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Estudios biolégicos sobre los parasitoided astrus ridens Horstman y Ascogaster
guadridentata Wesmael para evaluar su potencial como agentes de Control
Biolégico deCydia pomonella L. plaga clave del manzano

Resumen

La carpocapsadydia pomonellpes una de las plagas clave del cultivo de pomaceas e
todo el mundo. En la Argentina, si bien actualmente se estan implementando medidas
de control de bajo impacto ambiental, como la técnica de confusion sexual, la principal
forma de control continta siendo el empleo de productos quimicos. El objetivo general
de esta tesis fue estudiar aspectos basicos de la bioldgiasttes ridensgy Ascogaster
quadridentataa los efectos de evaluar su potencial como agentes de conydae
pomonellaen nuestro pais.

Los principales aportes de este trabajo son:

¢ Disponibilidad de un sistema de cria a nivel experimental ianadensy A.
quadridentataen condiciones de laboratorio.

e Conocimiento de los principales atributos biolégicos y poblacionales.de
quadridentatasobreC. pomonella.

e Estudio de la fecundidad y preferencia Me ridens sobre dos especies de
lepidopteros plaga presentes en nuestro p@is pomonella Grapholita
molesta.

e Determinacién de laelectividad de los principales insecticidas utilizados en la
produccion de pomaceas pafaridens.

e Colonizacion y evaluacion del establecimientoMleridensy A. quadridentata
en el Alto Valle de Rio Negro.

Los estudios realizados proporcionaron informacion y herramientas para impulsar el
empleo de estos parasitoides a través del desarrollo de una estrategia de control
bioldgico clasico d€. pomonella

Palabras clave frutales pepita, carpocapsa, control biologico clasico, entomoéfagos.



Evaluation of Mastrus ridens Horstman (Hymenoptera: Incheumonidae) and
Ascogaster quadridentata Wesmael (Hymenoptera: Braconidae) as biological
control agents ofCydia pomonella L. (Lepidoptera: Tortricidae)

Abstract
The codling moth is a key pest of apple crops. In Argentina, pest management strategies
mainly relay on chemical control, although recently the technique of sexual confusion
has been implemented with success. The aim of this thesis was to study the potential of
the parasitoidsMastrus ridensand Ascogaster quadridentatas biological control
agents ofCydia pomonellan our country.
The most important contributions from this thesis are:
e Better understanding of rearing methodologiesMoridensy A. quadridentata
in the laboratory.
e Knowledge of the reproductive biology and population parameterg\.of
quadridentatan C. pomonella.
e Knowledge of the biology and host preferenceNbyridensfor C. pomonella
andG. molesta
e Determination of the side effect of some pesticides use in apple cropk on
ridens
e Colonization and evaluation of establishmenhMbfridensy A. quadridentatan
the field.
These results provided useful information to enhance the use of the parasitoids in
classical biological control strategies agai@spomonellan Argentina.

Key words: apple crops, codling moth, classical biological control, entomophagous.
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1. ASPECTOS GENERALES

El sector fruti-horticola ocupa un lugar destacado en los complejos exportadores de la
Argentina, y se posiciona en el sexto lugar. Nuestro pais exporta quince especies
frutales diferentes. Individualmente las exportaciones de frutas alcanzaron en 2008 un
valor cercano a los U$S 1.570 millones. Los citricos y pomaceas abarcan conjuntamente
mas del 90% de ese valor, siendo exportados a la Union Europea (U$S 840 millones), el
MERCOSUR (U$S 650 millongy el NAFTA (U$S 305 millones). En la Argentina los

valles irrigados de Rio Negro y Neuquén son la principal regién productora de
pomaceas para exportacion, entre las que se incluyen las manzanas y peras. La actividad
productiva se concentra en cuatro zonas: el Alto Valle, el Valle medio, General Conesa
y Rio Colorado. En la region del Alto Valle la superficie destinada al cultivo de
manzanosMalus domesticaBorkh, y peralesPyrus communi&., es de 26 000 y 17

300 ha, respectivamente. Se estima que el total de mano de obra directa e indirecta
relacionada con la actividad fruticola involucra a unas 90 000 per@diliareal et al,

2010). Las especies cultivadas de pomaceas son atacadas por distintos complejos de
plagas cuya composicién varia de acuerdo a la ubicacién geogréfica y a las practicas
agricolas usadas (Thacker, 2002). Las plagas mas conocidas incluyen varias especies de
lepidépteros, comdCydia pomonella(L.); homopteros, comd’seudococcus affinis
(Maskel); coledpteros, comdNaupactus xanthographusserm. y acaros, como
Panonychus ulm{Koch) (Gigantiet al, 2007.

Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae), conocida comuUnmente como
“carpocapsa”, es una de las principales plagas que afecta los cultivos de manzanas y
peras en todo el mundo (Bloezhal, 1998). Esta especie es originaria de Asia Central
asi como también lo es el manzano, su hospedero principal (Lloyd, 1960). En la
Argentina la presencia d€. pomonellase ha registrado a partir de la década del
cincuenta. Posteriormente, en 1964 se la ha declarado plaga nacional de la agricultura
(por disposicién N° 116/64 de la Direccion de Lucha Contra las Plagas de la Secretaria
de Agricultura y Ganaderia). Esta plaga ocasiona pérdidas en la produccion sugeriores
los 30 millones de délares al afio, los frutos atacados pierden su valor comercial y no

son aptos para su conservacion en frio (figura 1). Ademas, su presencia afecta la

! Definicién de plagas de las plantas: cualquier especie, raza o biotipo vegetal o agiem@atogeno
dafiino para las plantas o productos vegetales (FAO, 1995)
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comercializacion de la fruta fresca en los mercados externos por razones cuarentenarias
(SINAVIMO, 2010.

En la region del Alto Valle de Rio Negro las manzanas son susceptibles al
atague de&C. pomonelladurante todo el periodo de crecimiento y maduracién, siendo el
dafio causado mayor al 80-90% en ausencia de la aplicacion de medidas de control
contra esta plaga. A diferencia de las peras, las cuales presentan un periodo de baja
susceptibilidad asociado a la composicion de las células de la epidermis de los frutos.
En los perales los dafios cuando no se aplican medidas correctivas pueden alcanzar
valores entre el 40 y el 60% (Cichdén y Fernandez, 2003).

Los métodos de control d&. pomonellase han basado tradicionalmente en la
utilizacion de insecticidas de amplio espectro, como el organofosforado azifos-metil. El
uso generalizado de este tipo de plaguicidas ha generado una serie de problemas como
la seleccion de individuos plaga resistentes y el resurgimiento de plagas secundarias
(Lacey y Unruh, 2005). También es importante considerar los distintos efectos adversos
gue provocan sobre el medio ambiente (Loeatnal, 1999) y la salud humana. La
necesidad de reducir el niumero de aplicaciones de agroquimicos ha favorecido el
desarrollo y la implementacion de métodos de control alternativos.

A fines de la década del sesenta surgié un nuevo enfoque en la proteccion
vegetal, el Manejo Integrado de Plagas (MIP). De acuerdo al concepto propuesto por
Thacker (2002) la esencia del MIP se basa en la integracion de distintos métodos de
control. Dicha integracién debe comprender una disminucién de la plaga por debajo del
nivel en que causa perjuicio econémico, un minimo impacto adverso de los productos
quimicos utilizados en el ambiente (incluyendo el impacto en especies no blanco) y un
sistema de produccion sustentable a largo plazo. Las principales tacticas en las que se ha
basado el MIP son: a) el control quimico, mediante el uso racional de insecticidas
selectivos, es decir insecticidas que controlan a la plaga pero no son toxicos para la
fauna benéfica, b) el control cultural, c) el control autocida, y d) el control bioldgico,
siendo este ultimo el que ha ido adquiriendo importancia en las recientes décadas (Van
Driesche y Bellows, 1996; Walter, 2003; Guillebeau, 2004).

El manejo integrado en manzanos incluye el uso de reguladores de crecimiento,
feromonas, bacteriaB4écillus thuringiensisy virus para el control de lepidopteros
plaga (Thacker, 2002). El control biologico en este cultivo tiene un rol importante en los
programas de MIP (Gut, 1993). Los agentes de biocontrolCdepomonella

conjuntamente con otros componentes del MIP pueden proveer un control efectivo de
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este insecto y otras plagas del cultivo (Lacey y Unruh, 2005). En Europa el manejo del
ambiente para favorecer la actividad de los enemigos naturales presentes en el cultivo
ha sido una parte importante en el establecimiento de estrategias MIP en manzanos
conjuntamente con una reduccion laraplicacion de insecticidas de amplio espectro

mediante el uso de insecticidas selectivos y el desarrollo de practicas de control

culturales (Blommers, 1994).

Figura 1. Dafio en frutos producido por la larva @e pomonellaA. vista externa de una
manzana con un orificio por donde penetro la larva, B. corte transversahdnanzana con el
tunel producido por la larva, C. vista imardel fruto de nogal con una larva. Tomadadade
pagina web de la Universidad de California: www.ipm.ucdavis.edu

Control biol6gico

El control biolégico forma parte del fendmeno del control natural. Este ultimo puede
definirse como la regulacion de las poblaciones de insectos plaga, producida por
determinados factores bidticos y abidticos, entre limites mas o menos uniformes,
elevados o bajos y durante un cierto periodo de tiempo. Los factores mas importantes en
el control natural son: los enemigos naturales (parasitoides, predadores y patdgenos), el
clima y los factores fisicos, la alimentacién (calidad y cantidad), la competencia
intraespecifica, y las necesidades espaciales y territoriales. El control biolégico puede
definirse como la regulacién de la densidad de la poblacion de un organismo por medio
de los enemigos naturales a un nivel mas bajo del que de otra forma alcanzaria (De
Bach, 1977). Otras definiciones incorporan el concepto econémico, y de acuerdo a la

definicion de Van Driesche y Bellows (1996) el control biolégico constituye una
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estrategia en donde se utiliza a los enemigos naturales de las plagas con el propdsito de
reducir la abundancia de sus poblaciones por debajo del nivel en que causan perjuicios
economicos. Se describen 3 tipos de control bioldgico:

1- Clasico: consiste en la importacion y colonizacion de enemigos naturales
exoticos contra plagas también exoéticas, aunque en algunos casos se lo emplea
contra plagas nativas, creando una nueva asociacion entre los enemigos naturales
introducidos y la plaga.

2- Aumentativo: se refiere a la cria y liberacion periddica de enemigos naturales, en
grandes cantidades (inundativo) o de unos pocos individuos que sobreviviran por
varias generaciones (inoculativo).

3- Conservacionse basa en el aumento de las poblaciones de enemigos naturales
presentes en el agroecosistema por manipulacién de su ambiente, tornandolo mas
favorable para ellos. El objetivo de este tipo de control biolégico es disminuir al
maximo los riesgos de provocar efectos adversos sobre los enemigos naturales, e
incluye el uso de hospederas alternativas, el uso selectivo de agroquimicos, etc.
(Van Driesche y Bellows, 1996).

El control biolégico clasico (CBC) implica que los enemigos naturales exéticos
liberados erel nuevo ambiente se establezcan y regulen a la poblacion de la plaga a
largo plazo sin la necesidad de posteriores intervenciones (Hajek, Z0§¢)tipo de
control posee una ventaja sobre las demas formas de control bioldgico, la de
automantenerse en el tiempo por lo cual resulta menos costoso a largo plazo (Van
Drieschey Bellows, 1996). Se plantean una serie de etapas operativas que deben
llevarse a cabo para implementar un programa de CBC:

1. seleccién de la especie plaga,

2. busqueda y seleccion de los potenciales agentes de control bioldgico,

3. coleccién e investigacion de los enemigos naturales en el lugar de origen de

la plaga,

4. importacion y cuarentena de los enemigos naturales,

cria y experimentacion de los enemigos naturales en el laboratorio,

6. liberacion y evaluacion del establecimiento de los enemigos naturales en el

campo,

7. evaluacion de la eficiencia alcanzada en el control de la plaga (Van Driesche

y Bellows 1996)
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La seleccidn de los agentes de control biolégico es un punto sumamente importante.
Hay una serie de caracteristicas biolégicas y ecoldgicas deseables en los enemigos
naturales: especificidad de huésped; sincronizacion estacional con la poblacion plaga;
alta capacidad de busqueda y dispersion; alta tasa de crecimiento, habilidad para
sobrevivir periodos de escasez o ausencia del huésped, adaptabilidad a una amplia
variedad de condiciones ambientales, y facilidad de manejo y cria (Sweetman, 1936;
Messengeet al, 1976; Van Driesche y Bellows, 1996;tBy 2002; Hajek, 2004

Respecto de la liberacion enaanpo de los agentes de biocontrol, un aspecto
controvertido es si debe liberarse una Unica especie o un dew@®migos naturales
Hoy en dia, una practica normalmente usada es la introduccion de varias especies de
enemigos naturales para el control de una plaga (Hajek, 2004). ElI conocimiento tedrico
y la experiencia practica proveen poca evidencia acerca de si un orden, en particular
la secuencia en la que se realizan las introducciones de los enemigos naturales puede
llevar a un menor o mayor grado de control (Van DriescBellows, 1996). Ademas
el enemigo natural mas eficiente puede diferir entre los diversos hébitats de una region,
porlo cual generalmente no existe una sola especie capaz de controlar a la plaga en toda
su distribucion Pe Bach, 1977). En el caso de especies de parasitoides que utilicen el
recurso de forma diferente, es decir que no compitan como homdlogos ecolégicos, por
ejemplo un parasitoide de huevos y otro de larvas, se espera que su introduccion

conjunta incremente la accion de cada uno por separado (Sgtedd/h1999).

Control biol6gico de Cydia pomonella

Hay varios aspectos que sitianCa pomonellacomo un huésped potencial para la
implementacion de programas de CBC en montes productivos de pomaceas en
Argentina. Por un lado, en el lugar de origen de esta especie, en Asia central, su
densidad poblacional es baja, y se trata de una especie esporadica y poco abundante en
los montes de manzanos silvestres y comerciales (Mills, 2005b). Asimismo, §l.bien
pomonellaactualmente esta presente en todas las areas donde se producen manzanos en
el mundo, a excepcion de Japon y el este de China, al tratarse de una especie invasora
esta desprovista de sus enemigos naturales, especialistas en la mayor parte de su rango
de distribucion expandido (Kuhlmann y Mills, 1999). Por otro lado, el cultivo de

pomaceas es un sistema estable con pocos disturbios en comparacién con un cultivo
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anual, lo que posibilita el desarrollo de poblaciones de parasitoides que persistan en el
tiempo (Thacker, 2002). Ademds, es pertinente tener en cuenta la importancia
economica que tiene la produccién de poméaceas en la region y el beneficio potencial
sobre el medio ambiente que se obtendria al reducir la aplicacion de insecticidas para el
control de esta plaga.

En nuestro pais los entomofagos citados gargomonellase limitan a una
mencion aislada de especies generalistas u oportunistas (no especificos), entre los
parasitoides se encuentranCoccigomymus fuscipes(Bretes) (Hymenoptera:
Ichneumonidae) Basileucus tetraleucuBe Santis (Hymenoptera: Ichneumonidae); y
entre los predadore§irysoperna externgHagen) (Neuroptera: Chrysopidae) (Botto,
2003). También se mencionaGoniozus legneriGordh (Hymenoptera: Bethylidae)
como parasitoide gregario generalista endémico de Uruguay y centro de la Argentina
(Laumann, 2000). Esta especie esta naturalmente establecida como parasi®ide de
pomonellaen algunas areas productoras de nogales de la provincia de Catgmarca
también fue hallada en la region del Alto Valle de Rio Negro parasitando larzas de
pomonellaen montes comerciales (Laumann, 2000; Gareidal, 2005). Ademas, se
cita la presencia d®ibrachys boarmiaeDe Santis (Hymenoptera: Pteromalidae),
parasitoide polifago de larvas @e pomonellaen Mendoza (Espul y Troilo, 1986

La region mas promisoria para buscar enemigos naturales especiali€tas de
pomonella en manzanos silvestres y domésticos es el centro evolutivo donde se
originaron los manzanos, en Asia central. Estudios realizados en la region,
especificamente en el area de Alma Ata, en Kazakstan, mencionan un rico complejo de
parasitoides de esta plaga, que incluye a diversas especies que atacan distintos estados
de desarrollo de su ciclo de vida. ElI complejo de parasitoides incluye a los bracénidos,
Ascogaster quadridentat&®/esmael (parasitoide ovo-larval) Bassus rufipedNees
(parasitoide de larvas def'ly 2° estadio), y los icheuméniddsyotryphon caudatus
(Ratzeburg),Mastrus ridens(Gravenhorst) (ambos parasitoides del ultimo estadio
larval) y Pristomerus vulnearto(Panzer) (parasitoide de larvas d&ly 2° estadio)
(Kuhlman y Mills, 1999.

Mastrus ridensy A. quadridentatason agentes de control que presentan un
excelente potencial para ser utilizados en estrategias de CBC. gmmonella
(Kuhlman y Mills, 1999; Lacey y Unruh, 2005; Mill, 2005a y b). Al comparar el
complejo de parasitoides dsta plaga en Asia Central (Kazakstan y Xinjiangny
Europa (Suiza y Austria) se observo que en Europa los maximos niveles de parasitismo
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registrados fueron d&. quadridentatg42,6%), mientras que en Asia Central fueron de

M. ridens(43,9%) yB. rufipes(33,3) (Mills, 2005kh. Asimismo, al evaluar el impacto
potencial de diferentes parasitoides a través de modelos de crecimiento se observo que
los mayores cambios en los niveles poblacionale d@omonellase obtenian al
incorporar en el sistema parasitoides de larvas desarrolladas y de prepupdj.como
ridens y, en menor medida, al agregar parasitoides de los huevos, Aomo
quadridentataMills, 2005b).

En la Argentina no existen antecedentes del empleo del control biologieo de
pomonella mediante la utilizacion de parasitoides exoticos cdvhoridensy A.
quadridentata Existe un solo registro de una introduccion accidental Ade
quadridentata en 1936 en un envio de larvas @rapholita molesta (Busck)
(Lepidoptera: Tortricidae) parasitadas. ElI material recibido contenia varias especies de
himendpteros parasitoides de la familia de los braconidos, de las cuales solo
Macrocentrus anclylivorulohw y M. delicatusCresson se criaron y liberaron en el
campo para el control d&. molestgCrouzel, 1963).

2. LA PLAGA, Cydia pomonella

Posicion sistematica

Este insecto fue descrito por Linnaeus en 1758. Desde su descripcion original con el
nombre dePhalaena Tinea pomonelide Linnaeus en 1758, pasando paspeyresia
pomonanaHubner en 1825Carpocapsa pomonané@reitschke en 1830 €arpocapsa
pomonellaHarris en 1862, hasta la actualidad que la conocemos con el nombre de
Cydia pomonellampuesto por Walsingham en 1897 (Brown 1979).

Orden: Lepidoptera

Familia: Tortricidae

Subfamilia: Olethreutinae

Tribu: Laspeyresiini

Género Cydia

S A

EspecieCydia pomonell4L.)
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Hospederos

Ademas de cumplir su ciclo biolégico en el manzanalus domestic8orkh (Rosales:
Rosaceae), puede desarrollarse en otras pomaceas como ePyeimlcommunid..
(Rosales: Rosacepn el membrillero,Cydonia oblongaMill. (Rosales: Rosaceae) y el
nogal, Juglans regialL. (Fagales: Juglandaceae). Si bien, segun citas bibliogréaficas
internacionales, esta plaga ataca también frutales de carozo, como el démascs,
armeniacaBlanco (Rosales: Rosaceae), y en menor medida, el duraBrernys
persica(Rosales: Rosaceae), en la region del Alto Valle de Rio Negro hasta el momento
no se han registrado ataques en estos hospederos (Cichdn y Fernandezigantigt

al., 2007).

Caracteristicas morfologicas

Los caracteres morfolégicos de los estados de desarrollo de C. pomonella se

recopilaron de los trabajos de Quintana et al. (1997) y Cichén y Fernandez (2003).

Huevo (figura 2 A): es de forma oval, blanco-perlado, aplanado en los bordes y algo
elevado en el centro. Tiene un tamafio aproximado de 1,2-1,3 mm de diametro. Al
momento de la oviposicion, el interior del huevo es opaco. A los 3 6 4 dias, comienza la
formacién de distintas capas internas y del embridn y aparece una aureola roja que
recorre toda la circunferencia del huevo. Por dltimo, empiezan a ser visibles las partes

esclerotizadas del embridn, especialmente la cabeza.

Larva (figura 2 B y @ la larva recién eclosionada es de color blanco cremoso con la
capsula cefalica negra y de 1,8-2 mm de largo. Durante el ciclo de degazasalpor

cinco estadios larvales, antes de transformarse en pupa. El largo total del cuerpo
alcanzado por el quinto estadio larval es de 14 a 18 mm y tiene un color rosa palido, con

la cpsula cefalica negra o marron.
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Pupa (figura 2 D): es de color marron con bordes y espinas negras. El tamafio de la
pupa varia entre 8 y 11 mm. En este estado el sexo se diferencia por los ultimos
segmentos del abdomen: en la hembra se observan ventralmente dos depresiones

genitales en los dos ultimos segmentos, que no se observan en el macho)(figura 3

Adulto (figura 2 E) son tipicas polillas de color gris, de 8 a 10,3 mm de largo. Las alas
posteriores en reposo caen en forma de techo a dos aguas. Los 0jos compuestos son
grandes y esféricos, y las antenas, filiformes. El abdomen tiene diez segmentos vy, entre
el octavo y el noveno, la hembra posee una glandula para la liberacion de feromonas. El
extremo del abdomen de la hembra (figura 2 F) posee una papila anal, circular, de color
marrén y un punto oscuro sobre ésta, que es el orificio de cépula. El macho (figuar 2 G)
presenta un extremo abdominal cerrado, con un par de valvas que utiliza para sujetar a

la hembra durante la copula.
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Figura 2. Estados de desarrollo @& pomonellaA. huevos depositados sobre hojas, B. larva
inmadura alimentandose de las semillas, C. larvas del uUltimo estaelimdesu capullo en la
corteza del arbol, D. pupa dentro del capullo, E. polilla adulta de colaragrialas en reposo,

F. detalle del extremo del abdomen de la hembra adulta donde se observa la papila anal y el
orificio de cépula, y G extremo del macho adulto con el detalle de hasvale utiliza para
sujetar a la hembra en la coépula. Tomadas de http//www.ukmoths.org.uk vy
http//www.inta.gov.ar/altovalle.
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Figura 3. Esquema del abdomen de la pupad@omonellaA. detalle del extremo abdominal
del macho y B, detalle del extremo del abdomen de la hembra donde se observan las
depresiones genitales en los ultimos segmentos (Cich6n y Fernandez, 2003).

