas. El uso indiscriminado de este método aumenta la
posibilidad del desarrollo de poblaciones de plaga resistentes a los insecticidas y
tiene un gran impacto sobre la densidad poblacional de los enemigos naturales.

La cercania taxondmica existente entre las plagas y los insectos benéficos
genera dificultades para encontrar productos selectivos que permitan controlar la
plaga sin afectar a los benéficos y, por lo tanto, integrar el control quimico con el
biolégico. Los insecticidas provocan una mortalidad severa tanto a las plagas como
a sus enemigos naturales debido a sus rasgos fisioloégicos similares e,
indirectamente, por alterar las relaciones interespecificas entre ambos.

Los insectos benéficos toman contacto con los productos mediante una
variedad de medios que incluyen la exposicion directa al producto, el contacto con
residuos del mismo o a través de las cadenas alimentarias en las que participan
(Croft, 1990). Pueden recibirlo sobre las plantas, la superficie del suelo, mientras
vuelan o comen o parasitan a sus hospederos (Charlet, 1995).

La selectividad es el uso de insecticidas para matar a las plagas y no afectar
a sus enemigos naturales. Se habla de selectividad fisiolégica cuando existe una
propiedad inherente del principio activo, a una dosis determinada, que no afecta al
benéfico. Se han identificado diversos mecanismos mediante los cuales los
insecticidas pueden tener selectividad fisioldgica a los enemigos naturales sobre sus
hospederos o0 plagas. Estos incluyen penetracion, sequestro, excrecion,
detoxificacion e insensibilidad en el sitio de accion (Croft, 1990).

Segun Blanco y Bernal (2003) existen tres posibilidades para que el control
guimico y el biolégico no se contrapongan: 1) el uso de insecticidas téxicos para la
fauna benéfica pero de baja persistencia, 2) su uso en determinado tiempo y
espacio y 3) la utilizacion de insecticidas selectivos. El primer caso consiste en
realizar liberaciones una vez que la accion del producto haya pasado, para controlar
la poblacion remanente de la plaga y evitar un brote. Sin embargo, la persistencia de

un insecticida es dificil de predecir debido a que los modos de degradacion del
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mismo estan influenciados por factores bidticos (microorganismos) y abidticos (clima
y luz) variables.

La utilizacion de control biolégico inoculativo de la polilla del tomate, Tuta
absoluta, requiere el estudio de su compatibilidad con otras tacticas de control
empleadas. Estas tacticas varian segun el sistema de produccion utilizado.

Los cultivos de tomate organicos son ideales para implementar la practica de
control bioldgico ya que esta prohibido el uso de compuestos de sintesis aunque las
medidas de control permitidas, como el uso de extractos vegetales, también pueden
producir un impacto negativo sobre los enemigos naturales.

En sistemas de produccion horticola convencionales que llevan a cabo
programas de manejo integrado de plagas, el uso de control biolégico es un
componente mas a ser utilizado, pero es necesaria una profunda investigacion para
lograr una integracion eficaz (van Lenteren, 2012).

En este capitulo se analiza la compatibilidad del control quimico con
liberaciones inoculativas de Pseudapanteles dignus, endoparasitoide larval de T.

absoluta.

Control quimico de la polilla del tomate

Desde la introduccion de la polilla, en 1964, el control quimico ha sido el
unico método utilizado contra T. absoluta en todas las regiones de produccion de la
Argentina. El control efectivo es dificil de alcanzar debido al comportamiento
minador de la larva, la falta de umbrales de accion y la deficiente tecnologia de
aplicacion de insecticidas (Lietti et al., 2005).

Inicialmente, los Unicos insecticidas utilizados contra la polilla del tomate eran
organofosforados, los que fueron gradualmente reemplazados por piretroides a
partir de 1970. En la década del 80, el cartap (carbamato) alternado con pitretroides
y thiocyclam (nereistoxina) fueron utilizados con alta eficacia en ese momento.

Los primeros datos publicados acerca de la disminucién de la eficacia de
organofosforados en el control de la polilla se originaron en Bolivia y Chile (Moore,
1983; Larrain, 1987), mientras que los problemas con piretroides y carbamatos
aparecieron un poco después en Brasil (Salazar & Araya, 1997; Siqueira et al.,
2000, a 'y b).

En la década del 90 se introdujeron insecticidas con modos de accion

novedosos y efectivos como la abamectin, spinosad, benzoilureas, teflubenozide
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(Galarza y Larroque, 1984; Polack, 1999; Caceres, 2000). En 1997 se encontraban
registrados para el control de polilla del tomate siete oOrganofosforados, un
carbamato (cartap), ocho piretroides, tres benzoilureas, una benzohidracida y una
nereistoxina. En 2003, continué la tendencia del aumento de registros de

insecticidas de modos de accion novedosos (cuadro n° 5.1) (Casafe, 2003).

Insecticida Clasificacion quimica Modo de accion
Abamectin Biologico C, 1
Acefato A Organofosforado C
Cartap Carbamato C, 1
Ciflutrina Piretroide C, I
Cipermetrina Piretroide C, 1
Cipermetrina + clorpirifos Piretroide+org. fosf. C, |, Inh.
Cipermetrina low Cis Piretroide C, I
Clorfenapir Pirrol C, 1
Clorfluazuron Benzoilurea I
Clorpirifos A Organofosforado C, 1, Inh
Deltametrina Piretroide C, I
Fenitrotion+Fenvalerato Org. fosf.+piretroide C, |,
Lambdacialotrina Piretroide C, I
Lufenuron Benzamida C
Metamidofos Organo fosforado C, 1
Permetrina Piretroide C, 1
Piridafention Organo fosforado C, 1
Spinosad Naturaliyte C, 1
Tebufenuzide Benzohidracida C, I
Teflubenzuron Benzoilurea C, 1
Tiociclam Hidrogenoxalato C, 1
Triazofos Organo fosforado C, 1
Truflumuron Benzoliiiurea C, 1

Cuadro 5.1- Insecticidas registrados para el control de Tuta absoluta C: accién por

contacto: I: accion por ingestion; Inh: por inhalacion.
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Actualmente, debido a la aparicion de poblaciones resistentes a insecticidas
tradicionales, se utilizan en mayor medida productos que actian como inhibidores
de la sintesis de quitina (benzoilureas), de origen natural (pirroles) y microbiologicos
(Bacillus thuringiensis) que son los que han sido considerados para su estudio en

esta tesis.

Inhibidores de la sintesis quitina

Las benzoilureas (figura 5.1) actian como reguladores de crecimiento en los
insectos. La primera benzoilurea sintetizada fue triflumuron, en 1978.
Posteriormente  aparecieron  chlorfluazuron, teflubenzuron, hexaflumuron,
flufenoxuron y flucycloxuron. Las nuevas adiciones a este grupo corresponden a
flurazuron, novaluron, diafenthiuron y lufenuron. Ingresan al cuerpo del insecto por

ingestion directa y menos por contacto (Tarlochan et al., 1998).

Estos compuestos interfieren con la sintesis de quitina. Alrededor del 50 % de
la cuticula esta compuesta por quitina, la cual es un polisacarido de N-
acetilglucosamina. La polimerizacion es bloqueada por las benzoilureas por medio
de la inhibicidn de un paso en el transporte en las membranas que involucra la UDP-
N-acetilglucosamina, por lo que se produce una deficiencia de quitina. De este modo
la cuticula se torna delgada y quebradiza, y no es capaz de soportar el peso del
insecto o resistir el rigor de la muda. De acuerdo a esto, las benzoilureas serian

efectivas cuando son aplicadas justo antes de la muda (Ware & Whiteacre, 2004).
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Figura 5.1- Estructura quimica de inhibidores de quitina (Benzoilureas)

Insecticidas de origen nat tural

Pirroles

El inico miembro de este grupo es clorfenapir (figura 5.2). Fue sintetizado en
1985, a partir de una toxina aislada del actinomicete Streptomyces fumanus. Ingresa
al insecto po ingestidn y actua sobre un amplio rango de insectos y acaros plaga. Su
modo de accidn consiste en desacoplar la fosforilacion oxidativa, impidiendo la
formacion de ATP. Se caracteriza por su baja persitencia debido a que es

degradado rapidamente por la luz ultravioleta (Lasota & Dybas, 1991).