Monitoreo

El monitoreo constituye la principal herramienta para evaluar el nivel de infestacion de

la plaga en el campo, realizar el seguimiento de su dindmica poblacional y adoptar las

medidas de control necesarias. Las acciones pueden incluir (Cucchi y Becerra, 2007):

a) trampeo de adultos. Existen 2 tipos de trampas: 1- con feromonas para

b)

cegptura machos y 2- combinadas de feromonas y kairomonas para capturar
machos y hembras. Las feromonas son sustancias volatiles que intervienen en
la comunicacion entre individuos de la misma especie, en el caso de las
feromonas sexuales éstas son producidas por las hembras para atraer a los
machosy favorecer la cOpula. Mientras que, las kairomonas, son compuestos
volatiles que actdan en la comunicacion entre especies (interespecificos) y en
en las trampas se utilizan compuestos emitidos por las pléodasyales
orientan a las hembras de carpocapsa en la busqueda de sitios para la
oviposicion. Ambos tipos de trampa se basan en una cierta cantidad de los
compuestos volagkcolocada en capsulas de caucho o plastico de liberacion
lenta, ubicadas en trampas adhesivas,

identificacion de posturas. Se realiza un recuento de los huevos a través de la

vision directa,
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c) captura de larvas del quinto estadio. Se colocan fajas de carton corrugado en
el tronco o ramas principed de los arboles y se contabiliza el nimero de
larvas capturadas por arbol. En la fajas se intercepta el tltimo estadio larval,
gue sale del fruto en busca de lugares protegidos para pupar en la corteza de
los arboles o la hojarasca. También se realizan muestreos de frums, y s
registra el porcentaje de frutos dafiados. Hay 3 momentos importantes para
realizar los muestreos: al final de la primera generacion (diciembre), en la

segunda generacion (enero) y en el momento de la cosecha.

Ciclo de vida y comportamiento

Por ser un microlepidoptero de habitos crepusculares la carpocapsa presenta una
actividad diaria limitada a unas pocas horas durante la tarde e inicio de la noclae y en |
madrugada. Los machos vuelan con temperaturas mayores a 13°C y las hembras con
temperaturas superiores a 15°C, pero la coOpula recién se produce con temperaturas
crepusculares superiores a 17°C (Borden, 1931). Las hembras pueden oviponer ante la
ausencia de machos pero todos estos huevos seran infértiles y no habrd desarrollo
embrionario (Chichén y Fernandez, 2003).

Los huevos son depositados por la hembra sobre hojas y frutos (figura 3A). La
larva busca los frutos, perfora la epidermis, penetra en el fruto y construye una camara
en espiral donde muda del primero al segundo estadio. A continuacién, desarrolla una
galeria en la pulpa que generalmente se dirige en forma recta hacia las semillas, en el
corazén del fruto (figura 1B). Una vez completado el desarrollo larval, la larvaanadu
abandona el fruto por el mismo orificio de entrada o por otro constaddweog se
descuelga con un hilo de seda hasta encontrar un refugio debajo de la corteza del tronco
o en el suelo, donde teje un capullo de seda (figura 3C). Posteriormente, la larva se
transforma en pupa (figura 3D) y finalmente emergen los adultos (figura 3E) (Chichén 'y
Fernandez, 20Q0&Gigantiet al, 2007).

El nimero de generaciones anualesGlepomonellavaria dependiendo del
clima, el afo y la planta hospedera donde se desarrolle (Audemard, 1991). En la region
del Alto Valle de Rio Negro y Neuquén se observan 3 generaciones completas por afio,
y en algunas temporadas hasta una cuarta generacion (Cichén y Fernandezil1993).

desarrollo estacional de esta plaga esta influenciado mayormente por la temperatura
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ambiente. Las temperaturas a las que los insectos estan sometidos en su medio y el
tiempo de exposicidn constituyen una combinacidn tiempo-temperatura, conocida como
“tiempo fisiologico”, que se mide en unidades denominadas grados-dia (°D), [ara
pomonellaestas unidades se denominan carpogrados. La unidad de grados-dia se define
como el lapso dentro de las 24 horas en que el promedio de temperatura se mantiene por
lo menos 1 °C por encima del umbral minimo de desarrollo del insecto, siendo entonces
que cada grado centigrado adicional al cero biolégico significara un aumento de un
grado-dia. Para&. pomonellael umbral térmico minimo es de 10 °C y marca la
temperatura minima para el desarrollo del insecto. Cuando la temperatura media diaria
supera este valor, el excedente de 10 °C se computa como grados dia (°D). Cada etapa
de desarrollo o unidad fisiol6gica implica la suma de determinada cantidad de grados
dia (tabla 1).

Tabla 1. Grados dia que insume cada etapa de desarrofio piemonella

Etapa de desarrollo Requerimientos térmicos (°D promedio)
Periodo embrionario 72
Desarrollo de la larva 356
Desarrollo de la pupa 116
Desarrollo de una generacién 544

Su ciclo de vida esta perfectamente sincronizado con la fenologia de su hospedero
principal, el manzano. Esta especie pasa el invierno como larva en digpasisa
capullo. A fines de agosto o principios de septiembre, con los primeros cadares, |
larvas invernantes reanudan su desarrallpupa y posteriormente a adulto. Las
primeras polillas vuelan en coincidencia cafidracion del manzano, cuando se suman

unos 70°D. La totalidad de las larvas invernantes no desarrollana a pupa en ese
momento sino que este fendmeno se prolonga hasta diciembre. Esto determina que haya
una superposicion de generaciones. Las larvas neonatas eclosionan, dependiendo de la
temperatura, entre 6 y 14 dias luego de haber sido depositados. El nacimiento de las
larvas de la primera generacion, y con ellas la aparicién de los primeros dafios, ocurre a
los 250 °D, aproximadamente a mediados de octubre. El desarrollo de la larva dura entre
20 y 25 dias. El estado de pupa requiere entre 10 y 20 dias, segun el momento de la

temporada (figura 4). El desarrollo de una generacibn completa se cumple
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aproximadamente en 48-56 dias. No todas las larvas de una generacion evolucionan a
pupas. Para el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén se determiné que el 20% de la
primera generacion, el 70 % de la segunda y el 100% de la tercera quedan como larvas

invernantes (Giganat al., 2007).

Figura 4. Esquema del ciclo de vida @2 pomonelle&en manzana con el detalle de los estados
de desarrollo. Los huevos son depositados por las hembras, la larva perfora y pengtra el f
completando los 5 estadios larvales en su interior. Luego, la larva madura sale del feutmy tej
capullo transformandose en pupposteriormente emerge la polilla adulta.
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3. LOS ENEMIGOS NATURALES

Mastrusridens

El géneroMastrusForster es de distribucion Holértica con un gran nimero de especies
(Towns, 1969).M. ridens es una especie exclusiva de la region Paleartica (Yu y
Horstmann, 1997). Su rango de huéspedes inclUygdéa pomonellay otras especge

del mismo género (Kulmann y Mills, 1999). En pruebas de laboratorio para evaluar el
rango de posibles hospedadoresMieridensen América del Norte se determin6 que
esta especie puede parasitarCa pomonellay Grapholita prunivora (Walsh)
(Lepidoptera: Tortricidae), pero que en el caso de este Ultima no se desarrolla

normalmente (Hennesseyal, 1995).

Posicion sistematica

Esta especie es originaria de Kazakhstan y fue encontrada asoCiapglanaonelleen la
década del 90 del siglo pasado. En un principio fue identificada ®bmdibunduspor
Horstman, pero posteriormente este autor hizo una revision del material y los
ejemplares estudiados fueron renombrados como una especie Mievaens
(Horstman, 200pQ

Orden: Hymenoptera
Superfamilia: Ichneumonoidea
Familia: Inchneumonidae
Subfamilia: Cryptinae

Tribu: Phygadeuontini

Género Mastrus

N o o b~ wDdhd PR

EspecieMastrus ridendHorstman (synM. ridibundusauct.)
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Caracteristicas morfologica

El conocimiento referido a los estados inmaduros en esta especie es aun escaso.
Abdullaev (1972) menciona el tiempo de desarrollo de los estados inmaduros (huevo-
larva-pupa) para el génemdlastrus sp. En particular, pard. carpocapsasese
describen 5 estadios larvales (Llyod, 1p@Be presentan imagenes de los estados de
desarrollo (huevo-larva-pupa-adulto) de la espétieidens (figura 5). El adulto de

esta especie es una avispa mediana de aproximadamente 5 mm. de largo con antenas
largas y simples, siendo la cabeza negra, parte del torax (mesosoma) y patas de color
negro Yy el resto del cuerpo es de color marron-anaranjado. La hembra (figura 5E)
presenta un ovipositor conspicuo, de 0,4x de largo respecto del ala anterior y sus
antenas poseen 24 segmentos. El macho (figura 5F) tiene el gaster mas comprimido que

la hembra y posee antenas de 23 segmentos (Towns, 1969; Torréns y Tortosa, 2008).

I

Figura 5. Estados de desarrollo t& ridens A. huevos, B. larva neonata, C. larva madura, D.
pupa en capullo, E. hembra adulta con ovipositor conspicBo macho adulto con ganster
comprimido.
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Ciclo de vida y ecologia

Mastrus ridenses una especie originaria de Asia Central (Mills, 2005a), es un
ectoparasitoide idiobionte, lo que significa que en el momento de oviponer laahembr
detiene el desarrollo del huésped y la larva del parasitoide se alimenta externamente del
huésped. Es una especie gregaria, de modo que se puede desarrollar mas de un
parasitoide por huésped. Ademas, parasita a las larv&s gemonelladel quinto

estadio cuando éstas migran fuera de los frutos en busca de un lugar donde tejer su
capullo(figura 6) (Bezemer y Mills, 2003). Aspectos de la biolggia ecologia dév.
ridensfueron estudiados por varios autores en condiciones de labosagriel campo
(Bezemery Mills, 2001; Bezemery Mills, 2003; Hougardyet al, 2005; Hougardy

Mills, 2006; Hougardy Mills, 2007; Devottcet al, 2010.

ParaMastrussp. esta descrito el ciclo de vida. Las larvas eclosionan al cabo de
un dia desde la oviposicion. Luego, se mantienen activas durante 5-6y dias
posteriormente tejen su capullo. Desde la formacion del capullo hasta la emergencia de
los adultos transcurren 16 a 18 dias. En el laboratorio a 25-28 °C y 70-75% de humedad
el tiempo de desarrollo de huevo a adulto es de 23-27 dias (Abdullaev, 1972).

La actividad de los adultos dé. ridensaumenta hasta una temperatura 6ptima
de 25-27 °C. Con temperaturas superiores a 27 °C las hembras se quedan inmdviles
(Hougardyy Mills, 2007). Se observoé que a una temperatura constante de 35 °C las
hembras no dejan descendencia y los estados inmaduros no prosperan @elotto
2010). En condiciones de laboratorio las hembrad/deidens parasitan larvas del
quinto estadio de&C. pomonellade diversos tamafios (37-78 mg), y se observo una
relacion positiva entre el numero de hembras que emerge por huésped y el tamafio del
mismo (Devottoet al, 2010). Ademas, en condiciones de laboratorio se registrd6 una
tasa de ataque de 1-2 huéspedes por dia (Bezemer y Mills, 2003; Haatgalr,d3005),

y una fecundidad diaria media de 5 huevos por hembra (Hougtaaly 2005). En el
campo esta especie manifesté una buena capacidad de busqueda y de dispersion en

montes de manzanos (Bezemer y Mills, 2001).
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Figura 6. Esquema de la interaccion entre el ectoparabitoridens (flechas verdes) .
pomonella(flechas rojas)M. ridensparasitaa las larvas maduras del huésgadgo de que
salen del fruto y tejen su capullo. Los estadios inmaduros del ectoparasito aceabeela
larva madura d€. pomonellan su capullo (flechas verdes).

Antecedentes de su uso en el control biolégico @gdia pomonella

En Estados Unidoll. ridensfue importado como parte de un programa para controlar a
C. pomonelleen una extensa area en California. Este parasitoide fue liberado en montes
frutales de manzanas, peras y nogales a partir de 1995 (Mills, 2005a). Los resultados
obtenidos en los montes frigalfueron variables. En algunos de ellos se registraron
altos niveles de parasitismo en larvas invernantes durante la temporada de su liberacion
(57% parasitismo), mientras que en otros montes no se detectd parasitismet @Mills

2004; Mills, 2005a). A nivel regional este parasitoide se estableci6 de forma
satisfactoria en California. En particular, en el caso de algunos nogakgsstro una
disminucion del dafoedC. pomonellaa partir de la liberacion de esta especie (Mills,
2005h. Este enemigo natureambién fue liberado en Washington, Oregon y Michigan
(Kulmanny Mills, 1999; Epsteiret al, 2003). En Washington se recobraron adultos en
numerosas ocasiones en montes sin uso de agroquimicos (Kumditia, 1999) y
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también en Michigan, con niveles de parasitismo de hasta 58% en montes organicos
(Epsteinet al, 2003).

En América del Sur esta especie fue liberada en Chile en 2008, en la Xl region
de Chile Chico, donde se registraron niveles de parasitismo de hasta 40% en larvas
invernantes deC. pomonella(Devotto et al, 2009). En la Argentina, en 2003 se
emprendi6 un proyecto internacional (FONTAGRO FTG-18/01) denominado
“Desarrollo de estrategias de control biolégico para el manejo integrado de plagas de
frutales (manzand) Uno de sus objetivos fue la seleccion e introduccion de

parasitoides exoticos para el control@gpomonellaentre ellodvl. ridens

Ascogaster quadridentata

Hay descritas alrededor de ciento diez especies del gAseogasterTodas ellas son
endoparasitos de lepidopteros, principalmente de tortricidos (f&feysh, 1994)A.
quadridentatatiene una distribucion Holartica (Shaw, 1983), entre sus huéspedes
ademas deC. pomonellase mencionan otras especies plagas de la familia de los
tortricidos, como:Grapholita molesta G. prunivora Walsh, G. packardi (Zell.),
Spilonota ocellana(Denis & Schiffermuller),Paralobesia viteanaClem.) y Cydia
nigricana Steph. (Cox, 1932; Rosemberg, 1934; Boyce, 1936; Shaw, 1983;yTang
Marsh, 1994).

Posicién sistematica

Este insecto fue descrito originalmente por Wesmael en 1B25sinGnimos san
Chelonus impressuslerrich-Schaeffer 1838 yAscogaster carpocapsae Chelonus
carpocapsad/iereck 1909 (Shaw 1983; Tang y Marsh, 1994).

Orden: Hymenoptera

Superfamilia: Ichneumonoidea

Familia: Braconidae

Subfamilia: Cheloninae

Tribu: Chelonini

Género Ascogaster

N o gk~ wDbdPE

EspecieAscogaster quadridentatesmael
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Caracteristicas morfologicas

Los caracteres morfologicos de los estados de desarrollo de A. quadridentata se
recopilaron de los estudios de Cox (1932), Geier (195¥)dglleston (1984).

Huevo (figura 7 A): con forma de coma, redondeado en el extremo de la cabeza y s
angosta gradualmente hacia un extremo curvo en la region caudal, de 0,174 mm de

largo. Es blanco e inicialmente tiene un contenido granular denso.

Larva(figura 7 B, E y G) el primer estadio larval tiene 0.198 mm de largo y consta de

13 segmentos. Cuando la larva del huésped completa su desarrollo y teje su capullo, el
primer estadio larval completa su desarrollo. El segundo estadio es similar al primero,
la cabeza es mas angosta y menos esclerotizada, sin mandfbdéas,36 mm de

largo. En el tercer estadio cambia el aspecto externo, la larva es menos alargada y méas
ancha en el medio, con mandibulas ligeramente esclerotizadas y de 4,32 mm de largo.
Este estadio hacia el final ocupa casi toda la cavidad corporal del hospedador. Con la
dltima muda cambia el habito de la larva, completando su desarrollo afuera. La larva
emerge por un orificio del huésped y por medio de contorsiones graduales comienza a
salir, hasta colocarse en forma paralela al mismo. El cuarto estadio larval se angosta en
el medio y se arquea dorsalmente, de 5,86 mm de largo. Con mandibulas fuertemente
esclerotizadas, una vez que termina de consumir externamente al hospedador teje su

propio capullo en el interior del capullo del mismo.

Pupa(figura 7 C y D) el capullo consiste en 3 capas de hebras de seda blancas con
forma ovalada y mide 5,62 mm dedar La pupa recién formada es blanca con ojos
negros (figura 7C). A medida que avanza el desarrollo se vuelve negra. Mide

aproximadamente 4,4 mm de largo.

Adulto (figura 7 F) es una avispa de pequefio tamafio de 3-5 mm de largo, con cuerpo
robusto negro o marron oscuro y largas antenas. Una caracteristica distintiva es que los
tergitos de los segmentos abdominales estan fusionados formando un caparazén dorso-
lateral. Los machos son similares a las hembras. Se puede diferenciar los individuos de
cada sexo a través de las antenas, ya que en los machos los segmentos siete a catorce

son mas largos y compactos que en las hembras (figura 8 A-D).
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Figura 7. Estados de desarrollo de quadridentata A. huevo, B. larva madura, C. pupa
desnuda, D. pupa en cdlpy E. larva del cuarto estadio alimentandose externamente del
huésped, F. adulto con antenas largas, y G. Tamafio relativo de |aRyalidepomonellano
parasitada (izquierda) y parasitada (derecha).
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Figura 8. Esquema del abdomen y las antenas del adulta deadridentataA y B antena y
abdomen de la hembra; C y D antena y abdomen del macho (Cox, 1932).

Ciclo de vida y comportamiento

Ascogaster quadridentates una especie originaria de Eurasia (Boyce, 1936). Su ciclo
de vida ha sido documentado por varios autores, Cox (1932), Rosemberg (1934) y
Boyce (1936), pero poco se conoce sobre sus atributos biolégicos, como la
swervivencia y fecundidad de los adultos.

Ede insectoes un endoparasitoide koinobionte, lo que significa que, en el
momento de oviponer, la hembra no mata al hospedador sino que el desarrollo del
parasitoide transcurre mientras el mismo también continda desarrollandose y la larva del
parasitoide se alimenta en el interior del cuerpo del huésped. Ademas, se trata de un
parasitoide solitario, por lo tanto un Unico parasitoide se desarrolla por huésped. Esta
especie parasita los huevos @epomonellalas hembras depositan sus huevos en el
citoplasma del huevo del hospedador, y luego la larva eclosparatra en el embridn
y contintia su desarrollo (figura 9). Tiene cuatro estadios larvales. Los tres primeros se
alimentan internamente del huésped, pero con la dltima muda cambia el habito de la
larva y durante el cuarto estadio larval sale del interior del hispedador, una vez que este
teje su capullo pupal, y se alimenta externamente consumiendo completamente al
huésped a excepcion del exoesqueleto (Cox, 1932). Las hembras adultas pueden
parasitar exitosamente huevos @e pomonellaen edades avanzadas del desarrollo
embrionario, de hasta 5 dias de edad (Reed-Larsen y Brown, 1990). Los huevos

parasitados son indistinguibles, a simple vista, de los no parasitados.
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Los adultos tienen fototropismo positivo. Una vez que emergen, estén
fertiizadas o no, las hembras estan en condiciones de oviponer sin necesidad de
alimentarse previamente (Rosemberg, 1934; Boyce ,1936). Su ciclo de vida esta
sincronizado con el del huésped, observandose varias generaciones por afio segun la
region. En invierno entra en diapausa como primer estadio larval en el interior de la
cavidad corporal del huésped. Las larvasCdegpomonellaparasitadas son de menor
tamafio que las normales, alcanzando un tercio del tamafio corporal al completar su
desarrollo (figura 8G) (Cox, 1932; Cox y Daniels, 1935).

A. quadridentata
Parasitoide ovo-larval

-

Larvacn capullo

Figura 9. Esquema de la interaccion entre el endopardsitpuadridentatay C. pomonellaA.
guadridentataparasita los huevos del huésped y los estadios inmaduros acontecen dentro de los
estadios larvales del huésped (flechas josas

Antecedentes de su uso en el control biol6gico @gdia pomonella

Los programas de control biolégico que involucraron la introduccion Ade

quadridentatapara el CBC d€. pomonellase remontan a inicios del siglo pasado. En
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el este de Estados Unidos, a partir de los afios veinte hay registros de poblaciones de
este parasitoide en donde se lo menciona como una especie abundante (Dosier y Butler,
1929; Cox ,1932; Cox y Daniels, 1935; Clausen, 1978). En Nueva York se citan niveles
de parasitismo superiores al 30% en montes sin aplicaciones de insecticidas (Cox ,1932;
Cox y Daniels, 1935).