Figura 5.2- Estructura quimica del insecticida clorfenapir

Estudios realizado indican que produce alta mortalidad a adultos de los
parasitoides Aphidius gifuensis, parasitoide de pulgones, (Kobori & Amano, 2004),
Encarsia formosa (Sterk et al., 2002), Diadegma semiclausum (Hasseb et al., 2000),
Cotesia plutella y Cotesia marginiventris, y leve de los predadores Orius insidiosus
(Pietrantonio & Benedict, 1999) y Orius laevigatus (Sterk et al., 2002), alta para
Phytosiulus persimilis, Macrolophus caliginosus (Sterk et al., 2002). Luego de 7 dias
no afecta a adultos de Aphidius gifuensis (Kobori & Amano, 2004) ni a Diadegma

semiclausum, parasitoide de Plutella xylostella (Hasseb et al., 2000).

Otros estudios, sin embargo, lo consideran un insecticida benigno para los
enemigos naturales. Legaspi et al. (2000) indican ausencia de efectos nocivos por
contacto en adultos de los parasitoides Cotesia flavipes y Allorhogas pyralophagus,
ni del predador Chilocorus cacti. Afecta solo levemente al estado pupal de Cotesia
plutellae (Haseeb & Amano, 2002) y poco a pupas de E. formosa (Sterk et al.,
2002).

Insecticidas microbiolégic cos

El Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) es una bacteria abastonada, aerobica,
gram positivo y que forma esporas. Pertenece a la familia Bacillaceae y se
caracteriza por formar un cuerpo cristalino de inclusion durante la esporulacion el
cual contiene ciertas proteinas que son insecticidas. Cuando es consumido por el
insecto, la inclusion se disuelve en el mesenterén vy libera las d-endotoxinas. Las
proteinas tdéxicas contienen desde unos pocos cientos hasta mas de 1000
aminoacidos. Después de ser ingeridas, las d-endotoxinas son divididas en una

forma activa por proteasas que hay en el estbmago medio. Las toxinas activas se
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ligan a membranas especificas de los tejidos epiteliales del estomago medio y
alteran sus propiedades de permeabilidad i6nica al formar un poro o canal de
cationes. El movimiento de iones por este poro altera el pH y los gradientes de
potasio y lleva a una lisis del epitelio, paralisis de todo el estbmago y muerte (Sauka
& Benintende, 2008).

Es el insecticida microbiolégico de mayor uso comercial contra plagas de
lepidopteros. Las formulaciones de la bacteria poseen gran potencial por su
seguridad ambiental y selectividad. Su combinacion con el control biolégico es una
estrategia efectiva en programas de manejo integrado y en agricultura organica
(Blumberg et al., 1997).

Existen numerosos estudios sobre los efectos del Bt sobre los enemigos
naturales de las plantas. Numerosas especies de parasitoides de huevos, como
Trichogramma, son altamente compatibles con aplicaciones del Bt, dado que no son
afectadas por el mismo (Bull & Coleman, 1985; Trumbler & Alvarado-Rodriguez,
1993; Ksentini et al., 2010).

La combinacion del Bt con parasitoides de larvas necesita un cuidadoso
analisis de compatibilidad dado que el nivel de intoxicacién del hospedero tiene un
impacto directo sobre el parasitoide (Navon, 2000). Se ha demostrado que puede
afectar el potencial reproductivo y la longevidad de adultos de Meteorus laeviventris,
parasitoide bracénido de larvas de Agrotis ypsilon (Hafez et al., 1997) y de
Apanteles litae y Bracon instabilis, dos parasitoides de Phtorimaea operculella
(Salama et al., 1995). Contrariamente, investigaciones realizadas a campo parecen
indicar un sinergismo entre el control biolégico por parasitoides y la aplicacion de Bt
(Chenot & Raffa, 1998).

Aungue los mecanismos de estas diferencias no estan claros, existen algunos
factores que permiten mejorar la integracion entre la bacteria entomopatogena y los
parasitoides.

El comportamiento y el crecimiento de la larva hospedera es sumamente
modificado por la enfermedad que le causa el Bt. Schoenmaker et al. (2001) sefialan
gue las larvas de Choristoneura fumiferana que sobreviven a la exposicion al bt
presentan un tiempo de desarrollo mas prolongado en su dltimo estadio que
posibilita el aumento de la tasa de ataque por sus parasitoides. Observaciones

realizadas el laboratorio también sugieren que larvas de varios lepidopteros
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alimentadas con una dieta con la toxina del Bt facilitan la parasitacion posterior por
los sintomas de paralisis ocasionados, lo que llevaria a una aumento del porcentaje
de parasitismo (Liu et al., 2005). Estos autores también suponen que las larvas
enfermas pueden tener afectada la respuesta inmunoldgica y tener una baja tasa de
encapsulamiento de huevos de parasitoides que llevaria a un mayor porcentaje de
parasitismo. Por otra parte, las larvas parasitadas sobreviven mas la exposicion al
Bt porque se alimentan menos que las no parasitadas y, por lo tanto, tardan mas en
adquirir la dosis letal de la bacteria (Nealis & Frankenhuyzen, 1990).

El comportamiento del parasitoide también puede mejorar la integracion de
ambas practicas. Los adultos del ichneumdnido Tranosema rostrale rostrale pueden
discriminar entre larvas de Ch. fumiferana sanas o enfermas prefiriendo parasitar a
las sanas, dependiendo de la dosis y del tiempo transcurrido desde la aplicacién
(Schoenmaker et al., 2001).

Por todo esto resulta claro que el resultado de la interaccion esta determinado
por la secuencia del uso del producto en relacion al momento de aplicacién del
mismo y de la liberacién del parasitoide. Nealis & Frankenhuyzen (1990) sefialan
gue si bien el Bt podria reducir la poblaciéon del parasitoide Apanteles fumiferanae
entre un 50-60% por muerte de las larvas hospederas de Ch. funiferana antes de la
emergencia del parasitoide, ambas practicas podrian complementarse si la
aplicaciéon del Bt se realizara en el momento del pico poblacional del cuarto estadio

0 posterior de la plaga.

El objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto de algunos insecticidas de
mayor uso contra Tuta absoluta y su efecto sobre el parasitismo por Pseudapanteles
dignus
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MATERIALES Y METODOS

La experiencia se realizd en el insectario de la catedra de Zoologia Agricola
de la Facultad de Agronomia de la UBA.

Los adultos de Ps. dignus y los huevos de T. absoluta procedieron de las
crias masivas del laboratorio de Lucha Bioldgica del IMYZA, INTA Castelar.

Se evalud el efecto de los tres insecticidas mas relevantes para el control de
la polilla:

1- Triflumuron (Alsystin-Bayer) (inhibidor de la sintesis de quitina), dosis 30

cc/100 | de agua
2- Clorfenapir (Sunfire-Basf) (proinsecticida), dosis: 50cc/100 | de agua
3- Bacillus thuringienisis (Dipel-SummitAgro) (insecticida biologico), 350

gr/100 | de agua

La unidad experimental consistio en una planta de tomate de 4-5 hojas, en
maceta de polietileno negro, cubierta con una jaula de voile de 20 x 20 x 40 cm.
Cada planta fue infestada con 10 huevos de T. absoluta y la aplicacion de los
productos se realizd6 cuando las larvas eclosionaron y formaron la mina en el
mesodfilo de la hoja. Los productos fueron aplicados con pulvarizador manual hasta
punto de goteo. La temperatura a lo largo del ensayo fue de 25 £ 3 °C con una
humedad relativa de 40 = 18 % y una iluminacién difusa natural a través de
ventanales.