En Canada, en la Columbia Britanica, se realizaron liberacione\.de
quadridentataen 1933, y posteriormente se registrd su establecimiento en la region
(Boyce, 1936; Clausen, 1978). Esta especie se establecio en Nueva Zelanda donde se
reportan niveles de parasitismo entre 5-32% en la zona de Canterbury (Tet&ins
1987; Sucklinget al, 2002). En SudafricA. quadridentatdue liberado en 1920 y hay
registros de su recuperacion en algunas localidades en 1936. También se liberd en
Australia en 1964 y en Peru en 1937, donde no existen datos sobre su establecimiento
(Clausen, 1978).

Como se menciond anteriormente, en Argentina, en 2003, se emprendié un
proyecto internacional (FONTAGRO FTG-18/01), el cual entre sus objetivos incluyo la
seleccion e introduccion de parasitoides exoéticos para el cont@lmamonellacomo

A. quadridentata
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OBJETIVOS

GENERAL.:
Estudiar aspectos basicos de la biologidMdedensy A. quadridentataa los efectos de

evaluar su potencial como agentes de contr@.g@monellaen la Argentina.

ESPECIFICOS:

1. Introducir a M. ridensy A. quadridentataen el paisy multiplicar a ambas
especies de enemigos naturales y su huésped en el laboratorio.

2. Evaluar los principales atributos biolégicos y poblacionaleA.dgiadridentata
sobreC. pomonellaen el laboratorio.

3. Evaluar parametros asociados al desempefio y la prefererMiaidenssobre

dos tipos de larvas de. pomonellay dos especies de tortricidos plaGapomonellay

G. molesta

4. Evaluar la toxicidad de insecticidas de uso frecuente en la produccién de
pomaceas sobre el parasitoitie,ridens

5. Evaluar la colonizacion y el establecimiento de los entoméfagos en el Alto Valle

de Rio Negro.
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CAPITULO 1

Introduccién y multiplicacion de los

enemigos naturales
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Introduccion

Luego de la busqueda y seleccion de los enemigos naturales para desarrollar un
programa de control biologico clasico (CBC), el paso siguiente consiste en la
introduccion y cuarentena de los agentes de control en el pais importador (Van Driesche
y Bellows, 1996). En cada pais existen leyes que regulan la entrada de especies
animales y las condiciones que se deben cumplir para su traslado desde el area de origen
hasta su destino final. La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO) elaboré un coédigo de conducta para la importacion y liberacion de
agentes exoticos de control biolégico. En particular, Argentina como integrante del
Comité de Sanidad Vegetal del Cono Sur (COSAVE), adhiere a los lineamientos del
mencionado codigo, en el que se indican, entre otros aspectos, las normas que se deben
seguir para evaluar la idoneidad y calidad de los agentes de control biolégico
importados y las pautas en relacién con su manipulacion, evaluacion y utilizacién. El
procedimiento de importaciébn de agentes de control biolégico exdticos incluye la
presentacion de estudios de evaluacién de impacto ambiental (analisis de riesgo para
posibles organismos no destinatarios y para el medio ambiente), los cuales comprenden
las pruebas de evaluacion del rango de hospedadores del enemigo natural introducido
(PERH) (FAO, 1996). En nuestro pais estas pruebas son un requiso solicitado por el
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) y por la Secretaria
de Medio Ambiente y Desarrollo Sustentable.

Una vez que los agentes de control bioldgico ingresan en el pais importador se
procede a la cuarentena del material biolégico, a través del confinamiento oficial de los
agentes importados con fines de observacion e investigacion o para ulteriores
inspecciones o pruebas (FAO, 1996). Los laboratorios de cuarentena estan disefiados
para ser un area altamente segura donde se procesan los envios de material del
extranjero, se excluyen los contaminantes y se crian los enemigos naturales mientras se
evallan aspectos asociados a la seguridad de los agentes, previamente a su liberaciéon en
el nuevo ambiente. Si las evaluaciones en la cuarentena resultan favorables, el
organismo candidato puede ser multiplicado en el laboratorio para su posterior
colonizacion en el campo (Van Driesche y Bellows, 1996).

En el caso de programas de CBC que involucren la multiplicacion de los
enemigos naturales es necesario establecer colonias de los mismos libres de

contaminaciones. Esto requiere de: 1- la recuperacion exitosa del enemigo natural a

35



partir del material recibido, 2- la posibilidad de contar con poblaciones adecuadas del
huésped de cria del enemigo natural importado, y 3- la reproduccion exitosa (cantidad,
calidad) del agente importado (Basso, 2002). En este sentido el manejo y la cria de los
enemigos naturales importados en el laboratorio constituye un aspecto relevante en la
ejecucion de programas de CBC, y se convierte en una limitante ya que no resulta
fructifero disponer de un enemigo natural si su cria es complicada y costosa (Botto,
2002).

En relacion con la multiplicacion a gran escala de insectos para su utilizacion en
programas de control biologico, una caracteristica fundamental de los insectos
producidos es que éstos deben conservar todas sus caracteristicas biolégicas para que
cuando se liberen en el campo sean competitivos (Martinez, 2004). Para ello es
necesario elaborar protocolos de control de calidad en las crias de insectos. El control de
calidad consiste en: estaldr estandares, estimar los parametros asociados a la calidad,
actuar cuando estos parametros estan por debajo de los valores estandares establecidos y
planificar mejoras en los rangos observados (Dyck, 2010). Un aspecto fundamental es el
monitoreo rutinario de los pardmetros vinculados tanto a los estados inmaduros, como el
porcentaje de eclosion de las larvas, el peso de la larva, el porcentaje de formacion de
pupas y el peso de la pupa, como a los adultos, tales como el porcentaje de emergencia,
la razén sexual, la capacidad de vuelo y la supervivencia (Leppla y Fisher, 1989;
Norlund, 1998). Ademas, es de gran relevancia poder relacionar los cambios en la
calidad con un determinado estado de desarrollo del insecto y atribuirlos a un proceso
particular de la cria.

En este capitulo se describe el proceso de introduccién y cuarentdvia de
ridensy A. guadridentatay los procedimientos involucrados en las crias sobre su
huésped. Asimismo, debido a la necesidad de obtener un abastecimiento continuo del
huésped en Optimas condiciones se evaluaadables inherentes a la calidad de la cria
deC. pomonelleen el laboratorio.
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la) Cria del huésped,C. pomonella y estimacion de parametros asociados a la

calidad de la misma.

Materiales y métodos

Cria del huésped

Cydia pomonellaha sido criada en el Insectario de Investigaciones para Lucha
Bioldgica (IILB) desde 2003 y la colonia inicial procedié de individuos (larvas del
altimo estadio) colectados en montes frutales de manzanos de la region del Alto Valle
de Rio Negro, Argentina. Para el desarrollo de las larvas se empled una dieta artificial
hameda en base a agar-agar similar a la descripta por Guestedlo(i1981). Esta cria

tuvo como proposito principal proveer material del huésped para las crias de los
enemigos naturale$/. ridensy A. quadridentata,la realizacion de los estudios
programados con ambos parasitoides y el mantenimiento de la coldhigpaonella

La multiplicacion de este lepiddptero se llevé a cabo en una camara de cria a 25 £ 2 °C
de temperatura, 30-70% de humedad relativa e iluminacién natural. El procedimiento de
cria se esquematiza en la figura 1.1.

El sistema de cria consisti6 en colocar 100-150 adultos en unidades de
oviposicion (cilindros plasticos con orificios de ventilacién de 29 x 12 cm de didmetro),
recubiertas interiormente con papel parafinado sobre el cual las hembras depositan sus
huevos. También se dispuso abundante alimento para los adultos en almohadillas
absorbentes, que consisti6 en una solucidbn azucarada preparada con miel, &acido
ascorbico y Nipagin (metil parabeno, anti-micético). Al cabo de una semana los adultos
presentes en las unidades de oviposicion fueron elimifa@za 2-3 dias se
recambiaron los papeles parafinados de las unidades de oviposicion, y los papeles con
los desoves fueron lavados en una solucion de hipoclorito de sodio al 5% durante 5
minutos y enjuagados con agua. Una vez secos, los papeles con desoves fueron
almacenados en la cAmara de cria en recipientes plasticos herméticos y asperjados con
una solucion de Micostatin® (Nistatina) para evitar la desecacion de los huevos y la
aparicion de hongos. Luego, cuando los huevos alcanzaron un estado avanzado de

desarrollo embrionario“huevos cabeza negra™ (HCN), se realizo “la siembra del

% Esta es una practica habitual en los laboratorios de cria masiva ya que las kermbrpsmonella
dejan el 80-94% de su descendencia en los primeros 6 dias de vida (Digk, 2010

% Se denomina “huevo cabeza negra” cuando se visualiza la capsula cefalica del embrion esclerotizada
(Quintanaet al, 1997).
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materid”, cuyo procedimiento consistio en colocar fragmentos de papeles con
oviposiciones en los recipientes de cria con dieta artificial. En cada recipiente de 250
cm® se colocé un fragmento de papel con 20-25 huevos, que se ubicé con un alfiler
cerca de la superficie de la dieta para permitir que las larvas neonatas se desplazaran
hasta la misma. A las 48 horas se retir0 el papel. Las larvas se desarrollaron en la dieta,
donde también transcurrié el estado de pupa. A los 30-35 dias desde la siembra
comenzaron a emerger los adultos en los recipientes de cria y fueron recolectados cada
2-3 dias para ser transferidos a las unidades de oviposicion. Luego de 2 meses a partir

de la siembra los recipientes de cria fueron eliminados.

Recoleccion
adultos ¢/2-3 dias

Recambio de papeles
c/ 2 -3 dias

Unidad de oviposicién

Siembra de
Emergencia huevos en
de adultos dieta artificial s

Adultos de C. Papeles co
pomonelia _ desoves

Obtencion de larvas 5'¢
estadio para cria de
M. ndens

Obtencion de huevos
para cria de A. quadridentata

Desarrollo estados
inmaduros en dieta

Figura 1.1. Esquema de cria d& pomonella

Estimacion de parametros asociados a la calidad de la cria

Se estudiaron 5-8 cohortes de individuos. Cada cohorte representé a individuos

pertenecientes a una misma semana de produccion. Las observaciones se realizaron
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mediante el uso de una lupa binocular y para la identificacion de los estados inmaduros
se tomo6 como referencia los estados de desarrollo descriptos por Qetrabu(®997).

Se evaluaron las variables que se detallan a continuacion:

1. Viabilidad de los huevos.

Se utilizabn huevos blancos (< 48 horas de edad). Los papeles con los desoves se
dispusieron en cajas de petri de plastico, de 5,5 cm de didmetro. En cada recipiente se
coloc6 un trozo de papel con 20 a 25 huevos y se asperjaron con una solucion de
Nistatina. A los 5 dias se registraron la cantidad de larvas eclosionadas y no
eclosionadas, y en los huevos sin eclosion de larvas se observo si estaban secos o si
contenian hongos. Se analizaron 15 réplicas por semana durante 8 semanas de
produccion, y se estimd la viabilidad de los huevos a través del porcentaje de eclosion
como: [n° de larvas eclosionadas / (n° de larvas eclosionadas + n° de huevos donde no
hubo eclosion)]*100.

El porcentaje de eclosion fue analizado con la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis por no cumplirse los supuestos del ANOVA y se compararon las medias
de las semanas de produccion (efecto del tratamiento) con la prueba de comparaciones

multiples por rangos (Statsoft, 2000).

2. Mortalidad de los huevos utilizados en la siembra (huevos desarg)llado

Se evaluo la mortalidad de los huevos en el estado de cabeza negra (HCN) ya que este
tipo de huevos son los que se utilizan habitualmente para la siembra en la cria de esta
especie en el laboratorio. En las condiciones de la cAmara de cria los huevos alcanzan
este estado de desarrollo embrionario al cabo de cinco dias aproximadamente. Los
papeles con HCN se dispusieron en los recipientes de cria con dieta artificial siguiendo
la metodologia descripta anteriormente para esta especie. Por recipiente dé @50 cm
cm alto x 6,5 cm didmetro) se coloco un trozo de papel con 20 a 25 huevos y a las 72
horas se registrd la cantidad de larvas eclosionadas y no eclosionadas. Se evaluaron 40
recipientes de cria por semana durante 8 semanas de produccion, representando el 10%
de la produccioén total semanal del laboratorio. La mortalidad de los huevos (HCN) se
estimo como: [n° de huevos donde no hubo eclosion / (n° de larvas eclosionadas + n° de
huevos donde no hubo eclosion)]*100.

La mortalidad de los huevos fue evaluada con la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis por no cumplirse los supuestos del ANOVA, y se compararon las
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medias con la prueba de comparaciones multiples (Statsoft, 2000). A partir de los
individuos de los cuarenta recipientes de cria obtenidos en este punto se evaluaron las

variables de los puntos 3 a 5.

3. Supervivencia de las larvas del dltimo estadio.
En las condiciones de la camara de cria se observo que el tiempo de desafeollo de
pomonelladesde la eclosion de la larva de primer estadio hasta el quinto y ultimo
estadio larval fue de aproximadamente 20“diBara evaluar la supervivencia de las
larvas del ultimo estadio se seleccionaron al azar 10 recipientes de los 40 mencionados
en el punto anterior y se registré la cantidad de larvas vivas. Se estimo el porcentaje de
supervivencia de las larvas a los 20 dias como: (n° de larvas vivas / n° de larvas
eclosionadas)*100.

La supervivencia de las larvas del ultimo estadio fue analizada con la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis por no cumplirse los supuestos del ANOVA y se
compararon las medias con la prueba de comparaciones multiples por rangos (Statsoft,
2000).

4. Peso, supervivencia de la pupa y proporcion sexual de la descendencia

A los 25 dias desde la siembra se tom6 una muestra de pupas al azar, a partir de los 40
recipientes de cria por semana mencionados en el punto 2. Se colectaron 50 pupas por
semana y se agruparon aleatoriamente en 10 lotes de 5 pupas cada uno. Los individuos
de cada lote se pesaron en una balanza de precision Mettler H15. Se estimé el peso de la
pupa por semana de produccion como el promedio del peso de los 10 lotes. En cada lote
se contabilizé la cantidad de pupas y se identificé el sexo de las mismas, registrandose
la cantidad de pupas no viables y de adultos emergidos.

La supervivencia de la pupa por lote se estimé como: (n° adultos emergidos/ n°®
pupas iniciales)*100

La proporcién sexual de la descendencia por lote se estimé como: [(n° pupas
hembra/ (n° pupas hembra + n° pupas mti@)

El peso medio de las pupas se evalu6 mediante un ANOVA de un factor y las
posibles diferencias entre medias de las semanas de produccién se compararon con la

prueba de Fisher LSD. El nivel de significancia fue o = 0,05. Los datos de

“ Enla bibliografia se citan valores entre 15 y 25 dias para el tiempo de desarrollddavabmonella
dependiendo de las condiciones ambientales de la cria (Dick, 2010)
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supervivencia de la pupa y proporcién de sexos se analizaron mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis por no cumplirse el supuesto de normalidad del ANOVA
(Lilliefors p < 0,01) (Statsoft, 2000).

5. Fecundidad de los adultos obtenidos
Una vez que emergieron los adultos se aislaron parejas de menos de 48 horas de edad.
Las mismas se colocaron en recipientes plasticos (8,5 cm de didmetro x 5,5 cm de
altura) con tapa, acondicionados para la oviposicion con papel encerado y abundante
alimento para los adultos. Cada 48 horas y durante una semana se registro la cantidad de
huevos depositados por hembra. A partir de estos datos se estimo la fecundidad semanal
como: numero de huevos/hembra/semana.

La variable fecundidad fue analizada con un ANOVA de un factor (o = 0,05)

(Statsoft, 2000).
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Resultados

1. Viabilidad de los huevos
El porcentaje de eclosion de las larvas en huevos blancos (HB) fue significativamente
diferente entre las semanas de produccion (K-W: H (7) = 33,73; p < 0,0000). Los
valores obtenidos fueron inferiores al 70% en todas las semanas, y oscilaron entre:
28,57+ 5,38% Yy 68,24 3,4%, (figura 1.2). Se observo el menor porcentaje de eclosion
en la semana 1 que difirid significativamente de los valores mas altos en las semanas 3,
4, 5y 8, mientras que los valores de las semanas 2, 6 y 7 fueron intermedios entre los
anteriores. Ademas, en los huevos que no eclosionaron larvas se registré un porcentaje
de huevos secos superior al 30% en todas las semanas, con valores que oscilaron entre:
31,83 + 9,76 y 82,22 + 5,08%, mientras que solo se registrd la presencia de hongos en
una semana de produccion con un valor cercano al 1,4% de los huevos donde no

eclosionaron larvas con hongos.
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Figura 1.2. Porcentaje de eclosion de larvas en huevos blancos (HB) mEmonella(media +

error estandar) para cada semana de produccion. Letras distintas sobre las basas indi
diferencias significativas en el porcentaje de eclosion (prueba de coropasanilltiples por
rangos, p < 0,05).

2. Mortalidad de los huevos utilizados en la siembra
La mortalidad de los huevos cabeza negra (HCN) difirid significativamente estre la
semanas de produccion (K-W: H (F)75,39; p < 0,0000). Los valores obtenidos

superaron el 10% de mortalidad en todas las semanas, con valores entre 37,97 + 2,57%
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y 14,28 + 1,38% (media + error estandar) en las semanas 2 y 7, respectivamente (figura
1.3).
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Figura 1.3. Porcentaje de mortalidad de huevos cabeza negra (HCH) gemonella(media

+ error estdndar) para cada semana de produccion. Letras distintas indican dgerenci
significativas en el porcentaje de eclosion (prueba de comparacioneses(ptiplrangos, p <
0,05).

3. Supervivencia de larvas del ultimo estadio.
El porcentaje de supervivencia de larvas a los 20 dias de desarrollo fue inferior al 60% y
se registraron diferencias significativas entre las semanas de produccion (K-W: H (5) =
17,87; p = 0,0031) (figura 1.4). Se observo el menor porcentaje de supervivencia de las
larvas (33%) en la semana 1 que difirid significativamente de los valores mas altos en

las semanas 2 y 4 (50-60%), mientras que los restantes valores fueron intermedios.
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Figura 1.4. Porcentaje de supervivencia de larvas del tltimo estadid gemonellamediat

error estandar) para cada semana de produccion. Letras distintas indican iaferenc
significativas en el porcentaje de supervivencia (prueba de comparaciones multiptegpsy

p < 0,05).

4. Peso, supervivencia de la pupa y proporcion sexual de la descendencia
El peso de las pupas fue variable entre las semanas de producgien=<R,44; p =
0,0468). Se observé el minimo valor en la semana 4 que difirié significativamente de
los valores mas altos registrados en las semanas 3 y 6, mientras que los valores de las
semanas 1, 2 y 5 fueron intermedios entre los anteriores (figura 1.5).

La supervivencia de la pupa y la proporcion de sexos no variaron

significativamente entre las semanas de produccion (K-Wp.lBupa(5) = 10,89; pup.
pupa= 0,0535 Y Hyrop. sexos(5) = 3,55; Porop. sexos= 0,6147). La supervivencia de la pupa
fue superior al 80% en todas las semanas de produccién (figura 1.6) y la proporcién de
sexos fue cercana a 1:1 con un ligero sesgo hacia las hembras en la segunda y cuarta

semana (proporcién sexos >0,6) (figura 1.7).
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Figura 1.5. Peso de la pupa de. pomonella(media+ error estandar) para cada semana de
produccion. Letras distintas indican diferencias significativas en el peso (plei¢tisher LSD,
p < 0,05).
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Figura 1.6. Porcentaje de supervivencia de la pupaZd@omonellalmedia+ error estandar)
para cada semana de produccion. Letras iguales indican que no hay diferenciasisagiicat
el porcentaje de supervivencia (Kruskal- Wallis, p > 0,05).
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Figura 1.7. Proporcién de sexos de. pomonellalmedia) para cada semana de produccion.
Letras iguales indican que no hay diferencias significativas en la porporcion déksesisl-
Wallis, p > 0,05).

5. Fecundidad de los adultos obtenidos
La fecundidad semanal no difirié significativamente entre las semanas de produccién (F
@, 45= 1,04; p = 0,3947) (tabla 1.1).

Tabla 1.1.Fecundidad semanal @ pomonellgmediat error estandar).

Semana n Fecundidad semanal
(huevos/hembra/semana)
1 15 146,80+ 14,84 a
2 5 184,00+ 42,91 a
3 12 171,25t 21,75 a
4 8 122,37+ 29,33 a
5 7 190,71+ 36,58 a

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencias significativas (ARGMA05).
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Discusion

La viabilidad de los huevos d€. pomonellaestimada a través del porcentaje de
eclosion de las larvas en huevos blancos (rango: 28538% - 68,27 3,4%) fue
reducida, con valores menores al 50% de larvas eclosionadas en tres de las ocho
semanas evaluadas. Estos valores resultaron menores que los citados por otros autores
para esta especie (tabla 1.2), quienes registraron valores entre 60 y 90 por ciento de
eclosion dependiendo del tipo de dieta utilizada. Dick (2010) sugiere que el porcentaje
de eclosion de las larvas deberia ser mayor o igual al 70% para desarrokarauna
masiva de este lepidoptero. El analisis de los huevos donde no hubo eclosién de larvas
reveld que un porcentaje elevado correspondié a huevos que se hallaban secos con
valores superiores al 50% en 5 de las 8 semanas de produccién. Entre los factores mas
importantes que afectan la eclosién de las larvas estan la temperatura y la humedad
relativa (Rock, 1967; Hathawagt al, 1971; Dyck, 2010). En este estudio, a pesar que

los papeles con huevos fueron asperjados con una solucién con Nistatina es posible que
las unidades experimentales utilizadas (cajas de Petri plasticas) no fueran lo
suficientemente herméticas como para mantener la humedad necesaria para el desarrollo
embrionario de los huevos. Asimismo, una pequefia proporcion en la disminucion del
porcentaje de eclosion podria estar vinculado a la presencia de huevos no fertilizados
(Dyck, 2010). Respecto de la mortalidad de los huevos cabeza negra utilizados en la
siembra se observé que se produce una merma en la produccion en esta etapa de la cria
mayor al 10%. Para evitar esta pérdida es posible efectuar directamente la siembra de

las larvas neonatas @e pomonelleen los recipientes con dieta artificial.
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Eclosién
larvas
(%)

/

62— 85

74
75
92
80

>70

28-68

Tabla 1.2. Parametros asociados a la calidad de la cri€.deomonellaen condiciones de
laboratorio registrados por otros autores y en esta investigacion.

Sup. Sup. Peso  Fecundidad Dietas Condiciones
larvas pupas  pupas (huevos/?) artificiales ambientales Autores
(%) (%) (mg)
78-94 79 -87 / / con agar 27°C; 18:6(L:0O) Rock (1967)
37-61 74-77 20304 / con agar,o 26,7 +3°C, 50-60% HR Hathawayet
36419 aserrin y pulpa 18:6(L:0) al. (1971)
de papel
/ / / / con pulpa pape 28 + 1°C; 75%HR; 17:7  Batiste y
y aserrin (L:O) Olson (1973)
/ / / 90-150 con agar 25 £ 1°C; 50-70% HR; Gueneloret
18:6(L:0) al. (1981)
/ / 3150 & 209 con agar 27 +1°C; 60 + 10% HR Quintanaet al
3653 @ 18:6(L:0) (1997)
/ / / 165-210 con agar 25 £ 1°C; 60-70%HR; Cariacet al
24:0 (L:O) (2003)
>80 >80 >31354 / / Dick (2010)
>3943 Q Valores
estandares
33-60 82-98 38-45 122-190 con agar 25 + 2°C; 30-70% HR  Este trabajo

iluminacion natural

En relacion a la supervivencia larval, los valores obtenidos fueron similares a los citados
por Hathawayet al. (1971) para larvas criadas en dietas artificiales con distintos
componentes de soporte (3B51%), pero resultaron inferiores al mencionado por Rock
(1967) para larvas criadas en distintas dietas artificiales en base a agar (supervivencia:
78 — 94%) (tabla 1.2). Dick (2010) sugiere que es necesario un porcentaje de
supervivencia de las larvas @e pomonellamayor o igual al 80% para mantener una

cria masiva. En el presente trabajo, los valores obtenidos resultaron menores al 60%, lo
gue indica una alta mortalidad en esta etapa del ciclo de vida. La alta mortalidad de las
larvas puede asociarse a la presencia de virus entomopatogenos. En la cria se detectaron
casos de individuos afectados por virus, y en particular en los recipientes de cria
utilizados para estimar las variables de calidad se hallaron larvas con sintomas de
virosis. Los virus son una amenaza para el éxito de las crias masivas de lepidopteros,
especialmente cuando se utilizan dietas artificiales (Dick, 2010). Un patégeno muy
importante que afecta a las larvasG@legpomonellaes el virus de la granulosis (CpGV),

cuya trasmision horizontal de un individuo a otro de la misma generacién, depende,

entre otros factores, de la densidad del insecto en la dieta (Steineke y Jehle, 2004). En
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una cria en donde se multiplican varios individuos por recipiente con dieta artificial la
probabilidad de contagio entre individuos es alta. Ademas, este virus puede ser
transmitido de una generacion a la siguiente a través de madres a hijos (transmision
vertical o trans-ovarica), lo cual facilita la persistencia de la enfermedad en la cria
(Dick, 2010).

En cuanto al peso de las pupas (tabla 1.2), los valores observados se encuentran
dentro del rango citado por Quintaetaal (1997) y fueron superiores al observado por
Hathawayet al. (1971); ademas, se ubican en el rango de los valores de referencia
dados por Dick (2010) para la cria de esta especie. De modo similar, la supervivencia
registrada para las pupas concuerda con lo observado por Dick (2010), quien sugiere
que para mantener una cria a gran escala de esta especie se estima adecuado una
supervivencia de las pupas mayor o igual al 80%. Los valores obtenidos también fueron
comparables a los registrados por Rock (1967) con dietas artificiales basadas en agar y
distintos acidos grasos esenciales (rango supervivencia: 84 - 87%), y fueron superiores a
los valores de Hathawagt al. (1971) (rango supervivencia 74 - 78 %) (tabla 1.2).

La proporcion sexual (estimada sobre las pupas) fue cercana a 0,5 (hembras/total
descendencia) valor citado para esta especie por Quettaha1997) y Dick (2010).
Respecto de la fecundidad de las hembras, los valores obtenidos estan dentro de los
observados por otros autores a lo largo de la vida reproductiva de las hembras (tabla
1.2), los cuales mencionan que las hembra&€.deomonelladejan entre el 80-94% de
los huevos en los primeros 6 dias de vida, lapso que esta contemplado en el presente
trabajo. En particular, los valores de fecundidad obtenidos fueron similares a los
hallados por Gennelcet al (1981) (90-150 huevos/ hembra). Mientras que Quirgana
al. (1997) y Cariacet al. (2003) reportaron mayores valores de fecundidad, de 209
huevos/hembra y 165- 210 huevos/ hembra, respectivamente (tabla 1.2)

En conclusién, los resultados obtenidos manifiestan que la mortalidad en las
primeras etapas del desarrollo@lepomonellghuevo y larva, respectivamente) ademas
de ser muy variable fue mayor a lo deseable en términos de una produccién de insectos
a gran escala. Los bajos registros de supervivencia asociados a la etapa de huevo han
estado influenciados por déficits en la humedad relativa registrada en las unidades
experimentales motivo por el cual este aspecto es factible de ser mejorado. En cuanto a
la supervivencia de la pupa, su peso promedio y la fecundidad de los adultos, los valores
registrados se adecuan a los valores estandares establecidos para desarrollar una cria
masiva de este lepidoptero.
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Los problemas mas serios detectados en la cria de esta especie estuvieron relacionados

principalmente a la etapa de desarrollo de las larvas, en la que los problemas originados

por virosis (CpGV) resultan ser los mas frecuentes y problematicos de resolver

(Cossentineet al, 2005; Dick, 2010). En este sentido, se plantearon dos alternativas

para disminuir la incidencia del virus (CpGV) en la cria del laboratorio:

1.

iniciar un pie de cria donde se desarrollan individualmente las larvas, de forma
tal de eliminar a los ejemplares que presenten sintomas de virosis. Si bien este
método tiene como factor limitante el hecho de que la multiplicacién individual

de los insectos consume muchas horas de trabajo, ha resultado beneficioso para
mantener una colonia sin virus de CpGV en otros laboratoprios. Este sistema ha
sido adoptado exitosamente por el laboratorio de cria masiva de Mt. Albert
Research Center en Nueva Zelanda (Rogers y Winks, 1993);

iniciar nuevas colonias con individuos @epomonelldibres del virus. Para ello

es necesario obtener colonias fundadoras a partir de adultos colectados de areas
reconocidas como libre de virus. En nuestro pais esta alternativa es posible
colectando material (larvas del utlimo estadio) proveniente del Valle de los
Antiguos, ubicado al Noreste de la provincia de Santa Cruz. Este es un valle
aislado y esta alejado de las principales regiones del pais productoras de
pomaceas, en donde los insecticidas derivados del virus CpGV son ampliamente
utilizados para el control dé. pomonellaAltube et al, 2007) También, dado

que el virus CpGV es muy sensible a los rayos solares y en particular a los rayos
ultravioletas (UV) (Lacey y Unruh, 2005) es posible encontrar poblacion@s de
pomonella sin virosis en lugares situados en la zona de la pre-cordillera,

caracterizada por altas radiaciones UV.
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1b) Introduccion y cria del ectoparasitoide:M. ridens

Materiales y métodos

Esta especie fue introducida desde Estados Unidos en enero de 2005. Las pruebas de
evaluacion del rango de hospedadoreMdeidensfueron realizadas anteriormente por
“United States Department of Agriculture (USDA) - Animal and Plant Health
Inspection Service (APHIS)n Estados Unidos. El material importado procedio de la

cria de laboratorio de la Universidad de Berkeley, California, Estados Unidos y la
cuarentena se realiz6 en IILB, IMYZA, INTA Castelar, Argentina.

El material inicial consisti6 en fajas de carton corrugado con larva8. de
pomonellaparasitadas conteniendo pupas y larvas del parasitoide. Este material fue
acondicionado en jaulas de madera (40 x 35 x 32 cm), con mangas para la manipulacion
del material y ventanas de “voile” para la ventilacion, hasta la emergencia de los
adultos. Las condiciones de la cuarentena fueron: 25-27 °C de temperatura, 40-60% de
humedad relativa e iluminacién natural. A partir de 1 650 larva€.dpomonella
parasitadas emergieron 1 372 adultos del parasitoide y 8 adultos del huésped, los cuales
fueron destruidos. Los adultos 8 ridensobtenidos fueron trasladados a jaulas de
mangas de caracteristicas similares a las mencionadas anteriormente. En ellas se dispuso
alimento (trazas de miel en laminas de acetato) por una generacion. El enemigo natural
se multiplic6 satisfactoriamente utilizando larvas desarrolladasCdeomonella
procedentes del IILB y larvas diapausantes del campo provenientes de la EEA INTA
Alto Valle. Como resultado de la cuarentena no se observaron contaminantes no
deseados (hiperparasitos) acompafiando al enemigo natural importado. Una vez
obtenida el alta cuarentenaria, la cria Me ridens se mantuvo bajo condiciones
controladas, obteniéndose el material necesario para realizar ensayos de laboratorio y la
colonizacion del enemigo natural en el campo.

La cria de esta especie desarrollada en el IILB se esquematiza en ld fgura
Se empleo una cadmara de cria a 25 + 2 °C de temperatura, 30-70% de humedad relati
e iluminacion natural. Los adultos se dispusieron en “jaulas de oviposicion” que fueron
construidas en madera (40 x 35 x 32 cm) y tenian mangas de tela para la manipulacion
del material y ventanas de “voile” para la ventilacion. Por cada jaula se colocod un

maximo de 150 adultos (igual proporcién de hembras y de machos) obtenidos en el
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transcurso de una semana, con abundante alimento y agua. El alimento consistié en
trazas de miel colocadas en placas de acetato de 4 x 6 cm, que se iban renovando cada
2-3 dias. El agua se suministré en bebederos plasticos (recipientes de 6 cm alto x 8,5 cm
diametro) con la tapa perforada y una tela absorbente embebida en agua.

En las jaulas de oviposicion se expusieron larva€.dpomonelladel dltimo
estadio provenientes del laboratorio y acondicionadas en tiras de carton corrugado (de 2
cm de ancho) plegadas en forma circular (fajas). Para la multiplicaciéin dgensse
utilizaron larvas del huésped del ultimo estadio no diapausantes dispuestas en cartones
corrugados, ya que una vez que éstas se ubican en los orificios de los cartones limitan su
desplazamiento y tejen su capullo para transformarse en pupas. Esto facilita la actividad
de parasitismo por parte de las hembras del parasitoide. Por faja se colocaron 50-75
larvas del huésped y en cada jaula de oviposicion se dispuso un numero determinado de
fajas de acuerdo con la cantidad de adultos del parasitoide presentes. Se procur6
mantener una relacién de 2:1 (larvasGigpomonellahembra deM. rideng ya que en
la bibliografia se menciona que una hembraldeidensataca en promedio un huésped
por dia en condiciones de laboratorio (Bezemer y Mills, 2003).

El tiempo de exposicion de las fajas fue de 2 - 3 dias, luego de ese lapso fueron
reemplazadas, y las fajas parasitadas fueron transferidas a jaulas de mangas de similares
caracteristicas a las descriptas anteriormente, denominadas “jaulas de emergencia”. Las
jaulas de oviposicién se mantuvieron en funcionamiento por 2 semanas. En las jaulas de
emergencia, al cabo de 21 - 23 dias desde la exposicion, comenzaron a emerger los
adultos del parasitoide y cada 2 - 3 dias fueron colectados y transferidos a las jaulas de
oviposicion para continuar con el ciclo de cria. En un lapso de 30 dias las fajas con
larvas del huésped fueron eliminadas. En las jaulas de emergencia también s
obtuvieron adultos deC. pomonella provenientes de las larvas del huésped no
parasitadas, que fueron transferidos a la cria de este lepidoptero.

El desempeiio del parasitoide fue monitoreado semanalmente a través del
parasitismo. Por semana se seleccionaron al azar dos fajas con larvas del huésped del
total de fajas expuestas y se estimd el porcentaje de parasitismo por faja segun la

férmula siguiente:

cantidad lorvas parasitadas
x 100

cantidad larvas expuestas
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Figura 1.8 Esquema de la cria d&. ridens

Resultados y discusion

La cria deM. ridensen condiciones controladas se desarrollé satisfactoriamente del
2005 al 2012. Habitualmente la cria de este parasitoide se lleva a cabo con l&vas de
pomonelladiapausantes tal como se describe en numerosos trabajos (Bezemer y Mills,
2001; Bezemer y Mills, 2003; Lacey al, 2003; Bezemeet al, 2005; Hougardgt al,

2005; Hougardy y Mills, 2007), pero en el IILB fue posible mantener una colonia de
esta especie utilizando como huésped larva€.dpomonelladel ultimo estadio, no
diapausantes. El sistema de cria empleado permitié obtener adulbsrikens en
aproximadamente 21-24 dias. La variacion en el tiempo de desarrollo especificado

estaria asociada a fluctuaciones propias de la temperatura de la cAmara de cria. Como
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era esperable para un organismo poiquilotermo, la duracion del ciclo de vida disminuy6
con el aumento de la temperatura en el rango de las temperaturas registradas en la
camara de cria (rango: 23-27°C).

A partir de una exposicion semanal de 500-600 larvas del ultimo esta@io de
pomonellase obtuvo una produccion semanal de adultdd.d@ens= 273,76 +15,01
hembras (media + error estandar) y 305,53 + 20,15 machos (media + error estandar) (n
= 66 semanas). El parasitismo semanal promedio registrado por faja fue de 43,37 +
2,10% (media £ error estandaf) = 48 semanas). Cabe destacar que los valores
obtenidos pueden estar subestimando el parasitismo en sentido estricto ya que para su
calculo no se consideraron las larvas del huésped que se escaparon de las fajas y las
larvas muertas, las cuales podrian haber estados parasitadas.

Si bien la cantidad de adultos B ridensobtenida fue suficiente para realizar
los ensayos sobre aspectos de su biologia en el laboratorio y para las liberaciones a
campo, surgieron inconvenientes asociados a la cria del huésped, que impidieron
mantener una produccién estable en el tiempo. Los inconvenientes estuvieron
vinculados, entre otros factores, tanto a la cantidad como a la calidad de las larvas del
huésped utilizadas para la multiplicacion && ridens Tal como se expreso
anteriormente, la cria de. pomonellgoresent6 una alta incidencia del virus CpGV, lo
cual afectd la supervivencia de las larvas del huésped parasitadas. Si bien para la cria
del parasitoide se seleccionaron larvas del huésped en Optimas condiciones (sin
sintomas aparentes de virosis en el momento de seleccidn) se observé que luego de la
exposicion al parasitoide algunas de ellas presentaron sintomas asociados al virus de
CpGV (hinchazon, coloracion amarillenta o blanquecina y la licuefaccién de los tejidos
corporales). Las larvas dd. ridens que se desarrollaron en las larvas del huésped
enfermas adquirieron una coloracion oscura y no completaron su desarrollo por la
muerte prematura del huésped. La infeccion de los huéspedes con baculovirus (ej.:
CpGV) puede interferir con el desarrollo de los parasitoides, por la competencia por el
recurso (huésped) entre otros factores (Lacey y Unruh, 2005; Mc. William, 2007, Lacey
y Shapiro-llan, 2008). En otras especies de himendpteros parasitoides se observo que las
hembras son capaces de discriminar y optar entre huéspedes infectados con agentes
entomopatdégenos y huéspedes sanos (Cabatead, 1991; Kyei-Poku y Kunimi,

1997; Stoianovat al, 2004). Segun Lacey et al. (2008) ridenses capaz de detectar a
las larvasC. pomonellaque estan infectadas con nematodos entomopatégenos y sus
hembras evitan dejar su descendencia en este tipo de huésped. En relacion a la presencia
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del virus de CpGV en la poblacion @& pomonelladel laboratorio seria importante
evaluar en futuros estudios el comportamiento de seleccion y oviposicMnraiens
respecto de larvas @& pomonellasanas e infectadas con el virus.

1c) Introduccion y cria del endoparasitoideA. quadridentata

Materiales y métodos

En una etapa inicialA. quadridentatafue introducida desde el laboratorio de la
Universidad del Estado de Washington, Estados Unidos al Centro Nacional de
Entomologia de la Cruz, en Chile en 2003. Las pruebas de evaluacion del rango de
hospedadores de esta especie fueron realizadas por el-A8BIFS. Superada esta
etapa desde Chile se remiti6 material al laboratorio cuarentenario del IILB en
Argentina, en febrero de 2004.

El material inicial recibido por el IILB consistié en 800 huevos parasitados por
A. quadridentatalos cuales se dispusieron en recipientes plasticos de cria (250 cm
con dieta artificial. La dieta utilizada fue similar a la descripta por Guenetiai.
(1981) para la cria dé. pomonellaSe monitore6 el desarrollo de los individuos hasta
la emergencia de los adultos y se mantuvieron los recipientes de cria a: 25-27°C de
temperatura, 40-60% de humedad relativa e iluminacion natural. Las polillas emergidas
fueron destruidas y los adultos Aequadridentataobtenidos se mantuvieron en jaulas
de cria (cajas plasticas de 55 x 30 xc¥bcon ventanas de “voile” para la ventilacion y
manipulacion de los insectos) por una generacion en las mismas condiciones. El
enemigo natural se multiplico satisfactoriamente utilizando huevas. qeomonella
procedentes del laboratorio del IILB y los estados inmaduros se desarrollaron en la dieta
artificial mencionada anteriormente. Como resultado de la cuarentena no se observaron
contaminantes (hiperparasitos) acompafiando al enemigo natural importado. Una vez
obtenida el alta cuarentenaria, la crigddeuadridentatase desarrollé bajo condiciones
controladas en las instalaciones del IILB, obteniéndose el material necesario para
realizar la colonizacion del parasitoide en el campo y para llevar a cabo los earsayos
el laboratorio.
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La cria de esta especie desarrollada en el laboratorio (figura 1.9) se realizé en
una camara de cria a 25 £ 2 °C de temperatura, 30 - 70% de humedad relativa e
iluminacion natural. Los adultos se dispusieron en “jaulas de oviposicion™ constituidas
por cajas plasticas (55 x 30 x 35 cm) con ventanas de “voile” para la ventilacion y
manipulacion de los insectos. En ellas se coloc6 abundante alimento y agua de la
manera descripta para la cria Ble ridens Por jaula se ubic6 un maximo de 120
individuos obtenidos en el transcurso de una semana, que, ademas, fueron expuestos a
papeles con huevos @& pomonella< 48 horas edad) durante 2 - 3 dias. La cantidad
de huevos del huésped por jaula se estimé en funcién de las hembras del parasitoide,
considerandose una relacion de alrededor de 20 huespdenonellgpor hembra del
parasitoide. Luego de la exposicion, los papeles con huevos fueron almacenados
siguiendo la metodologia descripta para la criaCdgpomonella Una vez que los
huevos alcanzaron un estado de desarrollo embrionario avanzado (HCN) y dado que no
es posible diferenciar a simple vista los huevos parasitados de los no parasitados, se
colocaron todos los huevos del huésped (papeles con desoves) en recipientes de cria con
dieta artificial. Por recipiente se ubicdé un fragmento de papel con 20 - 25 huevos
siguiendo la metodologia descripta para la siembra del huésped. Los recipientes de cria
se dispusieron en estanterias durante el desarrollo de los estados inmaduros. Al cabo de
35 - 40 dias comenzé la emergencia de los adultds deadridentatay a partir de ese
momento los recipientes fueron transferidos a las jaulas de emergencia. Estas jaulas
eran estructuras de aluminio con mallas plasticas de 140 x 62 x 50 cm con puertas,
provistas de abundante alimento y agua de la forma descripta anteriormente, donde se
colocaron los recipientes de cria sin tapa. Los adultos del parasitoide fueron
recolectados cada 2 - 3 dias y transferidos a las jaulas de oviposicién para continuar el
ciclo de cria. Luego de 2 meses desde la siembra los recipientes de cria fueron
eliminados. De los huevos no parasitados emergieron adul@spmiemonella que se
transfirieron a la cria del huésped.