Cada tratamiento mas el testigo fueron replicado 9 veces (n=9).

A los cinco dias de la pulverizacion se realizo el recuento de las larvas de T.
absoluta que seguian vivas en cada tratamiento.

Para analizar el efecto de los productos sobre las larvas de la polilla del
tomate fue realizado un ANVA y test de Tukey del n° de larvas sobrevivientes de T.
absoluta a los cinco dias (a= 0.05).

Se calculé la eficacia de control los productos insecticidas mediante la
férmula de Abbot (Abbot, 1925).
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Eficacia = [1 -] x 100

Donde N; es el n° promedio de individuos en las plantas tratadas
y N¢ es el n° promedio de individuos de las plantas testigo

Para determinar el efecto de los productos sobre el parasitismo en cada
unidad experimental se liberaron dos hembras y un macho del parasitoide Ps.

dignus en tres momentos:

a- 24 h antes de la aplicacion
b- Inmediatamente después de la aplicacion

c- 72 h después de la aplicacion

Para ello, se separaron las unidades experimentales en grupos de tres de
manera que cada momento de liberacion tuviera tres réplicas por tratamiento.

A los cinco dias, las larvas de T. absoluta fueron retiradas y acondicionadas
en camara de cria hasta el nacimiento del adulto de la polilla o del parasitoide.

Se analizé el n° de adultos del parasitoide nacidos para cada tratamiento
mediante ANVA y test de Tukey (a= 0.05).

RESULTADOS

Los resultados mostraron (Figura 5.3) que los tres productos afectaron
significativamente la superviencia de las larvas de polilla (p: 0.0001; F: 25.65; 35gl)
resultando el clorfenapir el mas eficaz en el control de la misma. No se detectaron
diferencias significativas en la supervivencia de las larvas tratadas con cada
producto entre los distintos momentos de liberacion del parasitoide (p: 0.3456) ni en
la interaccion entre cada insecticida y el momento de la liberacién (p: 0.3853).

En la figura 5.4 se grafican los indices de Abbot obtenidos para cada

producto.
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Figura 5.3- Efecto de los insecticidas sobre la sobrevivencia de larvas de Tuta

absoluta a los cinco dias del tratamiento. Letras diferentes idican diferencia estadisticamente
significativa, Tukey: 0.05)
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Figura 5.4- Indice de eficacia de control de los insecticidas sobre larvas de Tuta
absoluta a los 5 dias del tratamiento (Abbot)

De las plantas tratadas con clorfenapir no se produjo la emergencia de ninguin
adulto de Ps. dignus. En la figura 5.5 se muestra el promedio de adultos del

parasitoide emergidos de cada tratamiento. El control (sin insecticida) fue el que
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presentd el mayor numero de adultos nacidos (5.33). Dicho valor difirid

significativamente del resto de los tratamientos (p: 0.00001).
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Figura 5.5- Numero de adultos de Pseudapanteles dignus nacidos de las larvas de
Tuta absoluta tratadas con distintos insecticidas, en tres momentos de liberaciéon de

los parasitoides parentales. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
(Tukey: 0.05)

DISCUSION

El insectida que resultd mas eficaz en el control de las larvas de “polilla del
tomate” fue el clorfenapir, seguido por el triflumuron y el Bacillus thuringiensis.

El clorfenapir produjo un 96,7 % de mortalidad de larvas de Tuta absoluta,
resultado que coincide con lo hallado por otros autores (Riquelme Virgala et al,
2006) que lo sefalan como de “alta eficacia”. Es un proinsecticida que se convierte
a su forma activa mediante las enzimas del insecto, inhibiendo la fosforilacion
oxidativa en las mitocondrias celulares impidiendo la formacion de ATP; en los
insectos que entran en contacto con el producto causa inactividad, paralisis, y

muerte (Vazquez & Ceballos, 2009).
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El Bacillus thuringiensis produjo una mortalidad de larvas de T.absoluta de
58,7 % y el triflumenuron del 63,3 %, valores coincidentes con los hallados por
Riquelme Virgala et al., 2006.

La menor eficacia del triflumurdn en relacién al clorfenapir puede deberse a
su accion mas lenta al ser un inhibidor de la sintesis de quitina que actia sobre la
muda. Castelo Branco et al. (2003), en ensayos a campo en Brasil, observaron que
13 aplicaciones de triflumurén durante el ciclo del cultivo de tomate, no fueron
eficientes para disminuir el dafio en el fruto ocasionado por Tuta absoluta
posiblemente debido a la falta de accion traslaminar. También el triflumuron ha sido
sefialado como uno de los insecticidas a que la polilla ha adquirido resistencia (Silva
et al., 2011).

La no emergencia de ningun adulto de Ps. dignus de las plantas tratadas con
clorfenapir indica la falta de compatibilidad de este producto con el control biolégico
de la polilla del tomate con este parasitoide. Por el disefio de este experimento no
es posible saber si la causa de esto es el efecto nocivo del producto sobre el
parasitoide, como ha sido mencionado para otros braconidos (Kobori & Amano,
2004; Hasseb et al., 2000; Pietrantonio & Benedict, 1999) o por la baja densidad de
larvas de polillas sobrevivientes.

El nimero de adultos de Ps. dignus emergidos de larvas de polilla tratadas
con Bt, fue significativamente menor al testigo lo que indica un efecto nocivo sobre
el parasitoide. Distintos estudios realizados en laboratorio han mostrado un efecto
negativo sobre el porcentaje de emergencia de adultos de Microplitis croceipes
desde larvas hospederas enfermas de Helicoverpa armigera (Atwood et al., 1999;
Blumberg et al., 1997). Si bien no se detectaron diferencias significativas en relacion
al momento de liberacion del parasitoide, la emergencia de adultos fue mayor
cuando dicha liberacion se produjo antes de la aplicacion del producto.
Probablemente esto se debid a que se logrd el establecimiento de la parasitacion
antes de que las larvas hospedantes fueran afectadas, aunque esto contradice lo
esperado acerca de cierta facilitacion inmunoldgica que puede producir el Bt en las
mismas (Schulthess et al.,, 2005; Liu et al., 2005). Sin embargo, otros autores
hallaron que la emergencia de otro braconido, Cotesia marginiventris, de larvas de
Heliothis virescens fue mayor cuando la exposicion al Bt fue demorada 48 hs luego

de la liberacion del parasitoide (Atwood et al., 1997).
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Con el triflumuron, solo se produjo emergencia del parasitoide cuando se
aplicé en el momento de la liberacion. Los efectos secundarios de este producto
sobre los parasitoides son distintos segun la especie. Fue totalmente inbcuo para
adultos de Psyttalia concolor, braconido parasitoide del tefritido Bactrocera olea
(Zapata et al., 2005) y para Trichogramma pretiosum (Carvalho et al., 1994)
mientras resulté ser altamente tdxico para el pteromdlido Sphalangia cameroni,
parasitoide de mosca comun (Vazirianzadeh et al, 2002) y para el parasitoide de
huevos Trichogramma chilonis (Narayama & Baru, 1992). Si bien puede haber
diferencias fisioldgicas entre dichas especies es mas probable que dichos efectos
secundarios se deban a distintas metodologias de experimentacion que hallan

afectado la llegada del producto a los parasitoides.
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CAPITULO 6

Compatibilidad con

insecticidas botanicos



CAPITULO 6- Compatibilidad con insecticidas botanic  os

INTRODUCCION

Los productos derivados de las plantas han sido utilizados desde hace
milenios en todo el mundo para minimizar el dafio ocasionados por las plagas
(Isman, 2006). Extractos, jugos, polvos, resinas, aceites, cenizas, humos y
desechos de extraccién han ayudado a proteger los cultivos desde la antigiiedad. A
mediados del siglo XX fueron desplazados por los insecticidas sintéticos en gran
parte de los cultivos comerciales del mundo quedando restringido su uso a pequefio
productores de areas de agricultura de subsistencia de paises en vias de desarrollo
(Rodriguez Hernandez et al., 2007).