El desempefio del parasitoide fue monitoreado semanalmente a través del
parasitismo. Se estimé el porcentaje de parasitismo en base a los adultos obtenidos por

semana segun la siguiente formula:

cantidad adultos parasitoide

x 100
cantidad adultos parasitoide + cantidad adultos huésped
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Figura 1.9. Esquema de la cria de quadridentata

Resultados y discusion

La cria de A. quadridentatase llevd a cabo satisfactoriamente en condiciones
controladas desde 2004 al 20E2 sistema de cria empleado posibilité la obtencién de
adultos deA. quadridentataen aproximadamente 45 dias. A los 40 - 45 dias desde la
siembra de los huevos del huésped se registrdé un pico de emergencia, la cual se extendio
hasta los 60 dias. Como se mencioné paraidens la variaciéon en los tiempos de
desarrollo especificados estaria asociada a fluctuaciones de la temperatura de la camara
de cria (23 - 27°C).
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A partir de la siembra semanal de 100 - 150 recipientes con dieta artificial con 20 - 25
huevos deC. pomonellapor unidad se obtuvo una produccién semanal de 414,53 +
24,59 adultos (media + error estandar) (n = 57 semanas) y se registré un porcentaje de
parasitismo de 58,71 + 2,64% (media * error estandar). Al calcular el parasitismo en
funcién de los adultos obtenidos no se consideraron los estados larvales que no
completaron el desarrollo, los cuales podrian haber estado parasitados. A pesar de que
los valores de parasitismo obtenidos superaron el 50% se registré una baja eficiencia en
la produccion. En base al material inicial semanal (120 recipientes de cria en promedio)
se deberia haber obtenido un total de 3.000 individuos (adultas gieadridentatat+
adultosC. pomonelly, y los valores registrados en la cria alcanzaron en promedio un
21% de este valor (414,53 = 24,59 adultos parasitoide y 212 + 18,06 a@ultos
pomonelld. Estos resultados indican que hubo una merma importante en la produccion
durante el desarrollo de los estadios larvales del huésped (parasitados y sin parasitar).
Como se menciond anteriormente, la alta mortalidad de los estadios larvales de
pomonellaestaria asociada a la presencia de virosis (CpGV). Este virus se trasmite de
una generacion a la siguiente de madres a hijos (transmisién vertical o trans-ovarica)
(Cossentinet al, 2005) por lo cual si la poblacién del laboratorio estuvo infectada con
este virus es posible que una proporcién de los huev@s gemonellautilizada en la

cria del parasitoide también haya estado infectada con el virus. En este sentido dado que
no es posible detectar los huevos del huésped infectados con el virus CpGV mediante
métodos no destructivos y eliminarlos, un requisito fundamental para mejorar la
produccion de la cria del enemigo natural es obtener una colonia del huésped libre del

virus o con una baja incidencia del mismo.

Con perspectivas hacia la implementacion en la Argentina de proyectos de
control biologico clasico d€. pomonellague involucren la multiplicacion dd. ridens
y A. quadridentataa gran escala es necesario optimizar, a futuro, la cria del huésped y

aumentar la produccién de los agentes benéficos.
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Conclusiones del capitulo 1

v La elevada mortalidad registrada durante el desarrollo lan@ydie pomonella
(>40%) constituyd una etapa critica para el establecimiento de una cria masiva
de este lepiddptero en condiciones controladas.

v' El empleo de larvas no diapausantesCdgpomonellafue satisfactorigpara la
multiplicacion deM. ridensen el laboratorio.

v Los sistemas de cria utilizados para los EN en el laboratorio fueron exitosos y
permitieron obtener material bioldgico para realizar los ensayos en el laboratorio
y las liberaciones en el campo. Los conocimientos obtenidos se pueden emplear
para el desarrollo de protocolos para la de cria a gran escala de estos enemigos

naturales.
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CAPITULO 2

Estudios bioldgicos sobre el
parasitoide

Ascogaster guadridentata
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Introduccion

El conocimiento basico de la biologia y ecologia de los enemigos naturales es la base
sobre la cual se asienta el desarrollo de tacticas de control biolégico (Van Driesche y
Belows, 1996). Los parametros poblacionales de insectos, estimados a partir de tablas
de vida desarrolladas en el laboratorio, constituyen una herramienta para caracterizar a
las poblaciones de enemigos naturales (Southwood, 1994). La tasa intrinseca de
crecimiento poblacionalr) considera simultaneamente el tiempo de desarrollo, la
fecundidad y la supervivencia de los individuos. En general, el valoy describe el
crecimiento potencial de una poblacién bajo determinadas condiciones ambientales y
por tal motivo ha sido empleada con distintos propdsitos: como una caracteristica
biolégica que describe la rapidez con que crece una poblacion en condiciones
estipuladas, como un indice bioclimatico que indica la efectividad de un parasitoide
para suprimir a su huésped bajo distintas condiciones ambientales, especialmente la
temperatura (Messenger, 1964) o para comparar distintas especies de enemigos
naturales como posibles agentes de control de una determinada plagas é¥alga

2002).

Ascogaster quadridentatas un enemigo natural d& pomonellaque ha sido
utilizado en estrategias de control biologico clasico de esta plaga (Kuhlman y Mills,
1999; Lacey y Unruh, 2005; Mills, 2005 a y b). A pesar que este parasit@de fu
descripto originalmente en 1835 (Shaw 1983; Tang y Marsh, 1994), la informacién
disponible sobre aspectos basicos de su biologia es escasa (Cox, 1932; Rosemberg,
1934; Boyce ,1936) y no existen referencias bibliograficas acerca de la fecundidad y los
parametros poblacionales de esta especie.

El objetivo de este capitulo fue estimar los principales parametros biolégicos y
poblacionales dé. quadridentataen condiciones controladas de laboratorio utilizando

como huésped @. pomonella
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2a) Parasitismo en los primeros dias de vida

Materiales y métodos

Los individuos deA. quadridentatay los huevos del huéspe@.(pomonell utilizados

en los ensayos del presente capitulo provinieron de las crias mantenidas en el Insectario
de Investigaciones en Lucha Biolégica (IILB). Los ensayos se condujeron en
condiciones controladas en una camara climatizada Instrumentalia® (modelo: MGC-
450HPY-2) a: 25 + 1°C, 50 - 70% de HR y fotoperiodo 14:10 (L:O).

En este ensayo se evaluo el parasitism@é.dguadridentatacon tres niveles de
disponibilidad del huésped, durante los primeros tres dias de vida de las hembras.
Parejas déA. quadridentatade menos de 24 horas de vida, sin experiencia previa de
parasitismo, fueron asignadas al azar a cada una de las tres densidades evaluadas: 50,
100 y 150 huevos d&. pomonellanenores a 24 horas de edad. Para obtener las parejas
de adultos del parasitoide se colectaron individuos con menos de 24 horas de
emergencia y se dispusieron en una jaula plastica (25 x 35 x 32 cm) con ventanas de
volie. Durante 2 a 3 horas se observo el comportamiento de los individuos, y al registrar
una copula esa pareja fue colectada y aislada en un recipiente individual hasta su
empleo en el ensayo. Se realizaron cuatro réplicas por densidad del huésped. Las parejas
del parasitoide fueron expuestas individualmente en recipientes de vidrio (21 cm alto x
13 cm diametro) con tapa tieoile” (figura 2.1) con abundante alimento (trazas de miel
dispuestas en acetatos de 4 x 3 cm) y agua dispuesta en bebederos plasticos (recipientes
de 4 x 4 cm de diametro con tapa perforada y un trozo de tela absorbente embebida en el
agua). En cada unidad experimental se ubicé un trozo de papel con los huevos del
huésped con una de las tres densidades evaluadas, los cuales fueron dispuestos con un
alfiler en trozos de telgopor suspendidos por un hilo (figura 2.1). Los papeles con
desoves fueron renovados cada 24 h durante los primeros tres dias de vida de las
hembras. Se registr6 diariamente la cantidad de huevos del huésped parasitados
mediante la diseccion de los mismos. Los huevoS.deomonellafueron almacenados
en un freezer Gafa® hasta su diseccion, que se realiz6 empleando una lupa binocular y
utilizando una gota de solucion fisiologica como diluyente. Se estimd el parasitismo,

definido como la cantidad de huevos del huésped parasitados por hembra por dia.
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Acetato con
trazas de miel

— Papel con huevos de
huésped

Bebedero

Figura 2.1 Recipiente de vidrio utilizado para evaluar el parasitismA. dpiadridentata

Resultados y discusion

El parasitismo deé\. quadridentataen funcion de la edad de las hembras aumenté a
partir del segundo dia de vida en las tres densidades evaluadas (figura 2.2). Se registré
una gran variabilidad en la cantidad de huéspedes parasitados entre individuos. El
parasitismo medio de las hembras en el primer dia de vida tuvo valores entre 3 'y 9,5
huevos parasitados/@/dia para las densidades de 150 y 50 huevos, respectivamente.

Mientras que en las hembras de dos dias de edad se registraron valores de parasitismo
medio entre 20 y 36 huevos parasitaflodia para las densidades de 150 y 100 huevos,

y en las hembras de tréws valores entre 23,5 y 31,5 huevos parasitados//dia para las
densidades de 150 y 50 huevos, respectivamente. En todas las densidades del huésped
evaluadas la cantidad de huevos parasitados por hembra por dia fue inferior a 50 huevos
del huésped, registrandose un maximo de 44 huevos parasitados/9/dia. Se detectaron

eventos de superparasitismo (mas de un huevo del parasitoide por huevo del huésped)
en todas las densidades evaluadas, con un porcentaje cercano al 5% de los huevos del

huésped superparasitados.
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Figura 2.2. Huevos deC. pomonellgparasitados pok. quadridentatgdmedia + error estandar)
para diferentes densidades ofrecidas del huésped.

El parasitismo puede ser estimado a través de diferentes métodos, entre ellos esta el
método de cria del huésped, que implica mantener y alimentar al huésped en un sustrato
hasta que el parasitoide complete su desarrollo y emergen los adultos. Este método
presenta la ventaja de permitir identificar factores de mortalidad del huésped como
“host-feeding y la mortalidad asociada a la insercion del ovipositor en el huésped
registrada en algunas especies de parasitoides. Otro método ampliamente utilizado es la
diseccién del huésped, en el que es posible detectar los huevos y las larvas del
parasitoide al realizar la diseccion del huésped bajo lupa o microscopio. Con este ultimo
método es posible evitar la mortalidad del huésped vinculada a enfermedades y a la
manipulacion del material durante el proceso de cria (Day, 1994). Inicialmente se
realizaron ensayos preliminares para estimar el parasitisogleadridentata traves
del método de cria dé. pomonellapero se observé una alta mortalidad del huésped
durante el proceso de cria y no se obtuvieron resultados. Debido a ello, en el presente
ensayo se utilizé el método de diseccion de los huevos del huésped.

A partir de los resultados obtenidos en este ensayo se fijo que la densidad del
huésped correspondiente al@vos por dia constituye una densidad adecuada (“ad
libitum™) para los estudios de fecundidad, en tanto supera ampliamente el maximo valor

de parasitismo diario registrado para esta especie en condiciones de laboratorio.
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2b) Tiempo de desarrollo de los estados inmaduros

Materiales y métodos

Se estimo el tiempo de desarrollo de los estadios inmadurAs gigadridentataque
transcurren fuera del huésped en condiciones controladas de laboratorio. Se expusieron
quince grupos de cuatro hembras fecundadas de menos de 72 horas de vida, sin contacto
previo con el huésped a 60 huevosGlgpomonelladurante cuatro horas para obtener
huevos del huésped parasitados. Posteriormente, los huevos del huésped fueron
incubados a 25 + 2 °C en recipientes herméticos hasta que completaron el desarrollo
embrionario. Luego, las larvas neonatas @e pomonella fueron transferidas
individualmente a recipientes de 15°on una capa homogénea de 0,5 cm de dieta
artificial en base a agar-agar similar a la descripta anteriormente para la cria del
parasitoide. A los 25 dias, cuando el huésped alcanz6 el ultimo estadio larval se
seleccionaron las larvas que estaban parasitadas (identificadas por su menor tamafio)
(Cox, 1932). Cada larva se coloc6 en una caja de Petri de 5,5 cm de didmetro con una
tira de carton corrugado (3 x 2cm) como sustrato inerte para tejer el capullo.
Diariamente se observé cada individuo hasta la emergencia de los adultos. Segun el
criterio de Cox (1932), se registraron los siguientes eventos: 1- la salida al exterior del
cuarto estadio larval dé\. quadridentata 2- la expulsion del material intestinal
acumulado en forma de meconio en la prepupa y 3- la emergencia de los adultos.
Ademas, en los ejemplares adultos se identificé el sexo. Con los datos absenido

estimo el tiempo de desarrollo de los estados inmaduros descriptos en la figura 2.3

65



1 2 3
[ | | | N Y \
I I I | I |
huevo larva2°  larva3®  jarva4°  pupa adulto
larva 1°
N e e e e e e e e e o = A v
dentro del huésped fuera del huésped

1. Tiempo de desarrollo desde el estado de huevo hasta la salida al exterior del cuaoo estad
larval. Cuando la larva del tercer estadio muda, cambia de habito y sale del dtiehiogésped.

2. Tiempo de desarrollo desde la larva cuarto estadio hasta la prepupa. Lalawart estadio
una vez que sale del interior del huésped se alimenta externamente de| luego teje el
capullo (prepupa) y con la expulsién del meconio se transforma en pupa.

3. Tiempo de desarrollo de la pupa.

Figura 2.3. Ciclo de vida deA. quadridentatadonde se indica el tiempo de desarrollo de los
estados del ciclo registrados en el ensayo.

Andlisis estadistico: Se compararon las variables del tiempo de desarrollo de los estados
del cilco de vida entre sexos. La duracion del ciclo de vida (huevo - adulto), el tiempo
de desarrollo desde huevo a larva del cuarto estadio (1), previa transformacion de los
datos (log (x+1)) (Sokal, 1981) y el tiempo de desarrollo de pupa (3) fueron analizados
a través de una prueba t-Student. El tiempo de desarrollo de la larva cuarto estadio a
prepupa (2) fue evaluado mediante la prueba no paramétrica de Man-Whitney U por no
cumplirse el supuesto de normalidad del ANOVA (Lilliford, p < 0,05). Se consideré en

todas las pruebas un o = 5% y se uso el programa Statistica (Stat Soft, 2000).

Resultados y discusion

La figura 2.4 muestra los eventos registrados en el desarrollo de los estados inmaduros
de A. quadridentataque transcurren fuera del huésped. El tiempo de desarrollo de los
estados inmaduros de machos y hembras fue similar, no se hallaron diferencias
significativas para ninguno de los pardmetros evaluados entre ambos sexos (tabla 2.1.).
La duracién promedio del ciclo de vida Ae quadridentatafue de 43,05 0,77 dias

(media+ error estandar) y la fase de desarrollo que transcurre dentro del huésped
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(huevo hasta larva cuarto estadio) comprendié mas del 70% de la duracién del ciclo de

vida.

Figura 2.4. Estados inmaduros d&. quadridentataposteriores a la salida del interior del
huéspedA- larva del cuarto estadio saliendo del extremo posterior del hué&péatya del
cuarto estadio alimentandose externamente de la laré@ gemonellaC- larva del cuarto
estadio que consumié completamente al huédpegdupa con ojos imaginales visibles (flecha
roja) y donde se observa el meconio (flecha violdfa)pupa avanzada donde se observan
partes esclerotizadas de color oscuFe larva del cuarto estadio en su capullo (prepupa).
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Tabla 2. 1 Duracién en dias de los estadios inmaduros (me&derror estandar) para hembras
y machos dé\. quadridentata

Estadode Hembras Machos
desarrollo (n=14) (n=15)
Huevo a larva cuarto 33,53+1,15a 31,03+0,63 a

estadio(1)
Larva cuarto estadio- 2,33 +£0,20 a* 2,60+0,19 a*
prepupa(2)
Pum(3) 8,73+0,48 a 8,02+0,36 a
Ciclo de vida 4459+ 1,30 a 4164 +0,71 a

Medias seguidas por letras iguales en las filas no difieren significativaf@enteueba t-Student p >
0,05, y aMan-Whitney U, p > 0,05).

El tiempo de desarrollo de huevo a adulto registrado en esta investigacion se encuentra
dentro del rango de los valores hallados para esta especie sobre el mismo huésped
criado en manzanas a 26,6 °C (rango valores: 35 a 48 dias) (Cox, 1932). Sin embargo,
fue mayor al registrado por otros autores para la misma especie Gapiolita
molestacriada en manzanas en condiciones de laboratorio a 26,6 °C, con valores
inferiores a los 36 dias (Cox, 1932; Boyce, 1936). Asimismo, el tiempo de desarrollo de
A. quadridentataresultd superior a los valores mencionados por otros autores para dos
especies de parasitoides de la misma tribu en condiciones experimentales similares. Para
Chelonussp. nr.curvimaculatugHymenoptera: Braconidae) criada soBextinophora
gossypiella(Saunders) (Lepidoptera: Gelechidae) a 25 °C se mencionan valores de
tiempo de desarrollo de huevo a adulto de 27 dias para los machos y 29 dias para las
hembras (Hentzt al, 1998), y en el caso d€helonus blackburn(Hymenoptera:
Braconidae) criada sobre el mismo huésped se citan valores similares, de alrededor de
30 dias (Jacksoet al., 1978).

En términos generales los valores aqui registrados para el tiempo de desarrollo
de A. quadridentatafueron similares o mayores a los hallados para esta especie en la
bibliografia. Cabe destacar que el tiempo de desarrollo de un endoparasitoide puede
verse influido por la temperatura y la especie de huésped en la que se desarrolla
(Jacksoret al, 1978; Hentzt al, 1998; Zenilet al, 2004).
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2c) Longevidad, supervivencia y fecundidad del adulto

Materiales y métodos

Quince parejas de adultos de menos de 24 horas de vida y sin experiencia previa de
parasitismo fueron asignadas al azar a cada una de las siguientes condiciones: agua
(condicién A), agua + alimento (condicion B) y agua + alimento + huésped (condicion
C). Las parejas fueron colocadas en las unidades experimentales descriptas
anteriormente. Siguiendo la metodologia detallada en el apartadba&imento vy el
huésped fueron renovados diariamente hasta la muerte de la Ultima hembra en las
condiciones B y C segun correspondiera. En la condicion C se expusieron 60 huevos de
C. pomonellanenores de 24 horas de edad y los papeles con desoves fueron renovados
cada 24 h hasta la muerte de la ultima hembra. Diariamente se registré la cantidad de
hembras vivas y en la condicion C se registr6 ademas la cantidad de huevos colocados
por hembra a través de la diseccion de los huevos del huésped.
A partir de los datos obtenidos se estimaron los siguientes parametros:
1. Longevidad: dias trascurridos desde la emergencia de la hembra hasta su deceso.
2. Supervivencia por edades)(l proporcién de hembras vivas de una cohorte
inicial que sobrevive hasta la edad x (expresada en dias).
3. Fecundidad especifica por edades)(rhuevos colocados por una hembra de
edad x por dia.

4. Parasitismo: numero de huevos del huésped parasitados por hembra por dia.

Andlisis estadistico: la longevidad y las curvas de supervivencia fueron
analizadas por separado para cada sexo. La longevidad se evalué mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis por no cumplirse los supuestos del ANOVA y las medias
se compararon con la prueba de comparaciones multiples por rangos medios derivada de
la prueba de Kruskal-Wallis. Las curvas de supervivencia fueron caracterizadas
utilizando el método de Kaplan-Meier y para compararlas se utilizé la prueba de Cox-
test. Este andlisis fue elegido por ser el mas adecuado para los datos obtenidos (niumero
bajo de réplicas y sin datos “censored”). Se considerd en todas las pruebas un a = 5% y

se uso el programa Statistica (Stat Soft, 2000).
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Resultados y discusion

La longevidad fue mayor en las hembras que tuvieron alimento (condisiBry C),

con valores cercanos a los 9 dias, en comparacion con las hembras sin alimento
(condicién A), con valores de aproximadamente 3 diagsfH 14,60, p = 0,0007). En

los machos la longevidad fue mayor en los individuos con alimento y agua (condicién
B) respecto de los que no tuvieron alimento (condicion A), pero no se observaron
diferencias significativas en la longevidad de los machos con presencia del huésped y
los individuos en las otras dos condiciones evaluadas (condiciones A y B) (KxW: H

= 115,49, p = 0,004) (tabla 2.2).

Tabla 2.2. Longevidad de hembras y machos Alequadridentataen distintas condiciones
experimentales (media + error estandar).

Condicion (n) Hembras Machos
A- con agua (12) 292+0,18 a 2,75+0,18 a
B- con agua y alimento (11) 8,82+1,76 b 9,82+1,78Db

C- con agua, alimento y huésped ( 9,55+2,22 b 589+1,83ab

Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativascentieiones para cada sexo
(prueba de comparaciones mdltiples de los rankings medios, p < 0,05).

La longevidad y la supervivencia (curva de supervivencia) son dos parametros
bioldgicos que expresan la mortalidad de una especie, la longevidad promedio indica la
edad promedio que puede alcanzar un individuo al morir mientras que la curva de
supervivencia refleja el patron de mortalidad de la poblacion a lo largo de las sucesivas
edades (Rabinovich, 1980). Estos parametros son caracteristicos de cada especie, y
pueden verse afectados por diversos factores como el tamafo del adulto, la calidad del
huésped, el tipo de alimentacion y la temperatura y humedad del ambiente (Jervis y
Kidd, 1996). Si bien los datos bibliograficos no son estrictamente comparables con los
obtenidos en este trabajo, ya que las condiciones experimentales fueron disimiles y las
especies evaluadas y los huéspedes utilizados no fueron los mismos, a modo orientativo
se presenta en la tabla 2.3 los valores de longevidad registrados por otros autéres para

quadridentatay otras especies emparentadas bajo diversas condiciones experimentales.
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La longevidad de las hembras Alequadridentatacon alimento (condiciénes B
y C) aqui registrada resulto similar a la obtenida para esta especie con agua y alimento
en condiciones de semi-campo con temperaturas variables (15 - 29 °C), pero resultd
inferior a los valores hallados también para las hembras con agua y alimento en
condiciones de laboratorio a temperaturas menores a las del presente estudio (21 y 22
°C) (Cox, 1932; Boyce, 1936) (tabla 2.3). Los valores de longevidad citados para
especies de bracénidos emparentadasAcajuadridentatgtabla 2.3) muestran que la
longevidad de la hembras obtenida en este estudio en presencia de alimento
(condiciones B y C) fue similar a la hallada por Kainoch (1982) y Honda y Kainoch
(1998) para las hembras de reticulatuscon agua, alimento y huésped a la misma
temperatura. También fue similar a los valores mencionados para dos especies de la
misma tribu del géner@helonusen presencia de alimento y huésped (Jacks$a,
1978; Hentzet al, 1998). No obstante, resultd menor que los valores citados por otros
autores para especies de la misma subfamilia de bracénidos en diversas condiciones
ambientales, los cuales mencionan valores de longevidad superiores a los 30 dias
(Abdel-Malek, 1947; Subba Rao y Gowda, 1961; Moreno Mari y Jiménez Peydro,
1992). Por ultimo, la longevidad de las hembra#é dguadridentatasolo con agua aqui
registrada resulté marcadamente menor a la hallada en otra especie de bracénido de la
misma tribu Chelonella Sulcataa una temperatura variable entre 20 y 28 °C (Abdel-
Malek, 1947).

La longevidad de los machos Ae quadridentatacon agua y alimento obtenida
en el presente trabajo, fue similar a la citada para la especie en condiciones de semi-
campo con temperaturas variables (Cox, 1932), mientras que fue menor a la mencionada
por Cox (1932) y Boyce (1936) para los machos en estudios de laboratorio a
temperaturas inferiores (tabla 2.3). Asimismo, la longevidad de los machos con
alimento y huésped resultd marcadamente menor a la registrada por otros autores para
especies de la misma tribu en condiciones experimentales similares (Subba Rao y
Gowda, 1961; Hentet al, 1998).
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Tabla 2.3. Longevidad y fecundidad acumulada de especies de
pertenecientes a la familia Braconidae registrados por otros autores.

Parasitoide

Ascogaster
quadridentata

Ascogaster
quadridentata

Ascogaster
reticulatus

Ascogaster
reticulatus

Chelonus

blackburni

Chelonus
curvimaculatus

Chelonella
Sulcata

Chelonus
rufus

Phanerotoma
ocularis

Subfamilia
(tribu)

Cheloninae

(Chelonini)

Cheloninae
(Chelonini)

Cheloninae
(Chelonini)

Cheloninae
(Chelonini)

Cheloninae
(Chelonini)

Cheloninae
(Chelonini)

Cheloninae
(Chelonini)

Cheloninae
(Chelonini)

Cheloninae

(Phanerotomini)

Huésped

Cydia
pomonella

Cydia
pomonella

Adoxophyes
sp.

Adoxophyes
sp.

Pectinophor

a gossypiella

Pectinophor
a gossypiella

Ephestia
kuehniella

Corcyra
cephalonica

Ephestia
kuehniella

Longevidad
(dias)
Q:13 (semi-campo),
Q:31(lab.)
d': 11 (semi-campo)
d:22(lab.)
con agua y alimentc
Q:33-60
3:39-50
con agua y alimentc
Q:12+1,5
con agua y alimentc

Q:11,4
con agua, alimento
y huésped
Q:11,6+291
con agua, alimento
y huésped

Q:12,2 +3,6
3:14,2+6,7
con agua, alimento
y huésped
31- con agua y
alimento
7- con agua
Q:37-51

3:13-25
HR: 45 a 90%
con agua, alimento
y huésped
Q:52,21 +11,39
dias con agua,
alimento y huéspec

Fecundidad
acumulada

/

706huevos/Q
(rango457 -
919
909,43 +
118,lhuevos/

9

925huevos/?

/

229- 955
huevos/Q
HR: 45 a 90%

parasitoides ovo-larvales

Condiciones
ambientales
semi-campo
(15a29°C)

y lab. (22 °C)

21°C

25+ 1°C,
20 - 60%HR,
18:6(L:O)
25+ 1°C,
30- 50%HR,
16:8(L:O)
T variable (25
a 41 °C),
45 - 65%HR,
15:9(L:0)
25°C,
16:8 (L:O)

T variable (20
a 28°C

25°C,
HR variable
0:24 (L:O)

25°C;
60 - 70%HR,
16:8(L:O)

Autores

Cox, 1932

Boyce, 1936

Honda y
Kainoch,
1998
Kainoch,
1982

Jacksoret
al., 1978

Hentzet al,
1998

Abdel-Malek,
1947

Subba Rao y
Gowda, 1961

Moreno Mari
y Jiménez
Peydro , 1992

La curva desupervivencia(ly) de las hembras sin y con alimento (condiciones B y C)
resulto diferente (condiciones B y C) (Cox-F tests Ro2, 24y= 4,30, p = 0,00039; A
s, 24)= 3,24, p = 0,00398;d (18, 22)= 1,09, p = 0,14452) (figura 2.5.A). Las hembras

sin alimento presentaron una supervivencia menor a los 6 dias y el 50% de las hembras

(IX o) permanecié vivo hasta el*3dia de edad (tabla 2.4). Mientras que la

supervivencia de las hembras con alimento se extendi6 por mas de 20 dias,

observandose que el 50% de las hembras permanecié con vida h&sta69 &a en

las condiciones B y C, respectivamente. Asimismo, en los machos también se observo

que la curva de supervivencia de los individuos sin alimento resultd diferente de las de

adultos con alimento (condiciones B y C) (Cox-F tegk k2, 24)= 4,37, p = 0,00034;
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FA-C (18, 24) = 2,25, p = 0,03222,EFC (18, 22)= 1,96, p = 0,07461) (figura 258) Los
machos sin alimento tuvieron una supervivencia menor a los 6 dias de edad, mientras

que en los machos con alimento la supervivencia fue mayor a los 16 dias.

A
100 —& conagua
—*— con aguay alimento
80 —=&— con agua. alimento v huesped
—
e
< 60
e
40
20
0
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
edad dela hembra adulta (dias)
B
100 —Fconagua
—#— con aguay alimento
80 —&— con agua, alimento y huésped
—
2
< 60
e
40
20
0 | | |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
edad del macho adulto (dias)

Figura 2.5. Curvas de supervivencia media diaria (IX) de los adulto&. duadridentataA-

hembrasB- machos.
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Tabla 2.4. Edad de las hembras y machosAdeguadridentateen dias correspondientes a los
cuartiles 25, 50 y 75 de la supervivencia. Estimacion por método de limite-producto de Kaplan

Meier.
Hembras Machos
condiciéon A condicion B condicion C | condicion A condicibn B condicién C
LX (5 2 5 3,25 2 4 3
L% g 3 8 6 3 9 3
LX (25 3 10 15 3 12,25 4

Considerando las diferencias registradas en la longevidad media de las hgmbras
teniendo en cuenta que el valor de la supervivencia del 50% de las hembras en presencia
de alimento fue igual o mayor al doble del valor en las hembras sin alimento (tabla 2.4)
se manifiesta, como era esperable, la importancia de disponer de una fuente de alimento
que proporcione hidratos de carbono para incrementar la supervivencia de las hembras.
La gran mayoria de los parasitoides adultos requiere de alimentos ricos en azucares,
como el néctar o la miel, como principal fuente de energia (Waekeais 2008). La
alimentacion con azucares por lo general se asocia a un aumento en la longevidad de
machos y hembras y a menudo se correlaciona positivamente con una mayor fecundidad
en las hembras (Siekmaet al, 2001; Wackerset al, 2008). La disponibilidad de
alimento puede tener un profundo efecto sobre la dinAmica poblacional del sistema
parasitoide-huésped, favoreciendo el desempefio (extendiendo la vida reproductiva de
las hembras) y propiciando el establecimiento de los parasitoides (Wackers, 2003). En
tal sentido, el suplemento de miel como alimento para los adultos en la ckia de
guadridentataen el laboratorio es de suma importancia para aumentar su supervivencia
y optimizar el rendimiento de la cria. Ademas, la disponibilidad de fuentes de alimento
adecuadas para los adultos es un factor que debe considerarse en el momento de liberar
a los parasitoides adultos en el campo.

En A. quadridentatael comportamiento de oviposicion en las hembras se
manifesto desde el primer dia de vida (figura 2.6 clwaa de fecundidad(my) mostro
una fecundidad variable pero continua hasta la muerte de los adultos, observandose tres
picos maximos de oviposicion a los 8, 11 y 13 dias de vida con valores superiores a los
30 huevos/hembra/dia. La fecundidad diaria promedio fue de 22,27 * 4,73

huevos/hembra/dia. Es importante destacar que si bien los valores maximos de
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oviposicion se registraron entre los 6 y 15 dias de vida de las hembras, solo el 25% de
las hembras sobrevivido hasta la edad de 15 dias, y a la edad en que el 75% de las
hembras audn vivia solo se alcanzé aproximadamente el 20% de la fecundidad
acumulada (>.my). Esto sugiere que las hembras llegan a expresar un bajo porcentaje de

su potencial reproductivo.

60 : 60
= . ——)ix 5
Mo A =
E 50 : —&—Par. S0 2
= I 2
T 40 ; 40 =
= ! =
= i b=
£ 30 : 3 =
z | 5
8 20 . \ 20 &
z z
= 10 : | — A 10 =
Z : 1\! f \ Z.

0 : ———

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
edad dela hembra (dias)

Figura 2.6. Curva de fecundidad especifica por edadg} (fnea marrén) y parasitismo medio
diario (linea naranja)adA. quadridentatala linea vertical punteada indica la supervivencia del
50% de los individuos (ko).

La fecundidad total (definida como la cantidad de huevos que coloca una hembra a lo
largo de su vida) fue de 262,1 + 85,24 huevos/hembra (media + error estandar), y se
observd una gran variabilidad entre las hembras estudiadas (rango: 40 - 640
huevos/hembra). El Unico antecedente que existe para esta especie en relacion a la
fecundidad de una hembra a lo largo de su vida corresponde a la mencién de Cox (1932)
de la cantidad de huevos presentes en los ovarios cuando emergen las hembras, con un
valor de 360 huevos en promedio. El valor presentado por Cox (1932) representa el
valor de fecundidad potencial, es decir, la cantidad maxima de huevos que pued
potencialmente dejar una hembra, mientras que el valor aqui obtenido corresponde a la
fecundidad realizada, es decir la cantidad de huevos que en efecto deja una hembra

(Jervis y Kidd,1996). Entonces, es razonable que el valor aqui obtenido resulte menor al
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citado por Cox (1932). El valor de fecundidad totaAdejuadridentataobtenido en el
presente estudio se encuentra en el rango de los valores mencionadChegbanas
rufusLyle (Braconidae: Chelonini) en condiciones experimentales simi{&tdsha Rao

y Gowda, 1961), pero fue menor a los valores citados para especies de la misma tribu,
comoA. reticulatus C. blackburniy C. curvimaculatuscon valores superiores a 700
huevos/hembra (Jacksehal, 1978; Kainoch, 1982; Henét al., 1998) (tabla 2.3).

El parasitismo (n° de huevos del huésped parasitados por hembra) en funcién de
la edad de las hembras produjo una curva semejante a la curva de fecundidad (definida
como huevos que pone una hembra por dia), pero con valores menores (figura 2.6). La
curva de parasitismopresentd un valor méximo de 355 * 8,15 huéspedes
parasitados/hembra/dia a los 8 dias de vida de las hembras. El parasitismo diario medio
fue de 17,53 + 2,88 (media * error estandar) huéspedes parasitados/hembra/dia y el
namero de huéspedes parasitados en promedio a lo largo de la vida de las hembras fue
de 202,8 £ 59,24 (media * error estandar) huéspedes parasitados/hembra. Los menores
valores observados en la curva de parasitismo respecto de la curva de fecundidad se
debieron a que se registraron eventos de superparasitEhid, 11 + 1,91% (media *
error estandar) de los huevos expuestos simultaneamente estuvieron superparasitados, y
se observé un maximo de 6 huevos del parasitoide por huevo del huésped.

El superparasitismo es un comportamiento que se observa frecuentemente en la
naturaleza. En los parasitoides solitarios, un solo adulto emerge por huésped, y en un
huésped superparasitado, del total de individuos presentes lograra sobrevivir un Unico
individuo del parasitoide (Salt, 1934). Las explicaciones acerca de la existencia de este
tipo de comportamiento se basan en que éste puede representar una ventaja para el
endoparasitoide cuando dos o mas huevos del parasitoide en un mismo huésped
aumentan la probabilidad de obtener descendencia. Una situacién en que esto ocurre es
cuando el huésped es capaz de encapsular a los huevos del parasitoide, y el parasitoide
se beneficia al dejar dos 0 mas huevos, en tanto esto le permite saturar el sistema de
defensa del huésped (encapsulamiento). Asi, al menos uno de sus huevos sobrevivira a
expensas de los otros. También es posible que un parasitoide deje dos 0 mas huevos en
un huésped aumentando la probabilidad de que uno de su propia descendencia derrote a
un superparasitoide (Bakket al, 1985; van Alphen y Visser, 1990; Godfray, 1994). Al

® El superparasitismo se refiere al comportamiento de oviposicién de lasabgmabasitoides que ponen
sus huevos en un huésped previamente parasitado por la misma leepdsrotra de la misma especie
(Godfray, 1994).
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mismo tiempo, existen factores que pueden afectar el comportamiento de seleccion del
huésped asociado a la capacidad de discriminar entre huéspedes parasitados y no
parasitados, como el tiempo transcurrido entre las oviposiciones (¥isHgr1992), la

cantidad de hembras presentes en el parche de huéspedes (Gates, 1993) y la densidad
del huésped (Salt, 1934). La capacidad para discriminar entre huéspedes parasitados y
no parasitados es un fendmeno que se observa comUnmente en los parasitoides
himendpteros (Salt, 1934). Esta capacidad estéd asociada a la presencia de feromonas de
marcacion. Las hembras de los parasitoides depositan feromonas en el area de
oviposicion (marcacion del area), en la superficie del huésped (marcacion externa) o
dentro del huésped (marcacion interna). La marcacién se realiza antes, durante y
después de la oviposicion para evitar que ocurran eventos de superparasitismo
(Kainoch, 1999). En sus estudios experimentales acerca del superparasitismo y la
aceptacion del huésped e€frichogrammma evanescen®estw.) (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), Salt (1937) postulé que esta especie es capaz de distinguir entre
huéspedes parasitados y no parasitados a través de sefiales que dejan las hembras sobre
el huésped, las cuales son compuestos volatiles que desaparecen gradualmente con el
tiempo, y a través de sefales internas del huésped que las hembras detectan con el
ovipositor. En particular, para. quadridentatase registraron casos de superparasitismo

en condiciones de laboratorio (Cox, 1932; Rosembreg, 1934), pero, sin embargo, no ha
sido estudiado el comportamiento asociado a la seleccion del huésped y el
superparasitismo.

Dadas las condiciones de esta investigacion, en el marco de la cual la cantidad
de huevos del huésped utilizada fue en exceso, y las hembras estuvieron aisladas (sin
interferencia mutua), es posible suponer que los eventos de superparasitismo registrados
estén asociados al hecho de que durante el periodo de exposicién del huésped (24 horas)
las sefiales externas de marcacion ligadas al parasitismo se disiparon con el tiempo. Este
hecho influydo en la habilidad de las hembras para discriminar entre huéspedes
parasitados y no parasitados. En esta direccion, Rosemberg (1934), al estudiar algunos
pocos individuos aislados, observé que las hembras de esta especie no oviponen en un
huevo previamente parasitado por la misma hembra hasta que transcurre un corto
periodo de tiempo (menor a una hora), por lo que sugiere que las sefiales de marcacion
de esta especie se disipan rapidamente.

Finalmente un factor intrinseco importante para el éxito de un agente de control

bioldgico, es su capacidad reproductiva. EI nimero de huevos que deja una hembra del
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parasitoide es un atributo biologico significativo. Sin embargo, para el empleo de
parasitoides en programas de control biolégico un dato mas representativo,
especialmente en parasitoides solitarios, es la cantidad de huéspedes que es capaz de
parasitar una hembra. Dado que no existian datos sobre la capacidad reprodéctiva de
guadridentatala informacion obtenida en este trabajo acerca del patron de parasitismo

en funcion de la edad de las hembras fue un aporte sustancial al conocimiento de la
biologia de la especie. Ademas, posibilitd ajustar las densidades del huésped utilizadas
en la cria en el laboratorio (proporcion del nimero de huevos del huésped por hembra

deA. quadridentatapara obtener una produccion mas eficiente.

2d) Parametros poblacionales

Materiales y métodos

Ascogaster quadridentats un endoparasitoide solitario (Cox, 1932), por lo tanto solo
sobrevive un individuo del parasitoide independientemente de la cantidad de huevos que
la hembra coloca en un huésped. Por este motivo, para el célculo de los parametros
poblacionales que involucran la fecundidad)(se consideraron los valores obtenidos

de parasitismo, definido como el nUmero de huéspedes parasitados por hembra por dia.
Debido a que no existen antecedentes bibliograficos sobre la mortalidad de los estados
inmaduros del parasitoide y la estimacion de estos parametros no pudo efectuarse en el
presente trabajo, se asumié que no hubo mortalidad en los estados inmaduros. A partir
de los datos obtenidos en la secciones 2b) y 2c) se confeccion6 una tabla de vida y se

estimaron los siguientes parametros poblacionales (Rabinovich, 1980):

v' La tasa neta reproductiva o tasa de reemplazo (Ro) refleja el nUmero promedio
de descendientes que es capaz de producir cada hembra de la poblacion durante
toda su vida. Su calculo es el siguiente:

Ro =X 1y my
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v El tiempo generacional (T) es el tiempo promedio en dias que transcurre desde el
nacimiento de un individuo y el nacimiento de uno de sus descendientes. El
método de célculo es el siguiente:

T =2 X lx mJ/Z Iy my

v Latasa intrinseca de crecimiento poblaciongl €és el nimero de descendientes
por hembra por unidad de tiempo. Representa la capacidad potencial de
multiplicacion poblacional y se calcula iterando la ecuacion de Lotka:

Y kmeem*=1

v El tiempo de duplicacion (D): es el tiempo requerido por la poblacion para
duplicarse. La formula que posibilita su calculo es la siguiente:
D =(In 2)/r,

Para el célculo de estos parametros se utilizé el programa TABLAVI (La Rossa

y Khan, 2003) El programa estima cada uno de los parametros y su correspondiente

error estandar y la tasa intrinseca de crecimiento por el método de JagRnife (r

Resultados y discusion

Los valores obtenidos para los parametros poblacionaleé. dguadridentatase

presentan en la tabla 2.5.

Tabla 2.5 Parametros poblacionales Alequadridentataestimados sobr€. pomonellalmedia
+ error estandar) (n = 8 hembras).

Ro M'm T D
209,26 + 59,28 0,11 + 0,005 50,37 £ 0,63 6,29 + 0,32
huevos parasitados/Y  huevos parasitaddg/dia dias dias

Los parametros de la tabla de vida son frecuentemente utilizados para caracterizar a las

especies de enemigos naturales. Los datos aqui presentados son el primer aporte sobre
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los parametros poblacionales de una especie del gékmrogaster Por ello, la
comparacion entre estadisticos es dificil teniendo en cuenta que los datos hallados en la
bibliografia se refirieren a otras especies de parasitoides y huéspedes. Con fin ilustrativo
en la tabla 2.6 se muestran los estadisticos poblacionales correspondientes a otros
endoparasitoides de lepidopteros de la misma subfamilia y tribu. El val&ode
obtenido paraA. quadridentataindica que una hembra puede producir en promedio
alrededor de doscientos descendientes en cada generacion (tabla 2.5). Este valor fue
superior, aproximadamente el doble, del citado @&&lonus curvimaculatuSameron;

y si bien resultdé mayor que el registrado pa@raculatorPanzer, hay que destacar que

para esta Ultima especie se calcul6 dicho pardmetro a partir de la progenie hembra
obtenida por hembra (tabla 2.6).

Respecto de la tasa intrinseca de crecimiento poblacional, si Aien
quadridentataevidencio un valor mayor que el mencionado garaculator hay que
contemplar que las diferencias observadas pueden obedecer a la disparidad de criterios
para estimar la fecundidad. En oculatorse considero solo a la progenie hembra para
el célculo de la fecundidad y la estimacidon gemientras que eA. quadridentatase
estimo este parametro en base a la fecundidad definida como la cantidad de huéspedes
que parasita una hembra, que comprende la descendencia de machos y hembras. A su
vez, el valor mas grande dgnegistrado pard. quadridentatdambién puede asociarse
a gue esta especie presentd un menor tiempo de duplicacion y tiempo generacional
respecto de los registrados €n oculator En este sentido Messenger (1964) plantea
que los factores que afectan la duracion del ciclo de vida, y en consecuencia el tiempo
generacional, ejercen efectos mas importantes sobre la tasa intrinseca de crecimiento

gue aquellos factores que afectan la fecundidad.
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Tabla 2.6. ParAmetros poblacionales de otras especies de braconidos de la subfamilia
Cheloninae y tribu Chelonini. Se presentan los valores de la tasa neta reprqao)tila tasa
intrinseca crecimiento poblacional.}, el tiempo generacional’] y el tiempo de duplicacién

(D).

Parasitoide Huésped n Ro T T D  Condiciones Autores
(dias) (dias) ambientales
Chelonus  Pectinophora 10 74,60 25+1°C, Hentzet
curvimaculatus gossypiella (huevos/?Q) / / / 14:10 (L:O) al., 1998
Chelonus Ephestia 10 168,7 0,0936 + 0,001 54,7 7,3 25°C Tuncaet
oculator cautella (2/9) (9/9/dia) 60 - 70%HR al., 2010
16:8 (L:O)

Asimismo, resulta Gtil comparar los valores de los estadisticos poblacionales del
enemigo natural con los de su huésped para evaluar su potencial como agente de control
bioldgico. En la bibliografia se hallaron valores altamente variables para los parametros
poblacionales d€. pomonella(tabla 2.7). En lineas generales, los valoreshde Ro

citados fueron estimados en base a la progenie hembra y resultaron menores o similares
a los obtenidos parA. quadridentatamientras qudos valores referidos al tiempo
generacional deC. pomonellaresultaron menores que los aqui obtenidos para el
parasitoide. Las diferencias observadas entre los valores citados para los parametros
poblacionales d&. pomonellapueden deberse al uso de diferentes poblaciones del
lepidoptero en los distintos trabajos (poblaciones de Iran, Canada y otros). En tal
sentido, para obtener datos mas apropiados acerca de la poblacion local del huésped
seria necesario estimar los pardmetros poblacionales de esta poblaCiguodenella

en las mismas condiciones experimentales que las empleadas en el presente trabajo.