Los problemas ambientales que ha generado el control quimico con
insecticidas organosintéticos han revalorizado el uso de productos bioracionales
cuyo fin sea proteger al cultivo y no matar a la plaga. La vision de insecticidas
basados en plantas como fue descripta por Rosenthal (1986) podria ser menos
toxica para el hombre, facilmente biodegradable, adecuada para su uso en
pequefios productores y capaz de proteger cultivos del ataque de un amplio rango
de insectos plaga (Tapondonjou, 2005).

Heal et al. (1950) han citado mas de 2500 especies vegetales de 247 familias
con alguna propiedad insecticida o toxica para los insectos. Estas propiedades
derivan de productos del metabolismo secundario de las plantas como alcaloides,
aminoacidos no proteicos, esteroides, fenoles, flavonoides, glicosidos,
glucosinolatos, quinonas, taninos y terpenoides entre otros. Estos compuestos
constituyen sefiales quimicas importantes en las interelaciones que ocurre en los
ecosistemas.

La mayoria de los productos vegetales que se utilizan en protecciéon vegetal
afectan el crecimiento de los insectos, tanto por su accioén inhibitoria de la
alimentacion como por la disminucion de la digestibilidad del alimento. Ademas,
algunos compuestos pueden afectar las hormonas que regulan el proceso de muda,
inhibir la oviposicion o disminuir la viabilidad de pupas y adultos (Rodriguez
Hernandez et al., 2007).

La seleccidn de las especies a utilizar no so6lo debe involucrar el efecto sobre

los insectos, sino también caracteristicas que respeten la sustentabilidad de esta
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practica de control. Silva Aguayo (2001) menciona que una planta insecticida ideal
deber ser perenne, estar ampliamente distribuida, que sus Organos a usar sean
rapidamente renovables (hojas, flores y frutos), que requiera poco espacio, escasa
agua Yy fertilizacion, que no constituya una maleza para plantas de importancia
econdmica, que sea efectiva a bajas dosis y que no sea tdxica para animales de
sangre caliente ni peces. Este Ultimo aspecto es de suma importancia ya que
muchas veces se toma por inocuos a los productos de origen vegetal s6lo por ser
naturales y no hay que olvidar que el potencial toxico de una molécula se debe a su
estructura quimica y no a su origen (Coats, 1994).

En la actualidad existen cuatro tipo de productos botanicos principalmente
comercializados a nivel mundial: el piretro, la rotenona, el neem y aceites esenciales
y otros tres de uso mas limitado: ryania, la nicotina y la sabadilla. El uso de extractos
vegetales esta limitado a regiones de algunos paises (Isman, 2006). Sin embargo,
estos Ultimos serian los mas adecuados para saltar limitaciones econdmicas,
ecologicas y toxicologicas mencionadas dado que los mas importantes son
extremadamente toxicos (nicotina y la rotenona) o han sido extraidos por solventes
y no son permitidos en producciones organicas (azadirachtina del neem y el piretro)
(Rodriguez, 1997).

Los insecticidas botanicos han mostrado poco impacto sobre los enemigos
naturales (Schmutterer,1997) y por lo tanto tienen potencial para ser usados en
combinacion con el control bioldgico en el desarrollo de una sistema de manejo

integrado de plagas (Charleston et al., 2001).

Eucalipto ( Eucalyptus sp)

Los principales constituyentes de las plantas aromaticas, principalmente
monoterpenos, son de especial interés para el mercado por su potente actividad
biologica y su toxicidad a los insectos (Isman, 2000; El Atta & Ahmend, 2002;
Pandey et al., 2000; Tapondjou et al., 2005; Lee et al., 2004).

Las hojas de eucalipto (Eucalyptus sp.) estan compuestas de una mezcla de
compuestos organicos volatiles que incluyen hidrocarburos, alcoholes, cetonas
acidos, éteres y ésteres. Las mayoria son monoterpenos y sesquiterpenos. Los
terpenos pueden poseer propiedades toxicas para los insectos debido, en principio,

a sus propiedades lipofilicas.
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El eucaliptol o 1,8-cineole es un monoterpeno componente principal del aceite
de eucalipto. Es seguro para los humanos y ha sido usado como medicina y
aromaterapico desde hace largo tiempo.

Southwell et al. (2003) menciona que tiene gran bioactividad tanto en
mamiferos como en insectos (crisomélidos y curculionidos) siendo el Unico
terpenoide proveniente del eucalipto que es excretado por dichos insectos, con
cambios en sus constitucibn quimica, lo que indicaria una accion metabdlica
determinada. El metabolismo del 1,8 cineol es altamente variable en insectos,
incluso entre distintos estados de desarrollo aunque no se sabe en la actualidad su
efecto.

Su modo de accidon no esta totalmente claro. Ryan & Byrne (1988)
determinaron que cinco monoterpenos, especialmente el 1,8 cineol, inhibieron la
actividad de la acetilcolinesterasa y mataron a adultos de Tribolium castaneum. Pero
otros autores sefialan que esta accion sb6lo es levemente importante a
concentraciones relativamente altas del cineol en insectos de granos almacenados
(Rhyzoperta dominica y Tribolium confusum (Greenberg-Levy et al., 1993). Segun
Kostyukovsky et al. (2002) la principal accion del aceite de eucalipto seria sobre
otro neurotransmisor, la octopamina, dado que su accion fue reversible mediante
tratamiento con fentolamina, un antagonista octopaminérgico.

El eucaliptol comercial fue probado sobre mosca domeéstica (Musca
domestica) por topicacién de adultos determinandose una LC50 de 118 a 177
microgr/mosca y, de 101 microgr/larva en larvas del tercer estadio (Sukontason et
al., 2004).

No se han encontrado antecedentes de la accion de los derivados del

eucalipto sobre enemigos naturales.

Paraiso (Melia azedarach L.)

Las meliaceas poseen gran variedad de compuestos con propiedades
insecticidas. En particular el arbol de neem, Azadirachta indica Juss, y el arbol de
paraiso, Melia azedarach L. han demostrado ser particularmente promisorios
(Ismann, 1999).

Melia azedarch L. (Sapindales: Meliacea) es un arbol de hoja caduca nativo

del noroeste de la India. Conocido como paraiso, santa barbara, jasmin-de-soldado,
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para-raios, cardamomo, chinabery, syringa tree, persian lilac tree y bakain, crece en
areas tropicales y subtropicales de Asia, pero es cultivado en otras regiones calidas
del mundo por su considerable tolerancia climatica.

Los extractos de frutos de M. azedarch poseen efectos diversos sobre los
insectos; son antialimentarios, retardadores del crecimiento, reductores de la
fecundidad, promotores de defectos morfogenéticos y generan desordenes en el
proceso de muda y cambios de comportamiento (Breuer et al, 2003).

Su accién esta relacionada con la presencia de triterpenoides llamados
limonoides (Akhtar & Isman, 2004). Ademas, posee dos potentes insecticidas
tetraterpenoides que han sido aislados de su fruto verde, una meliacina nueva
llamada 1-cinamoil melianona y un derivado de meliocarpin: 1-cinamoil 1-3,11-
dihidroximeliacarpin (Lee et al., 1991). Posee propiedades de inhibicion del
crecimiento y efectos antialimentarios comparables a la azadiractina, componente
del neem. El 1-cinamoil melianona también fue aislado de hojas de paraiso (Ascher
et al., 1995).

Otras partes de la plantas también han demostrado poseer propiedades que
afectan a los insectos. La toosendamina, extraida de corteza de paraiso, es otro
ejemplo de limonoide usado comercialmente por sus propiedades insecticidas
(Akhtar & Isman, 2004). Extractos crudos metandlicos de hojas, frutos y tallo
exhibieron actividad insecticida cuando fueron incorporados a dieta artificial de
larvas de Spodoptera litoralis (Bohnennstengel et al., 1999).

Breuer et al. (2003) estudiaron el efecto de extractos de frutos de M.
azedarach sobre Spodoptera frugiperda para determinar los mecanismos de accion
involucrados. Analizaron el efecto de dietas con 0.01% de extracto sobre la actividad
de la colinesterasa. Los resultados muestran una inhibicion de la enzima de
alrededor del 31 % comparada con el control. La colinesterasa inactiva al
neurotransmisor acetil colina, involucrado en la contraccibn muscular, por un
mecanismo de hidrdlisis. Esto podria resultar en larvas inactivas o letargicas tipicas
luego de la aplicacion del extracto. Sin embargo, esta reduccion de la actividad
locomotora podria ser debida a la disminucion de la alimentacion.

Schmidt et al. (1998) determinaron el efecto que tienen extractos metandlicos
de frutos de M. azedarach sobre el control neuroendocrino en los insectos

Spodoptera litoralis y Agrotis ipsilon. Determinaron un aumento en la cantidad de
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hormona juvenil en la hemolinfa de insectos alimentados con dicho extracto y una
reduccion del tamafio del cuerpo alado.

Las propiedades del paraiso han sido probadas contra un gran namero de
especies plaga. Si bien los resultados son promisorios, se nota una variabilidad en
los resultados que dependeria, no solo del drgano vegetal utilizado sino también de
los métodos de preparacion de los extractos que originan distintos productos finales.

Los extractos acuosos de frutos fueron repelentes a la oviposicién de adultos
de Plutella xylostella (Chen et al., 1996a) y tdxicos para huevos y larvas generando
pupas de menor peso y una menor emergencia de adultos (Chen et al., 1996b).
También alargaron la duracion del estado larval y disminuyeron la viabilidad de
pupas a partir de larvas alimentadas con repollo tratado con dichos extractos (Torres
et al., 2001).

Estos extractos también fueron probados sobre huevos y ninfas de Bemisia
tabaci con resultados alentadores. Los extractos de frutos verdes causaron una
mortalidad superior al 55 % de los huevos, siendo un poco menor la obtenida con
frutos maduros (Souza & Vendramim, 2001). Las ninfas respondieron en forma
variable aun por los mismos autores. Segun Souza y Vendramim (2000) no fueron
afectadas por los extractos mientras que en otros experimentos detectan una
mortalidad de las ninfas superior al 55% (Souza & Vendramim, 2001).

Las aplicaciones a campo de este tipo de extractos también resultaron
positivos. La abundancia y el dafio de Busseola fusca (Lepidoptera: Noctuidae), una
plaga importante del maiz y sorgo del sur de Africa, se redujo en un 60% con
resultados comparables a los obtenidos por un piretroide, la lambdacialotrina
(Gebre-Amlak & Azerefegne, 1999). También causaron una reduccién de la tasa de
oviposicion de hembras de Liriomyza huidobrensis (Diptera: Agromyzidae) sin
reducir el porcentaje de parasitismo natural sugiriendo una accion selectiva (Banchio
et al., 2003).

Extractos metandlicos y acetonicos también mostraron actividad nematicida
sobre Meloidogyne incognita, especialmente los obtenidos de frutos verdes
(Mareggiani et al., 1996). Los de mayor actividad fueron las fracciones con mayor
contenido de esteroides y terpenoides (Mareggiani et al., 1998).

Son escasos las investigaciones acerca de la compatibilidad de estos
compuestos sobre los enemigos naturales, pero los resultados obtenidos con neem

indican una buena probabilidad de uso combinado con el control bioldgico. Estudios
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realizados indican que no fue afectado ni la longevidad ni el comportamiento de
forrajeo de Diadegma molliplia, un ichneumonido parasitoide de Plutella xylostella
(Akol et al, 2002). Tampoco la fecundidad de hembras de Diadegma semiclausum

emergidas de larvas tratadas con neem (Schneider & Madel, 1992).

Trichilia pallida Sw

Trichilia pallida Sw, es un arbol perteneciente a la familia de las Meliaceas,
nativo de sudamerica, que ocupa estratos bajos en zonas tropicales y subtropicales.

Debido a los buenos resultados obtenidos con el neem y otras meliaceas, los
investigadores despertaron su interés en otras especies de dicha famila. El género
Trichilia presenta compuestos con actividad insecticida conocida (triquilinas)
(Nakatani et al., 1981) y es bastante abundante en regiones tropicales de América
con mas de 550 especies conocidas.

Los extractos del género Trichilia L. (Meliacea) han sido citados por poseer
una variedad de propiedades biolégicas, incluyendo antiviral, analgésico, insecticida,
antialimentario e inhibidor del crecimiento de los insectos (Ortego et al., 1999;
Ramirez et al., 2000, Simmonds et al., 2001).

Estas propiedades han sido atribuidas a un grupo de tetranoterpenoides que
incluyen las hirtinas y las trichilinas (Simmonds et al., 2001). Estos investigadores
han aislado varios compuestos de raices de Trichilia pallida, de los cuales el metil 6-
hidroxi-11p-acetoxi-12a-(2-metilbutanoiloxi)-3,7-dioxo-14f3,153-epoxi-1,5-
meliacadien-29-oato fue el que presentd una elevada actividad antialimentaria en
larvas de Spodoptera litoralis, S. exigua, Heliothis virescens y Helicoverpa armigera.

Los efectos comportamentales y fisiologicos de extractos crudos de varias
especie de Trichilia fueron evaluados sobre los lepidopteros polifagos Peridroma
saucia y Spodoptera litura. Varias especies fueron activas especialmente T.
connaroides cuyos extractos de corteza, en dietas, redujeron el crecimiento larval.

El limonoide hirtina, un constituyente de T. hirta, inhibe la tasa de consumo, la
utilizacion de la dieta y el crecimiento larval de P. saucia con una CEsp de 13 ppm
(Xie et al., 1994).

Rodriguez & Vendramim (1996, 1997) evaluaron la bioactividad de varias

especies de este género sobre Spodoptera frugiperda. Probaron extractos acuoso
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al 5% de distintas estructura vegetales, incorporados a dieta artificial, Fue mayor la
actividad de hojas de T. pallens y menor la de T. pallida. Vendramim & Torrecillas
(1998) determinaron un 100% de mortalidad en larva alimentadas con extractos de
rama al 5% antes de siete dias del inicio del tratamiento.

Se probaron los extractos metanolicos crudos de seis especies de trichilia
incorporada a dieta artificial contra S. litura (Wheeler & Isman, 2001). Todas
redujeron el crecimiento larval luego de siete dias. La mas activa fue la proveniente
de T. americana que ademas redujo el peso de las pupas y adultos.
Concentraciones elevadas (50 y 75 ppm) generan un o dos estadios
supernumerarios antes de la pupacion. No esta claro si es debido a la inanicion
provocada por el efecto antialimentario o a una actividad post-ingestiva del extracto.

Se evalud la actividad insecticida de extractos acuosos y organicos de T.
pallida sobre Tuta absoluta. Extractos acuosos liofilizados de hojas aplicados sobre
hojas de tomate, causaron un 57,5% de mortalidad en larvas cinco dias luego de la
aplicacion (da Cunha et al., 2005). La fraccion extraida con diclorometano y luego
metanol fue la mas eficaz dentro de las organicas. Thomazini et al. (2000)
comprobaron que el extracto de hojas ocasion6 un 80,6% de mortalidad al final de le
estado larval de T. absoluta. En otros estudios se determind que causan un
alargamiento del estado larval y una disminucion en la viabilidad de larvas y pupas
((vendramim & Thomazini, 2001).

Son escasas las investigaciones acerca del efecto de extractos de Trichilia
sobre enemigos naturales. Gonzalve-Gervasio & Vendramim (2004) demuestra que
son totalmente inocuos para el parasioide de huevos Trichogramma pretiosum,
independientemente del momento de aplicacién, antes o después del parasitismo

sefalando la compatibilidad para la utilizacion de extractos con el control biolégico.

Ricinus communis L.