Tabla 2.7. ParAmetros poblacionales @e pomonellaSe presentan los valores de la tasa neta
reproductiva Ro), la tasa intrinseca crecimiento poblaciomg),(el tiempo generacional | y
el tiempo de duplicaciorD).

Ro I'm T D Condiciones  Autores
(2/9) (2/Q/dia) (dias) (dias) ambientales

13,04 £ 1,07 0,062 +0,001 43,47+0,23 11,16+0,30 25 °C, Agiidam et
50+10%HR, al., 2009

16:8 (L:O)
rango: rango: / / 20 - 25 °C, Geiery
4,06 - 12,72 0,002 - 0,004 HR > 50%, Briese,
luz natural 1978
rango: rango: rango: rango: 25 °C, Guet. al,
53,79+1,95- 0,115+0,001- 34,35+0,06- 6,02+0,06- 65%HR, 2006

64,41 +1,94 0,121 +£0,001 34,18+0,05 5,71+0,05 16:8(L:O)
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En conclusion, este estudio aporta informacion novedosa sobre caracteristicas
biolégicas de una especie muy poco conocida. Los resultados aqui obtenidos ofrecen un
primer acercamiento respecto del potenciahdquadridentatacomo agente de control
bioldgico deC. pomonellaeste enemigo natural expreso en condiciones de laboratorio
un alto f, y un bajo T respecto de otras especies de endoparasitoides de la misma tribu.
Seran necesarios futuros estudios en condiciones de campo para complementar la

informacion aqui obtenida.
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Conclusiones del capitulo 2

v' Se estimaron los principales parametros biol6gicos y poblacionales. de
quadridentata utilizando como huésped &. pomonellabajo condiciones
controladas.

v' Los valores obtenidos para la tasa intrinseca de crecimiedtoqimdridentata
(rm = 0,11 + 0,005 huevos paitados/{/dia) y el tiempo generacional (T =
50,37 = 0,63 dias) indicarian que este enemigo natural posee un alto potencial

como agente de control biol6gico @epomonella.
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CAPITULO 3

Estudios bioldgicos sobre el
parasitoide

Mastrus ridens
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3a) Desemperio d&lastrusridens en dos tipos de larvas d€ydia pomonella: larvas
diapausantes de campo y no diapausantes de laboratorio y preferencia por laos

huéspedes.

Introduccién

La eficacia de un parasitoide depende de su habilidad para localizar a un potencial
huésped en un ambiente determinado, y una vez hallado el huésped, que su
reproduccién sea exitosa (Godfray, 1994). Los huéspedes hallados a menudo difieren en
su calidad, y las hembras deben decidir en cuédles oviponer y a cuales ignorar. Aspectos
tales como son su forma, textura, coloracion y la liberacion de volatiles pueden
condicionar la seleccién de los parasitoides (Salt, 1935; Hackeemah, 2008).
Ademas, la edad, el estadio y el tipo de dieta del huésped -como asi también su estado
fisiolégico (Lawrence, 1990)- han mostrado tener un efecto directo en el
comportamiento de seleccion y en el desempddioparasitoide (Bautista y Harris,
1997; Laumanrt al, 2000; Gandolfet al, 2003; Chong y Oetting, 2006).

Mastrus ridenses un ectoparasitoide que como se mencion6 anteriormente ataca
a las larvas desarrolladas @e pomonellacuando éstas migran fuera de los frutos
(Bezemer y Mills, 2003). Las larvas del huésped generalmente tejen los capullos en
hendiduras o grietas de los troncos de los arboles a cierta distancia de los frutos donde
se alimentaron y a veces incorporan al capullo material vegetal de los alrededores. Las
hembras del parasitoide utilizan las feromonas de agregacion de las laréas de
pomonella presentes en la seda de los capullos pupales, como sefiales volatiles para
localizar al huésped a través de largas distancias en el campo (&irae&005).

En el laboratorio del IILB se multiplicaM. ridensutilizando como huéspedes a
las larvas del ultimo estadio @& pomonellano diapausantes que provienen de la cria
del laboratorio.

Esta seccion tuvo por objetivo estudiar el desempefidMdeidensy la
preferencia por larvas de pomonellano diapausantes de laboratorio y diapausantes de

campo.

85



Materiales y métodos

Los individuos deM. ridensprovinieron de la linea de cria que se mantiene en el IILB
desde 2005 sobre larvas del ultimo estadio no diapausant€s g@gemonellade
laboratorio. Las larvas del huésped utilizadas en los ensayos fueron larvas de dos tipos:

1) larvas deC. pomonellano diapausantes provenientes de la cria en el laboratorio sobre

dieta artificial; 2) larvas diapausantes procedentes del campo. Para la colecta de estas
tltimas se ubicaron fajas de cartdon corrugado (10 cm) envolviendo los troncos de los
arboles de manzana en cuadros infestados con la plaga dos meses antes de la cosecha de
2010, en montes sin uso de agroquimicos de la regién del Alto Valle de Rio Negro. Las
fajas proporcionaron sitios para que las larvas maduras tejieran su capullo.

Con el fin de evaluar el desempefio Meridensen larvas dipausantes y no
diapausantes se realizdé una prueba sin opcion donde cada huésped fue presentado por
separado al parasitoide, y se estimaron parametros biol6gicos tales como: el
parasitismo, la fecundidad y la proporcién sexual de la progenie. También se realiz6 una
prueba de opcion doble en donde se le ofrecid al parasitoide los dos tipos de larvas del
huésped en simultaneo y se estimo la proporcion de parasitismo de cada tipo de huésped
para estudiar su preferencia. Para eliminar los posibles estimulos quimicos involucrados
en la localizacion y aceptacion del huésped asociados al material vegetal o a la dieta
artificial de las larvas d€. pomonellautilizadas en los ensayos, estas ultimas fueron
puestas en contacto con trozos de cartdn corrugado, previamente expuestos a la luz UV
(Philips® TUV 36W/ G36 T8) durante 40 minutos, como sustrato inerte en donde tejer
el capullo. Las larvas del huésped fueron expuestas al parasitoide una vez que tejieron
su capullo. Dado que para esta especie se menciona una tasa de ataque de 1 - 2
huéspedes por dia en condiciones de laboratorio (Bezemer y Mills, 2003; Hoetgardy
al., 2005), en los ensayos se utilizd una densidad de cuatro larvas por dia por huésped
para satisfacer la condicion necesaria de exponer una densidad “ad libituni’® del
huésped. Los ensayos se desarrollaron en camaras climatizadas Instrumentalia®
(modelo: MGC-450HPY-2) a: 25 + 2°C, 50 - 70% de HR, y fotoperiodo 14:10 (L:O).

En laprueba sin opciénse utilizaron diecinueve parejas de adultoMdedens
de menos de 48 horas de edad, sin experiencia previa de parasitismo. Cada pareja se
ubico al azar en un frasco de vidrio (21 cm alto x 13 cm diametro) con t&pail@g,
donde se coloc6 agua, alimento y el huésped (figura 3.1.A). Los bebederos consistieron

en recipientes plasticos con tapa, con un orificio a través del cual sobresalia una tela
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absorbente embebida en agua y se utilizé trazas de miel como alimento. Dentro de una
caja de Petri (5,5 cm) sin tapa se coloc6 un trozo de cartén corrugado de 3x2 cm
conteniendo 4 larvas de. pomonelladiapausantes o no diapausantes) acondicionadas

de la forma descripta anteriormente. Al cabo de 24 horas de exposicion las cajas de Petri
conteniendo al huésped fueron retiradas, tapadas y conservadas en las mismas
condiciones hasta la emergencia de los adultos del parasitoide. Las larvas del huésped se
examinaron a los 8 dias desde la exposicion para evitar la mortalidad de los huevos y de
los estadios larvales iniciales e ridensasociada a la manipulacion del material que

se observo en ensayos preliminares. Se registraron la cantidad de huéspedes parasitados
y la cantidad de larvas del parasitoide. Posteriormente, al emerger los adultos de la filial

1 deM. ridensse registré la cantidad de individuos y el sexo de cada uno. A partir de
los datos obtenidos se estimaron los siguientes parametros: el parasitismo, definido
como la cantidad de larvas del huésped parasitadas por hembra; la fecundidad total,
definida como la cantidad de descendientes por hembra (progenie/?); la fecundidad por
huésped, definida como la cantidad de descendientes por huésped por hembra
(progenie/huésped/?), y la proporcion sexual, definida como la cantidad de progenie

hembra respecto del total de la descendencia.

acetato con
alimento

bebedero

Figura 3.1. Dispositivo utilizado para evaluar el desempefio y la preferendid dielens A-
pruebas sin opcién, y B- pruebas con opcion. Las flechas naranjas indican los trozédnde car
gue contienen a las larvas del huésped.
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En laprueba con opcidn,veinte parejas de adultos Kk ridensde menos de 48 horas

de edad, sin experiencia de parasitismo fueron expuestas simultaneamente a larvas del
ultimo estadio d&€. pomonellade ambos tipos. Las parejas fueron asignadas al azar en
frascos de vidrio con agua, alimento y el huésped acondicionado como se describid
previamente (figura 3.1.B). Por recipiente se colocaron dos cajas de Petri, cada una con
cuatro larvas del Ultimo estadio d& pomonellade cada tipo (diapausantes y no
diapausantes) acondicionadas en trozos de carton inerte como se describid
anteriormente. Ambas cajas de Petri se ubicaron aleatoriamente en los extremos del
frasco de tal forma que las parejas del parasitoide al ser liberadas estuvieran a una
distancia equidistante de las mismas. Al cabo de 24 horas se retiraron las larvas del
huésped, se taparon las cajas de petri y se conservaron en las mismas condiciones hasta
la emergencia de los adultos del parasitoide. A los ocho dias desde la expe@sicion s
registro la cantidad de huéspedes parasitados de cada tipo y se estimé el parasitismo por
tipo de huésped.

Andlisis estadistico: en la prueba sin opcién, el nUmero de larvas parasitadas, la
fecundidad total y por huésped, y la proporcién de sexos fueron evaluadas a través de
una prueba de Man-Whitney U por no cumplirse los supuestos del ANOVA. Los datos
de parasitismo por tipo de huésped de la prueba con opcion se evaluaron a través de una
prueba tStudent para muestras pareadas. Se considerdé un a = 5% y se uso el programa
Statistica (Stat Soft, 2000).

Resultados y discusion

En laprueba sin opcionel parasitismo difirié significativamente entre las larva£de
pomonelladiapausantes y no diapausantes (Z = -3,05; p = 0,0022). Las hemidMas de
ridens parasitaron en promedio mas de una larva del huésped al ofrecerles individuos
diapausantes, con un valor maximo de tres huéspedes parasitados por hembra; mientras
gue al ofrecerles larvas no diapausantes, de las diecinueve hembras estudiadas solo se
registrd parasitismo en diez de ellas y proveniente de un uUnico huésped (tabla 3.1.). La
fecundidad total también resultd ser mayor en las larvas diapausantes (Z = -2,37; p =
0,0173), pero en la fecundidad por huésped se registraron valores similares para ambos
tipos de larvas del huésped. La proporcion sexual de la descendencia fue similar entre

las larvas diapausantes y no diapausantes (tabla 3.1).
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Tabla 3.1.Parametros biolégicos dé. ridenssobre larvas d€. pomonellade distinta
procedencia (media + error estandar) en la prueba sin opcion.

Parametro Huésped: larvas deC. pomonella
No diapausantes Diapausantes
Numero de huéspedes 0,53+0,12 a 1,37+0,21 b
parasitados
Fecundidad total 2,21+£0,65a 6,16 +1,30b
(progenie/ 9)
Fecundidad por huésped 2,21+0,65a 3,73+£0,63 a
(progenie/huésped/?)
Proporcion sexual 0,62+0,14 a 0,49 +£0,09 a
(n=10) (n=16)

Las letras iguales en las filas indican que no existen diferencias significatieaga@amientos (prueba
de Man-Whitney U, p > 0,05).

En el presente trabajo, la cantidad de huéspedes parasitados en las laGias de
pomonelladiapausantes en condiciones de laboratorio resultd similar a la mencionada
para esta especie por otros autores en larvas también diapausantes del mismo huésped
(valores cercanos a uno) en condiciones similares (Bezemer y Mills, 2001; Bezemer y
Mills, 2003; Hougardyet al, 2005). Asimismo, los valores de fecundidad por huésped
obtenidos en este trabajo resultaron similares a los valores hallados por Bezemer y Mills
(2003) en la misma especie en larvas diapausantes, quienes mencionan valores de 4,51
+ 0,43 huevos/huésped (exposicion de cuatro larvas huésped) y de 3 + 0,13
progenie/huésped (exposicion de ocho larvas del huésped). La proporcion sexual
obtenida por otros autores en el mismo huésped fue levemente superior a la registrada
en esta investigacion (Bezemer y Mills, 2003).

Al ofrecerle conjuntamente larvas Ge pomonellade ambos tipogpfueba con
opcion), M. ridensprefirié al huésped diapausante, observandose un parasitismo menor
a un tercio en las larvas del huésped no diapausantes en comparacion con las
diapausantes (t = -4,46; p = 0,0002; gl = 18).
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Figura 3.2. Parasitismade M. ridensen la prueba de opcion doble segun la procedencia del
huésped (media + error estandar). Letras distintas indican diferenciagcaiyai$ entre los
tratamientos (prueba t-Student para muestras pareadas, p.> 0,05)

Mastrus ridenses un parasitoide gregario capaz de adecuar el numero de huevos
depositados por huésped en funcién de la disponibilidad y del tamafio de las |&@vas de
pomonella (Bezemer y Mills, 2003; Devottet al, 2010). En este trabajo la
disponibilidad y el tamafio de las larvas del huésped utilizadas en los ensayos fueron
similares tanto en las larvas diapausantes como no diapausantes. Si bien las hembras del
parasitoide aceptaron a las larvasGdeoomonellano diapusantes como huéspedes para
oviponer, observandose una fecundidad por huésped o tamafio de camada similar entre
larvas dipausantes y no diapausantes, no las prefirieron respecto de las larvas
diapausantes.

La seleccién del huésped por parte de los parasitoides incluye la preferencia por
el habitat y una serie de comportamientos que llevan a la oviposicion, tales como la
localizacion, el reconocimiento y la aceptacion del huésped (Salt, 1935; Vinson, 1976).
Para localizarlo, los parasitoides utilizan sefiales quimicas (volatiles de la planta
hospedera y del huésped) y caracteristicas fisicas de este ultimo (tamafio, movimiento,
etc.) (Salt, 1935). La aceptacion del huésped depende de su reconocimiento como un
sitio adecuado para la oviposicion, alimentacion y desarrollo de los estados inmaduros
del parasitoide, y estad asociada a la palatabilidad del propio huésped y de los otros
hospedadores presentes en el ambiente (Godfray, 1994). En este trabajo el menor
parasitismo registrado en las larvas no diapausantes es un posible indicador de una

menor palatabilidad de este tipo de huéspedes.
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M. ridenses un ectoparasitoide que -como se mencion0 anteriormente- ataca a las larvas
desarrolladas d€. pomonellacuando estas migran fuera de los frutos (Bezemer y
Mills, 2003). En la naturaleza las larvas@epomonellaque son potenciales huéspedes

de M. ridens se encuentran espacialmente alejadas de la fruta donde se desarrollaron.
Pa lo tanto, es probable que las sefiales quimicas preponderantes asociadas al
comportamiento de localizacién y aceptaciéon del huésped en esta especie sean los
compuestos quimicos asociados al propio huésped. El patrén proteico del capullo del
huésped es probablemente especie especifico, por lo cual se menciona que es posible
gue provea a los parasitoides de sefales confiables involucradas en la busqueda del
huésped (Bénedet al, 2002). EnM. ridenslas hembras son atraidas a través de largas
distancias por las feromonas de agregacion de las larvds. gmwmonella Estos
compuestos volatiles estan presentes en la seda de los capullos de las larvas del huésped
y no en las larvas desnudas y poseen una corta duracion (Jetnadap005). Ademas,

se observo que las hembras también son atraidas por compuestos quimicos de contacto
presentes en la seda de los capullos pupales del huésped, los cuales son reconocidos a
través de sensilias gustatorias presentes en las antenas y en las vainas del ovipositor
(Charleset al, 2013). La composicion gquimica del capullo es caracteristica de cada
especie y es independiente del estado fisiolégico del huésped. Entonces, es posible
suponer que en las condiciones del presente estudio, la evaluacion de la palatabilidad
del huésped hubiera estado asociada mayormente a la informacién sobre el medio
interno de la larva (sefiales quimicas dentro del huésped) obtenida por las hembras de
M. ridensa través de la insercion del ovipositor en el tejido del huésped.

Las distintas especies de huéspedes y los estados de desarrollo de una misma
especie varian en cuanto a calidad y cantidad de recursos nutritivos que proveen para el
desarrollo de los parasitoides (Vinson y Iwantch, 1980). Los insectos que estan en
diapausa poseen caracteristicas fisioldgicas particulares como una mayor reserva de
lipidos, una mayor tolerancia al frio y una mayor resistencia a la pérdida de agua
(Denlinger, 2008). ErNasonia vitripens(Walker) (Hymenoptera: Pteromalidae), un
ectoparasitoide de moscas, se hallé que el estado fisiolégico del huésped (pupas en
diapausa o normales) afectdé el comportamiento de oviposicién y el desarrollo de la
progenie.N. vitripensdejé una menor cantidad de huevos y una mayor progenie de
machos en las pupas diapausantes (menos palatables). Los autores sugieren que si bien
las pupas en diapausa representan una mayor cantidad de nutrientes la menor

palatabilidad de estos huéspedes puede asociarse a la incapacidaditlipenspara
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regular el metabolismo de las pupas en diapausa (Rivers y Delinger, 1996). En
pomonellalas larvas en diapausa acumulan altos niveles de trehalosa, un hidrato de
carbono que posiblemente tenga un rol importante como sustancia crio- protectora
asociado a la estrategia de hibernacién de esta especia @len2007a). Ademas,
poseen elevados niveles de &cido linoleico, un &cido graso relacionado con los
componentes estructurales de las membranas celulares y con la formacion de los
depdsitos de lipidos para ser utilizados como fuente de energia en los insectost(Khani
al., 2007b). En este sentido las diferencias observadas en el parasitismaidens

entre las larvas diapausantes y no diapausant€s gemonellapodrian relacionarse

entre otros factores a la composicién de nutrientes y a los niveles hormonales de cada
tipo de larva.

Por otra parte, también es posible que las caracteristicas fisicas del huésped
asociadas a diferencias estructurales de los capullos de las larvas diapausantes y no
diapausantes d€. pomonellahayan estado vinculadas en el comportamiento de
seleccion del huésped. De hecho, en los insectos los capullos estan construidos
principalmente con seda y filamentos formados por proteinas y los capullos que realizan
los individuos en diapausa durante el invierno tienden a ser mas robustos y con mas
capas de seda que los capullos efectuados el resto del afio (Danks, 2004). En patrticular,
en C. pomonellalos capullos de las larvas en diapausa son de forma redondeada y
poseen paredes mas gruesas, mientras que los capullos de las larvas no diapausantes son
mas angostos y presentan un tubo separado de la camara principal por un tabique de
seda (Hansen y Harwood, 1968).

Desde el 2005, en el IILB se multiplicava ridenssobre larvas no dipausantes
de laboratorio d€. pomonellaDebido a que la multiplicacion de los parasiotides en el
laboratorio depende del éxito en el parasitismo para optimizar la ddaridensseria

importante incorporar peridédicamente material diapausante del campo.
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3b) Desempefio deMastrus ridens en dos especies de lepidopteros plag&ydia

pomonellay Grapholita molesta y preferencia por estas especies de huéspedes.

Introduccion

Mastrus ridenses un ectoparasitoide especifico@epomonelllaque es posible que
atague a otros tortricidos miembros de la tribu Grapholitini. En pruebas de laboratorio
se observdé que ademas @Ge pomonellatambién parasita a otra especie del mismo
género, C. prunivora (Walsh), pero que en este Ultimo huésped no se desarrolla
normalmente (Hennessey al, 1995). En tanto que en el campo, en su pais de origen
(Kazajistan) y en Estados Unidos, donde fue introducido para el control biolodgizo de
pomonella(en California y Washington), la Gnica especie de huésped que se conoce
asociada a este parasitoide @spomonella(Hennesseyet al, 1995; Mills, 2005a;
Kullman y Mills, 1999).

En los montes frutales de pepita de nuestro pais esta presente ademas del
lepidoptero plagaC. pomonellaotra especie de tortricido plaga de la misma tribu,
Grapholita molestgBusck), que se presenta como un huésped potenchl ddens
Si bienG. molestaes una plaga secundaria u ocasional del cultivo de pomaceas, esta ha
ido ganando relevancia en los ultimos afios y posee una importancia cuarentenaria para
destinos como México e Israel (Gigagtial, 2007).