El Ricinus communis es una euforbiacea conocida vulgarmente como ricino,
higuera del diablo, higuerilla, tartago, mamona, castor-oil plant. Es una planta
originaria de la India, naturalizada desde tiempos inmemoriales en zonas templadas
y célidas de Africa, hoy dia se halla naturalizado en climas templados de todo el
mundo. En estado silvestre es un arbol que alcanza los 10 metros de altura.

Cultivado, en cambio, es un arbusto que apenas llega a los 4 m (Dimitri, 1980).
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Muy utilizada como planta medicinal, sus semillas contienen vitamina E y un
aceite soluble en alcohol muy valorado en cosmética y utilizado como laxante.
Las semillas y cascaras de ricino contienen elementos tdxicos y antialimentarios. El
principal elemento es la ricina, una albumina muy toxica, y ricinina, un alcaloide
(Kitamura et al, 1999). Ha demostrado tener una toxicidad mayor a la del neem
contra termitas (Sharma & Trivedi, 2002).

La hojas de ricino afectaron directamente la fisiologia de las hormigas y el
crecimiento de su hongo simbionte (Leucoagaricus gongylophorus) en nidos
experimentales de Atta sexdens rubropilosa lo que sugiere la presencia de
componentes que toxicos (Hebling et al., 1996). Dichos compuestos serian la
ricinina y ciertos acidos grasos (Bigi et al., 2004).

Extractos metandlicos de hojas adicionados a dieta artificial, afectaron
fuertemente la supervivencia de obreras de Acromirmex lundi, disminuyendo la
longevidad media de 20 a 5 dias (Pelicano et al., 1999; Ferro, 2001)

Extractos acuosos de hojas, mostraron una excelente actividad insecticida
contra Callosobruchus chinensis, posiblemente debida a la presencia de flavonoides
gue poseen propiedades insecticidas, ovicidas y repelentes de la oviposicion
(Upasani et al., 2003).

Extractos afectaron la mortalidad de Nacobbus aberrans en pimiento y
disminuyeron el numero de agalllas producidos luego de 60 dias (Mareggiani et al.,
2005). Organismos no blanco testeados, los oligoquetos Eisenia foetida y
Dendrobaena octaedra no fueron afectados por dicho tratamiento.

No se encontraron datos de su efecto sobre enemigos naturales.
El objetivo de este capitulo es analizar el efecto de la aplicacion de

insecticidas botanicos sobre la polilla del tomate (Tuta absoluta) y su parasitoide

(Pseudapanteles dignus)
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MATERIALES Y METODOS

La obtencién de los extractos se realiz6 a partir de hojas frescas, libres de
agroquimicos, de Eucalyptus globulus (eucalipto), Ricinus comunis (ricino), Melia
azedarach (paraiso) y Trichilia pallida (triquila) recolectadas de plantas ubicadas en
el parque de la Facultad de Agronomia-UBA de la Ciudad Autonoma de Buenos
Aires (34°36’'30”'S; 58°22'19"0).

Las hojas fueron secadas en estufa a 40°C durante 72 hs y luego molidas.
Fueron tratadas en un extractor Soxhlet, a razén de 12 gr de hojas secas con 120 mli
de acetona como solvente, durante 4 hs. Posteriomente, el solvente fue evaporado
mediante un Rotovap. Se determind la concentracion de sélidos totales mediante
una balanza analitica (aproximadamente 3.8% p/p).

El aceite esencial de eucalipto fueron obtenidos mediante destilacion rapida
de vapor (European Pharmacopoeia, 2013).

Los extractos fueron disueltos con acetona hasta obtener diluciones del 10%
y 50%.

Bioactividad de los extractos vegetales sobre Tuta absoluta:

La unidad experimental consistié en una caja de petri cuyo fondo fue cubierto
con 1ml de solucién del tratamiento a aplicar. Luego de evaporada la solucion,
fueron colocados 10 adultos de T. absoluta y la caja fue tapada para evitar su
escape.

Los tratamientos fueron: extractos de ricino, trichila, eucalipto y aceite
esencial de eucalipto. Cada uno de estos productos fue probado con diluciones del
10% y 50%.

Se realizaron 5 réplicas por tratamiento.

Cada 24 hs fue registrado el nimero de individuos sobrevivientes y se calculd
el porcentaje de mortalidad diario.

Bioactividad de los extractos vegetales sobre Pseudapanteles dignus:

La unidad experimental fue similar a la utilizada para T. absoluta. En cada

caja fueron colocados 10 adultos de P. dignus luego de la evaporacion del solvente.
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Los tratamientos fueron: extractos de ricino, trichila, eucalipto y aceite
esencial de eucalipto (cineol). Cada uno de estos productos fue probado con una
dilucién del 10%.

Se realizaron 5 réplicas por tratamiento.

Cada 24 hs fue registrado el nimero de individuos sobreviviente y se calculo

el porcentaje de mortalidad diario.

La mortalidad diaria de los adultos fue analizada mediante andalisis de
varianza y test de Tukey de comparaciones de medias (0.05).
También se calculdé el un indice de eficacia de la accién insecticida en

relacion al testigo, el Indice de Schneider-Orelli :

b-k
00-k

% [&ficacia = 1

donde:

b = % individuos muertos en la unidad tratada

k = % individuos muertos en la unidad testigo

Con esta formula se obtiene exactamente el mismo valor que el mas
conocido Indice de Abbott dado que es su complementaria utilizando el porcentaje

de mortalidad en lugar que el porcentaje de supervivientes.

Con los datos diarios de individuos sobrevivientes se construyeron las curvas
de supervivencia. La curva de cada tratamiento fue comparadas con las del testigo
mediante el test de Gehan’s Wilcoxon con el programa Statistica 99. La longevidad
media de las cohortes fue extrapolada de cada curva de supervivencia

(supervivencia de 0.5).

Para analizar el impacto de los extractos sobre el parasitoide ante un

eventual control de la plaga, se calcul6 el siguiente indice de selectividad:
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|S:ﬁ
Epre

donde:

EPa = Eficacia sobre el parasitoide

Epre = Eficacia sobre la presa

Cuando el indice es menor que 1 el producto es mas eficaz sobre la presa
gque sobre el parasitoide, presentando entonces selectividad. Cuando es mayor o
igual que 1 el producto no es selectivo.

RESULTADOS

Efecto sobre adultos de Tuta absoluta

Luego de las primeras 24 hs de aplicacion, la mortalidad de adultos de Tuta
absoluta fue significativamente mayor en los tratamientos con extracto de eucalipto,
aceite esencial de eucalipto, ricino y trichilia al 50 %, mientras que el resto no difirid
significativamente del testigo (cuadro 5.1). Esta diferencia se mantuvo a las 48 hs
para el eucalipto, aceite, y ricino al 50%, y hasta el 3°y 4° dia solo para el eucalipto
y su aceite esencial (figura 5.1).

Si se considera como aceptable una eficacia superior al 50 % solo el
tratamiento con extracto de eucalipto (50%) y su aceite esencial (50 %) resultan
prometedores para el control de T. absoluta (cuadro 5.2).

Cuando se analiza la accidén de cada uno de los extractos con respecto
al testigo sobre la supervivencia de los adultos, se observa que solo los extractos de
paraiso y el de trichilia al 10% no difirieron significativamente del testigo (figuras 5.2

a 5.5).
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En el cuadro 5.3 se muestra la variaciéon en la longevidad media de los

adultos sometidos a los distintos tratamientos. Tanto el extracto de paraiso como el

aceite esencial (50%) fueron los que redujeron la longevidad media en forma mas

notables.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9
TESTIGO 6a 26 a 48 a 62 a 74 ab 86 ab 86 a 92 ab 92 a
Eucalipto10% 34abcd 52abcd 58 ab 70 abc 80 ab 92 ab 94 a 94 ab 96 a
Eucalipto 50% 64 d 80 cd 86 b 98 c 100 b 100 b 100 a 100 b 100 a
Ac.esencial10% 36abcd 50 abcd 60 ab 72 abc 84 ab 92 ab 94 a 94 ab 98 a
Ac. esencial 50% 64 d 82d 88 b 96 cd 100 b 100 b 100 a 100 b 100 a
Ricino 10% 26abc 48 abc 60 ab 66 ab 80 ab 92 ab 94a 94 ab 94 a
Ricino 50% 50 cd 68 bcd 70ab 76 abc 80 ab 80 ab 84a 90 ab 94 a
Paraiso 10% 12 ab 32a 56ab 64 a 78 ab 94 ab 94a 96 ab 96 a
Paraiso 50% 36 abcd  46ab 58ab 62 a 68 a 76 a 86a 82 a 86 a
Triquila 10% 16 ab 28a 46a 72 abc 82 ab 88 ab 96a 96 ab 96 a
Triquila 50% 42 bcd 54 abcd 68ab 86 abc 88 ab 92 ab 96a 96ab 98 a
P 0.00 0.00 0.002 0.0005 0.01444 0.0098 0.0295 0.0521 0.0881
F 9.1 754 347  4.09 2.6 276 228 204 1.8

Cuadro 5.1- Mortalidad (%) de adultos de Tuta absoluta a lo largo del tiempo. 54gl

Letras iguales indican diferencias no significativas (Tukey 0.05)

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
Eucalipto 10% 29,79 35,14 19,23 21,05 23,08 42,86 57,14
Eucalipto 50% 61,70 72,97 73,08 94,74 100 100 100
Aceite esencial 100 31,92 32,43 23,08 26,32 38,46 42,86 57,14
Aceite esencial 50% 61,70 75,68 76,92 89,47 100 100 100
Ricino 10% 21,28 29,73 23,08 10,53 23,08 42,86 57,14
Ricino 50% 46,81 56,76 42,31 36,84 23,08 -42,86 -14,29
Paraiso 10% 6,38 8,11 15,38 5,26 15,39 57,14 57,14
Paraiso 50% 31,92 27,03 19,23 0 -23,08 -71,43 0
Triquila 10% 10,64 2,70 -3,85 26,32 30,77 14,29 71,43

38,30 37,84 38,46 63,16 53,85 42,86 71,43

Triquila 50%

Cuadro 5.2- Eficacia de los extractos probados sobre T. absoluta (Mortalidad
corregida por férmula de Schneider-Orelli)
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Figura 5.1- Mortalidad de Tuta absoluta tratada con extractos a distintas
concentraciones. a) 24 hs, b) 48 hsyc) 72 hs.
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Tratamientos Dias
Testigo 3,2
Eucalipto 10% 1,98
Eucalipto 50% 0,95
Aceite esencial 10% 2,05
Aceite esencial 50% 0,95
Ricino 10% 2,2
Ricino 50% 1,1
Paraiso 10% 2,85
Paraiso 50% 2,3
Triquilia 10% 3,2
Triquilia 50% 1,8
Cuadro 5.3- Longevidad media de adultos de Tuta absoluta
(en dias)
1
0.75 +
g —#— Testigo
S —a— Eucalipto 10%
§ 05 Eucalipto 50%
qg"_ —¥— A.esencial 10%
w —e— A. esencial 50%
0.25
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
dias

Figura 5.2- Curvas de supervivencia de adultos de Tuta absoluta tratados con
extracto y aceite esencial de Eucalipto.

Probabilidad de la comparacién de cada tratamiento con el testigo y estadistico Gehan’s Wilcoxon:

Eucalipto 10% 0.02339 2.267
Eucalipto 50% 0.00000 6.26007
Aceite esencial 10% 0.0131 2.48
Aceite esencial 50% 0.0000 6.353
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Figura 5.3- Curvas de supervivencia de adultos de Tuta absoluta tratados con

extracto de Ricino
Probabilidad de la comparacion de cada tratamiento con el testigo y estadistico Gehan’s Wilcoxon:

Ricino 10% 0.0475 1.981858
Ricino 50% 0.0008 3.351714
1
0.75
o
% —— Testigo
; 0.5 +— Paraiso 10%
qé_ —— Paraiso 50%
wn
0.25
0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
dias

Figura 5.4 - Curvas de supervivencia de adultos de Tuta absoluta tratados con

extracto de Paraiso
Probabilidad de la comparacion de cada tratamiento con el testigoy estadistico Gehan’s Wilcoxon:
Paraiso 10% 0.3596 0.9160389
Paraiso 50% 0.23053 1.198987
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Figura 5.5- Curvas de supervivencia de adultos de Tuta absoluta tratados con

extracto de Triquila

Probabilidad de la comparacion de cada tratamiento con el testigoy estadistico Gehan’s Wilcoxon:

Triquilal10%

0.22543

1.212221

Triquila 50%

0.00053

3.464182

Efecto sobre adultos de Pseudapanteles dignus

Luego de las primeras 24 hs desde la aplicacion, la mortalidad de adultos de

Ps. dignus fue significativamente mayor en los tratamientos con el aceite esencial,

extracto de eucalipto y trichilia mientras que el resto no difirié del testigo (Cuadro

5.4). Esta diferencia se mantuvo en el tiempo, transformandose en significativo el

tratamiento con extracto de ricino a partir de las 72 h. El extracto de paraiso no

presentd efecto sobre la mortalidad.

Todos los extractos, excepto el de paraiso, afectaron significativamente las

curvas de supervivencia de los adultos de Ps. dignus (figuras 5.7 a 5.9).
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Figura 5.6- Mortalidad de adultos de Pseudapanteles dignus tratados con
distintos extractos al 10%. . a) 24 hs, b) 48 hsy c¢) 72 hs.
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Figura 5.7- Curvas de supervivencia de adultos de Pseudapanteles dignus tratados
con extracto y aceite esencial de eucalipto al 10%.
Probabilidad de la comparacion de cada tratamiento con el testigo y estadistico Gehan'’s Wilcoxon:
Extracto eucalipto 0.0000 7.28138
Aceite esencia; 0.0000 7.8834
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Figura 5.8- Curvas de supervivencia de adultos de Pseudapanteles dignus tratados

con extractos de ricino
Probabilidad de la comparacién de cada tratamiento con el testigo y estadistico Gehan’s Wilcoxon: p= 0.0000;
GW=7.939174
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con extracto de paraiso al 10 %
Probabilidad de la comparacién de cada tratamiento con el testigo y estadistico Gehan’s Wilcoxon: p= 0.0915;
GW=1.6875
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Figura 5.10- Curvas de supervivencia de adultos de Pseudapanteles dignus tratados

con extracto de triquila al 10 %
Probabilidad de la comparacion entre tratamiento y testigo y estadistico Gehan’s Wilcoxon: p= 0.0000; GW= 4.5
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tratamiento dial dia 2 dia 3 dia 4 dia 5 dia 6 dia 7

Testigo Oa Oa Oa 8a 12 a 20a 40 a
eucalipto 30b 50c 56 b 66 bc 74 cd 88 bc 96 c
Cineol 26 b 48 c 64 b 84c 94 d 94 b 96 ¢
Ricino 14 ab 28 abc 56 b 74 bc 90d 94 b 100 ¢
Paraiso 4a 8 ab 14 a 22 a 24 ab 40 a 50 ab
Trichilia 24 b 32 bc 36 ab 38 ab 50 bc 76 b 80 bc
P 0.0001 0.0001 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
F 8.04 8.74 8.03 11.92 24.28 18.87 10.02
Gl 29 29 29 29 29 29 29

Cuadro 5.4- Mortalidad (%) de adultos de Ps. dignus a lo largo del tiempo

Letras iguales indican diferencia no significativas (Tukey 0.05)

tratamiento dial dia 2 dia 3 dia 4 dia 5 dia 6 dia7
Eucalipto 30 50 56 63,04 70,45 85 93,33
Aceite esencial 26 48 64 82,61 93,18 92,5 93,33
Ricino 14 28 56 71,74 88,64 92,5 100

Paraiso 4 8 14 15,22 13,64 25 16,67
Trichilia 24 32 36 32,61 43,18 70 66,67

Cuadro 5.5- Eficacia de los extractos probados (al 10%) sobre Ps. dignus
(Mortalidad corregida por formula de Schneider-Orelli)

En el cuadro 5.6 se muestra el indice de selectividad (IS) calculado para Ps. dignus.

tratamiento dial dia 2 dia 3 dia4 dia 5 dia 6 dia7
Eucalipto 1,007 1,423 2,912 2,995 3,053 1,983 1,633
Cineol 0,815 1,48 2,773 3,139 2,423 2,158 1,633
Ricino 0,658 0,942 2,427 6,815 3,841 2,158 1,75
Paraiso 0,627 0,987 0,91 2,891 0,886 0,438 0,292
Trichilia 2,256 11,84 -9,36 1,239 1,403 4,9 0,933

Cuadro 5.6- Indice de selectividad para la dupla T. absoluta-Ps.dignus

DISCUSION

Los resultados indican que los extractos que tuvieron mas efecto sobre
la mortalidad y supervivencia de adultos de la polilla del tomate fueron los de
eucalipto y su aceite esencial, y el extracto de ricino.

Si bien no se encontraron antecedentes del efecto de extractos de Eucalyptus
globulus sobre Tuta absoluta, existen numerosas investigaciones que encontraron

actividad de los mismos sobre varias plagas insectiles. Los extractos de E. globulus
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fueron activos contra en braquido Acanthoscelides obtectus que infesta porotos
(Regnault & Hamraoui, 1995). Extractos cetonicos de sus hojas redujeron la
supervivencia de Myzus persicae en un 50% en ensayos realizados en laboratorio
(Carrizo et al., 2004). Extractos metandlicos de las hojas de E. globulus adicionados
a la dieta redujeron cinco veces la longevidad de obreras de Acromirmex lundi
(Ferro, 2001). También afectaron la supervivencia y disminuyeron el nimero de
agallas producidas por el nematode Nacobus aberrans (Mareggiani et al., 2005).

En cuanto a los efectos del ricino, los extractos de sus hojas fueron efectivos
en proteger semilla de trigo del ataque de Tribolium castaneum, principalmente por
repelencia (Hagq et al., 2005). Polvos al 10% afectaron notablemente Ila
supervivencia de Sitophilus oryzae en trigo y Prostephanus truncatus en maiz
aunque este Ultimo se mostré mas tolerante (Niber, 1994). Extractos metandlicos de
hojas adicionados a dieta artificial, afectaron fuertemente la supervivencia de
obreras de Acromirmex lundi, disminuyendo la longevidad media de 20 a 5 dias
(Ferro, 2001)

Con respecto a los extractos de paraiso y triquila, se concluyé que no
afectaron significativamente ni la mortalidad ni la supervivencia de los adultos de T.
absoluta. Los antecedentes indican que este extracto tiene mas un efecto
antialimentario que toxico agudo. Extractos acuosos de hojas y frutos prolongaron
el estado larval y pupal de Tuta absoluta cuando fueron pulverizadas sobre hojas de
tomate alimento. La supervivencia larval también fue reducida (Brunherotto &
Vendramim, 2001).

El efecto de los extractos sobre los adultos de P. dignus fue comparable con
los sufridos por los adultos de T. absoluta, excepto el extracto de triquila que resulto
mas toxico para el parasitoide que para la polilla.

Solo el extracto de paraiso no afecto la supervivencia de P. dignus. Otros
estudios ya sefialaron su falta de accidbn sobre enemigos naturales, extractos
acuosos de M. azedarach no afectaron la longevidad de Cotesia plutellae ni de
Diadromus collaris, dos microhimendpteros parasitoides de P. xylostella (Charleston
et al., 2001). Ademas, se detectd en invernaculo un mayor parasitismo por C.

plutellae en las plantas tratadas respecto a las no tratadas.
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De la evaluacion del indice de selectividad se deduce los extractos naturales
probados no son selectivos para los adultos de Ps. dignus, excepto en el caso de
los extractos de ricino y paraiso en las primeras 24 hs. De cualquier manera, estos
extractos no resultaron significativamente diferentes de los testigos.
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Conclusiones y
Consideraciones finales
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Conclusiones y Consideraciones finales
El control biolégico resulta una alternativa de control de plagas que busca
reducir las aplicaciones de insecticidas para reducir sus efectos negativos:
resistencia, resurgencia de plagas, contaminacion ambiental e intoxicacion de
trabajadores y consumidores. Dicha alternativa es una herramienta poco extendida
debido a las dificultades de su implementacién y a resultados no siempre exitosos
gue dificultan su difusién. Estos resultados son generalmente consecuencia de una
falta de investigacién adecuada principalmente en lo que se refiere a la biologia de
la plaga, sus enemigos naturales su interaccion y la compatibilidad con otras
tacticas de control como el quimico. En esta tesis se estimaron los parametros
biologicos de la “polilla del tomate” (Tuta absoluta) y de su parasitoide
(Pseudapanteles dignus), se evaluo el impacto del parasitismo sobre la alimentacion
y la poblacién de la plaga y se analiz6 la compatibilidad del uso del parasitoide con
el uso de insecticidas sintéticos y botanicos.
Se destacan las siguientes conclusiones:
. La tasa neta de reproduccion y la tasa intriseca de crecimiento
poblacional de Pseudapanteles dignus fueron superiores a los de la plaga,
Tuta absoluta, aunque el tiempo generacional fue levemente menor. Esto
indica una buena sincronia entre el ciclo de vida de la plaga y el parasitoide.
. Las hembras de Ps. dignus no mostraron preferencias en
cuanto al tamafio de la larva de polilla a parasitar, adecuandose el ciclo del
parasitoide al hospedero. Esto implica que el tamafio no seria una limitante
en programas de cria masiva del parasitoide con vistas a implementar un

programa de control biolégico. Por otra parte, la distribucién de edades de la
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plaga en el cultivo no seria determinante del momento de realizar
liberaciones inoculativas.

. Ps. dignus actu6 eficazmente a bajas densidades del huésped.
Esto estaria indicando una buena capacidad de busqueda, caracteristica
fundamental con vistas a un control biologico inoculativo.

. Ps. dignus disminuye el consumo foliar de las larvas de polilla
aunque no drasticamente por lo que la disminucion del dafio de la plaga no
seria inmediatamente apreciable hasta la siguiente generacion.

. En condiciones de laboratorio, Ps. dignus reduce
significativamente tanto la tasa neta de reproduccién como la tasa intrinseca
de crecimiento poblacional, como asi también la longevidad media de la
poblacién del geléquido. Esto predice una disminucion sustancial del
crecimiento poblacional de la plaga.

. En condiciones de cultivo, Ps. dignus produjo hasta un 25% de
parasitismo en larvas de polilla del tomate en plantas con una elevada
infestacion de la plaga. Se concluye que liberaciones en el cultivo de tomate
cuando posee bajas densidades de la plaga o cuando recién se inicia,
resulta fundamental para lograr una sincronia entre parasitoide y huésped
gue disminuya el dafio y que sea econdmicamente viable.

. Se determiné la falta de compatibilidad de Ps. dignus con los
insecticidas mas habituales en el control quimico de la polilla, resultando el
mas compatible el Bacillus thuringiensis en aplicaciones simultadneas con la

liberacion del parasitoide.
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. Ps. dignus resultd sensible a los insecticidas botanicos
evaluados que tuvieron efecto sobre los adultos de Tuta absoluta, por lo que

su uso en planteos con control biolégico debe ser cuidadoso.

Pseudapanteles dignus posee las caracteristicas necesarias para ser un buen
agente de control bioldgico inoculativo de larvas de Tuta absoluta. Sera necesario
el ajuste de la dosis y el momento de la liberacion y nuevos principios activos de

sintesis y naturales que complementen el control.
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