Grapholita molestaiene un ciclo biolégico similar al de. pomonellaGiganti
et al, 2007). La larva del ultimo estadio @& molestapuede medir hasta 14 mm y
puede diferenciarse de la larva de carpocapsa por la presencia de una estructura
quitinosa ubicada en el Ultimo segmento abdomiiwahada “peine anal”. El adulto es
de color oscuro y de menor tamafio que eCdpomonellaLos principales hospederos
de G. molestason los frutales de carozo y de pepita. En los frutales de carozo, primero
ataca los brotes y luego, cuando estos comienzan a lignificarse, se dirige hacia los
frutos. En los frutales de pepita ataca principalmente peral, luego manzano y
membrillero. En este dltimo, al ser un cultivo tardio, solo afecta a los frutos, mientras
gue en el manzano ademas de los frutos ataca a los brotes, aunque en baja proporcion.
En los montes frutales de pepita donde se realizan tratamientos fitosanitarios
convencionales(s. molestano incide en forma considerable en el cultivo ya que es

controlada por los insecticidas aplicados co@traomonellaEn cambio, en los montes

93



donde se utiliza como técnica principal de control la confusion sexual, se observa que
G. molestguede causar dafios de importancia econdmica (Cucchi y Becerra, 2007).
En esta seccion se estudio el desempeid. delensy la preferencia respecto a

dos especies de tortricidos plaga presentes en nuestr@ padsnonellay G. molesta

Materiales y métodos

Los individuos deM. ridens provinieron de la cria que se mantiene en el IILB. Se
realizaron pruebas con y sin opcion de especie de huésped siguiendo la metodologia
detallada en el apartado 3a. Como huéspedes se emplearon larvas diapausantes del
altimo estadio d€. pomonellay deG. molestgrocedentes del campo. Las larvasde
pomonellase colectaron de la forma descripta anteriormente en el apartado 3a) durante
marzo-abril de 2012 en montes de manzanos sin uso de agroquimicos y las I&vas de
molestase colectaron en la misma época en montes de duraznos sin uso de plaguicidas
en el Alto Valle de Rio Negro. Las larvas @emolestaueron colectadas en duraznos
debido a la baja densidad de esta plaga hallada en manzanos. Se utilizé la densidad de n
= 4 para cada especie de huésped y las larvas de ambas especies fueron acondicionadas
en tiras de cartdn corrugado inerte de la forma descripta en el apartado anterior. Para
cada ensayo (con y sin opcién) se estimaron las mismas variables detalladas en la
seccion 3a).

Andlisis estadistico: en la prueba sin opcién, el nUmero de larvas parasitadas, la
fecundidad total y por huésped, y la proporcién de sexos de la progenie fueron
evaluadas a través de una prueba de Man-Whitney U por no cumplirse los supuestos del
ANOVA. Los datos de parasitismo por especie de huésped de la prueba con opcién se
compararon a través de una pruelSauident para muestras pareadas. Se consider6 un a

= 5% vy se utilizo el programa Statistica (Stat Soft, 2000).
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Resultados y discusion

En la prueba sin opciénel parasitismo dé. ridensdifirid significativamente entre
ambos huéspedes (Z = 2,70; p = 0,0069), y los mayores valores se registrar@ sobre
pomonella(tabla 3.2.). Al ofrecerle como huéspedsa molesta de las 20 hembras
evaluadas solo 11 dejaron descendencia y mayormente parasitaron una Unica larva del
huésped; resultando los valores de fecundidad total y por huésped similaBes en
molesta El valor de fecundidad por huésped también resulté superiGr pamonella

(Ztec.tot = 3,28; fec.tor.= 0,0010 Y Zoc mussped 3,29; Rec.hussped 0,0009), mientras que la
proporcién sexual de la descendencia fue similar entre ambas especies (tabla 3.2.).

Tabla 3.2. Parametros bioldgicos dd. ridensestimados sobre dos especies de lepidopteros
(media % error estandar) en la prueba sin opcién.

Parametro Especie huésped
Cydia pomonella Grapholita molesta
NUumero de huéspedes 15+0,25a 0,60+0,13 b
parasitados
Fecundidad total 589+1,22a 0,75+£0,23b
(progené/ Q)
Fecundidad por huésped 3,14+0,51a 0,68+0,20b
(progenie/huésped/?)
Proporcién sexual 0,35+ 0,07 a 0,44 +0,15a
(n=14) (n=8)

Las letras iguales en las filas indican que no existen diferencias significativasratamientos (prueba
de Man-Whitney U, p > 0,05)

En la prueba con opcionse observaron diferencias en la seleccion del huésped en
funcidn de la especie ofrecidd. ridensprefirio las larvas d€. pomonellaespecto de
las deG. molesta(t = 4,22; p = 0,0006; gl = 16).
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Figura 3.3. Parasitismale M. ridensen la prueba de opcién doble segin la especie de huésped
(media + error estandar). Las letras distintas indican que existen diferegnifisativas entre
ambas especies de huéspedes (prueba t-Student para muestras pareadas, p < 0,05).

En esta investigacion se observé dlieridensataca las larvas d8. molestay puede
completar su desarrollo en esta especie de huésped, registrandose parasitismo y
emergencia de adultos. Este resultado difiere del hallado por Ceadeg2013a) al

evaluar el comportamiento de seleccién Meridens asociado a cinco especies de
huéspedes potenciales. Estos autores observard@.quelestgunto a otra especie de
lepidéptero emparentada c@ pomonella(C. succedanano fueron reconocidas por

M. ridenscomo huéspedes, y sefialaron que ninguna de las hembras del parasitoide dejo
descendencia eB. molestalas diferencias registradas en el parasitismMdedens

sobre G. molestaentre ambos trabajos probablemente se deban a la utilizacién de
huéspedes en distintos estados fisiolégicos. En el presente estudio se emplearon como
huéspedes a larvas diapausante§sdenolestadel campo mientras que Charlest al.

(2013a) utilizaron larvas de la misma especie no diapausantes del campo. Por otro lado,
en otro trabajo de los mismos autores se evaluo la supervivenMa ridensen las

mismas cinco especies de huéspedes potenciales en condiciones de confinamiento
(Charleset al, 2013b), y si bien la metodologia de obtencion de las larv@s awlesta

fue similar entre ambos trabajos, no se especifica alli el estado fisiolégico del huésped.
En este ultimo estudio se observo que las hembras del parasitoide rara vez atacaron a las
larvas de G. molesta ademas se registrdna baja proporcion de huevos que

completaron su desarrollo (huevo - adulto) y adultos de menor tamafdssohodesta
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respecto d€. pomonellgCharleset al, 2013b). Los resultados hallados por Chagles

al. (2013b) pueden relacionarse en este caso con las condiciones de confinamiento
artificial (empleo de pequefios recipientes y exposicion de dos hembras del parasitoide a
una unica larva del huésped por 72 h) que pudieron haber alterado el comportamiento
normal de las hembras bk ridens a diferencia de las condiciones experimentales aqui
empleadas (exposicion de huéspedes en exceso Yy sin interferencia mutua entre hembras
del parasitoide).

Por otro lado, se observé un mejor desempeiid.deens(mayores valores de
parasitismo y fecundidad) sob@& pomonellarespecto de5. molesta resultandoC.
pomonellala especie de huésped preferida en las pruebas con dgciéidenses un
ectoparasitoide, gregario e idiobionte, que como se mencion6 anteriormente, es capaz de
adecuar el numero de huevos depositados por huésped en funcion de caracteristicas del
huésped (tamafio, etc.) y de su disponibilidad (Bezemer y Mills, 2003; Detaito
2010). G. molestay C. pomonellason especies de lepidépteros que difieren en su
tamafio, siendo las larvas @e molestamas pequefias respecto de laCd@omonella
(Moyano de Leone y Ruberti, 2007). Los valores mayores de fecundiddd rilens
se obtuvieron en la especie huésped de mayor tamafio. Esto coincide con la hip6tesis
generalizada, que sostiene que en los parasitoides gregarios idiobiontes, el tamafo del
huésped determina el tamafio y la supervivencia de la progenie (Salt, 1940; Taylor,
1988; Rivers y Denlinger, 1995). Si bien los huéspedes mas grandes se asocian a una
mayor provision de nutrientes, para algunas especies de parasitoides idiobiontes la
palatabilidad del huésped no solo es funciéon del tamafio, sino que también puede
asociarse a factores como la disponibilidad/accesibilidad de los nutrientes, el estado
fisiolégico del huésped o a la capacidad del parasitoide para regular el sistema
fisiol6gico del huésped atacado (Zavieso y Mills, 2000; Bekll, 2005; Hackermann
et al, 2007). En este sentido, las distintas especies de huéspedes empleadas en esta
investigacion ademas de su tamafo también pueden diferir en cuanto a su calidad, es
decir en la composicion de nutrientes, tal como lo plantearon otros autores al evaluar el
éxito reproductivo de otra especie de parasitoide greddygsOpus pallidusdskew) en
los mismos lepidépteros huéspedes (Hackernsaah, 2007).

Asimismo, en vistas a la implementacion de un programa de control biolégico
clasico paraC. pomonellaen la region del Alto Valle de Rio Negro, es importante
destacar la capacidad del parasitoide exotitoridens para parasitar y sobrevivir en
un huésped alternativo presente en el ambiente, GmmolestaSi bien los resultados
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fueron obtenidos en condiciones de laboratorio, dan una orientacion sobre el
comportamiento del parasitoide en el campo. En la region del Alto \Gallmplestaes

una plaga secundaria del cultivo de pomaceas, que presenta poblaciones limitadas en
montes convencionales pero que puede tener preponderancia en montes de produccion
organica o en montes con manejo integrado y uso de la técnica de confusion sexual
contra C. pomonella(Chichén et al, 2001). Asimismo,G. molestaes una plaga
importante en los frutales de carozo (Moyano de Leone y Ruberti, 2007). Aunque la
produccion de los frutales de pepita es la principal actividad productiva en la region
(82% de la superficie cultivada), los frutales de carozo aparecen en tercer lugar, con
alrededor de 2 000 ha cultivadas. Ademas, en el contexto actual del modelo productivo
predominante de la region se observa en la agricultura familiar una diversificacion de la
actividad productiva, con un aumento de pequefias superficies en las unidades
productivas destinadas a los frutales de carozo (Dostinal, 2011). Los sitios
descriptos, donde la presencia @e molestaadquiere relevanciagpresentan otra
posibilidad para la supervivencia y el establecimiento del parasitbidedensen la

region.

98



Conclusiones del capitulo 3

v Si bienM. ridens parasita y se desarrolla exitosamente tanto en las larvas no
diapausantes como diapausante€£dpomonellaestas ultimas parecen ofrecer
un recurso nutricional mas palatable para el parasitoide, favoreciendo su
desempeiio (mayor fecundidad y niveles de parasitismo).

v' Mastrus ridensparasita aG. molestay es capaz de completar su desarrollo
(huevo - adulto) exitosamente en este huésped. Por este nBtivoplesta
resulta un huésped alternativo de interés para el establecimiento del parasitoide
en la region de Alto Valle de Rio Negro.
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CAPITULO 4

Compatibilidad de uso de
Mastrus ridensy la aplicacion de
insecticidas usados en la produccidn
de pomdceas
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Introduccion

Para favorecer el empleo de estrategias de control biolégico de plagas es necesario
conocer los factores que afectan la abundancia y el desempefio de los enemigos
naturales en el campo. Los insecticidas pueden disminuir la efectividad de los
parasitoides y predadores causando directamente su muerte o afectando su
comportamiento y su tasa reproductiva entre otros pardmetros (Van Driesche y Bellows,
1996). Los enemigos naturales pueden entrar en contacto con los insecticidas a través
del huésped, por contacto directo con el producto o por ingestiébn de néctar y polen de
flores con residuos del insecticida. Conocer la interaccion entre los insecticidas y la
fauna benéfica es un aspecto critico para integrar ambas técnicas de control de plagas y
adoptar una estrategia de manejo integrado (Hajek, 2004). Los efectos subletales de los
insecticidas en los enemigos naturales pueden ser tan perjudiciales como la mortalidad
del propio insecto en relacion al éxito del enemigo natural como agente de control.
Entre los efectos subletales se registran alteraciones en pardmetros biolégicos tales
como: disminucion en la fecundidad, fertilidad y longevidad, cambios en la proporcién
sexual y alteraciones en el comportamiento asociado a la movilidad, orientacion,
alimentacion y oviposicion de los insectos (Fernaedas, 2010).

En una estrategia de manejo integrado, el empleo de los plaguicidas debe
respetar a los enemigos naturales ya sea a través de su selectividad fisioldgica, como de
su selectividad fisica ecoldgica. La selectividad fisioloégice refiere a la toxicidad
intrinseca del principio activo. Los productos quimicos varian enormemente en su
toxicidad y existen muy pocos casos en los que son altamente efectivos contra la plaga e
inocuos para el enemigo natural. La selectividad ecoldgica resulta de cémo es
formulado y aplicado el insecticida. Cualquier factor que reduzca el contacto del
enemigo natural con el plaguicida favorecera la selectividad ecaldgisgproductos
que tienen una residualidad corta después de la aplicacion favoreceran la activadad de |
fauna benéfica. Ademas, los productos no selectivos pueden ser usados selectivamente
si son aplicados en patrones espaciales o temporales que limiten el contacto con los
enemigos naturales (De Bach, 1977; Van Driesche y Bellows, 1996).

Los métodos para evaluar la compatibilidad de los insecticidas con los enemigos
naturales van desde pruebas de laboratorio hasta estudios de campo. La Organizacion
Internacional de Control Biolégico (abreviatura en inglés: IOBC) ha delineado pruebas

a nivel de laboratorio y en el campo que permiten seleccionar a los agroquimicos segun
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su efecto sobre los enemigos naturales a través de un procedimiento en cascada (Hassan
et al, 1985):

. _ Inofensivo Inofensivo
Laboratorio Inofensivo Semi-campo v
pruebgsge < pruebas de Campo
toxicida ersistencia . / -
directa Peligroso/ P Peligroso Peligroso

Las pruebas iniciales en el laboratorio consisten en la evaluacion de la toxicidad
sobre los estados de desarrollo de los enemigos naturales que eventualmente pueden
estar expuestos a los agroquimicos en el campo. En los parasitoides se considera que el
estado mas susceptible es el adulto, mientras que los mas tolerantes son los estados que
se desarrollan dentro del huésped (Hassan, 1997). Las pruebas de toxicidad directa
implican la exposicion de los insectos a residuos secos de los insecticidas y permiten
determinar los productos que no causan efectos adversos sobre los enemigos naturales
(inofensivos), mientras que aquellos que presentan signos de toxicidad deben ser
ademdas estudiados en relacibn a su persistencia en ensayos de semi-campo Yy
posteriormente en pruebas de campo.

La persistencia de la actividad téxica de los agroquimicos es un factor de suma
importancia, ya que pueden existir productos que en las pruebas anteriores demuestren
ser toxicos pero que su efecto sea de vida corta, por lo que un correcto manejo de los
intervalos liberacion-aplicacion podria permitir su empleo en conjunto con los enemigos
naturales. En las pruebas de persistencia (semi-campo) se exponen los insectos a los
residuos de los insecticidas aplicados en las plantas a diferentes intervalos después del
tratamiento. Las plantas se pulverizan con los productos y se mantienen en condiciones
de campo con la incidencia directa de los rayos solares.

Por dltimo, las pruebas de campo permiten verificar la toxicidad de los
productos y proporcionan una importante informacion de uso practico. Estas pruebas se
realizan liberando a los enemigos naturales directamente sobre el cultivo experimental o
comercial que ha sido pulverizado y, posteriormente se evalla la supervivencia y el
desempefio de los enemigos naturales a diferentes intervalos de tiempo después del
tratamiento (Hassaet al, 1985, Hassan, 1997).
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El objetivo de este capitulo fue evaluar la toxicidad de insecticidas de uso frecuente en
la produccion de pomaceas sobre el parasitditlejdens Para ello se realizaron dos

tipos de ensayos:
1- Ensayos para evaluar la toxicidad directa de los principios activos sobre los

adultos del parasitoide
2- Ensayos para evaluar la persistencia de la actividad toxica de los principios

activos sobre los adultos del parasitoide.
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4a) Toxicidad directa sobre el adulto

Materiales y métodos

Inicialmente se evaluaron en el laboratorio tres principios activos utilizados
comunmente en el control d€. pomonella virus de la granulosis (CpGV),
clorantraniliprole, y tiaclopird (tabla 4.1). Posteriormente se decidié evaluar up cuart
principio activo correspondiente a un insecticida regulador de crecimiento, denominado
novaluron (tabla 4.1). Para los ensayos se adaptaron las metodologias desarrolladas por
la IOBC y las descriptas por Jacas y Vifiuela (1994) y Mead-Baggs (2000) para

los braconido®©pius concoloty Aphidius rhopalosiphirespectivamente. El dispositivo
utilizado consistié en dos placas de vidrio desmontables (13 x 13 cm) para formar el
techo y el piso, y un armazén de PVC (10,5 cm diametro) con tres orificios para la
ventilacion (1 cm) (figura 4.1). En todos los casos se utiliz6 agua destilada como
solvente y testigo, y se evaluaron las dosis de los productos recomendadas
comercialmente para los manzanos (tabla 4.1). Los insecticidas fueron aplicados de
acuerdo co la técnica del “film”, cubriendo la cara interna de las placas de vidrio en

cada uno de los dispositivos (2 placas de vidrio) por separado mediante un equipo
pulverizador con una boquilla de cono hueco 8001, marca Teejet a 200 kPa de presiéon y
una altura del objetivo de 0,40 m. Las pulverizaciones fueron realizadas por el Ing. Agr.
Gerardo Masié en el Instituto de Ingenieria Rural, INTA, Castelar. Se evalué el efecto
de los productos sobre la supervivencia y la reproduccién del enemigo natural.
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Tabla 4.1 Productos utilizados en las pruebas de toxicidad directa sobre el estado aulto de
ridens

Principio activo Marca Concentracién Clasificacion Accion
comercial guimica
virus de la granulosis CarpovirusPlus 50 cni/hl insecticida ingestion
deC. pomonella biolégico
(CpGV) *
clorantraniliprole * Coragen 20 cmi/hl diamida antranilica contacto
e
ingestion
tiacloprid * Calypso 20 cmi/hl cloronicotinilico  contacto
(neonicotinoide) y
sistémica
novaluron ** Rimon 100 cni/hl benzoilfenilurea ingestion
(IGR) y
contacto

Informacion obtenida de la Guia de productos fitosanitarios 2011 (CASAFE, 2011)
* Insecticidas utilizados en el primer ensayo de toxicidad directa.
** |nsecticida utilizado en el segundo ensayo de toxicidad directa.

Efecto sobre la supervivencia

Se pulverizaron siete dispositivos con cada producto y el testigo fue considerado como
un tratamiento mas en, el cual se utilizé agua destilada para la pulverizacion. Una vez
seca la superficie tratada, en cada dispositivo se coloco un grgEsddultos (B y

33) de M. ridensde menos de 48 horas de edad y se cerré el dispositivo con un tapén
de algodén embebido en una solucion de agua-miel. Los dispositivos se mantuvieron
bajo las siguientes condiciones: 252 °C, 40 - 60% HR, ventilacion constante e
iluminacién natural. Se registrd la proporcién de individuos muertos a las 2, 24 y 48

horas de exposicién al producto.
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Orificios de ventilacion (3)

Placas de vidrio
Cilindro de

Orificio con tapén de algodén
embebido en aaua-miel

Figura 4.1. Dispositivo utilizado en las pruebas de toxicidad directa sobre los adultds de
ridenspara evaluar su supervivencia.

Efecto sobre pardmetros reproductivos (efectos sub-letales)

Se pulverizaron ocho dispositivos con cada producto y se utilizé un tratamiento testigo
con agua destilada. Una vez seca la superficie tratada en cada dispositivo se coloco una
pareja de adultos d®l. ridensde menos de 48 horas de edad en contacto con los
residuos de los insecticidas durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, las hembras aun
vivas fueron trasferidas individualmente a un nuevo dispositivo a los efectos de evalua
su fecundidad y otros parametros bioldgicos (figura 4.2). Se usaron recipientes de vidrio
(12,5 cm de diametro x 20 cm de alto) con tapd“\dele” provistos con agua en
bebederos (recipientes plasticos con agua y una tapa con un orificio con tela absorbente
embebida en el agua), alimento (trazas de miel en tiras de acetatos) y el huésped. E
cada recipiente se colocaron cuatro larvas desarrollad&s pemonellaubicadas en

trozos de cartén corrugado de 3x2 cm en la base de una caja de Petri (5,5 cm). Al cabo
de 24 horas se retiraron los cartones conteniendo las larvas del huésped y se taparon las
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cajas de Petri (5,5 cm). Las condiciones experimentales fuerah:22%C, 40 - 60%

HR, ventilacion constante e iluminacion natural. No se observo el material al dia
siguiente del contacto del insecticida con el huésped para evitar la mortalidad de los
huevos y de los estadios larvales inicialedvdeidensasociada a la manipulacion del
material. A los ocho dias desde la exposicion se registrd0 la cantidad de larvas
desarrolladas en capullo del parasitoide y la cantidad de huéspedes parasitados.
Posteriormente, al emerger los adultos de la filial 1 del parasitoide se registraron la
cantidad de individuos y el sexo de cada uno. A partir de los datos obtenidos se
estimaron los siguientes parametros: el parasitismo, definido como la cantidad de larvas
del huésped parasitadas por hembra; la fecundidad total, definida como la cantidad de
descendientes por hembra (progenie/Q); la fecundidad por huésped, definida como la
cantidad de descendientes por huésped por hembra (progenie/huésped/?) y la
proporcion sexual, definida como la cantidad de progenie hembra respecto del total de

la descendencia.

Placa de acetatic

con miel
Bebede
0 con ,
Cartdn con
larvas del

Figura 4.2. Dispositivo usado en las pruebas de toxicidad directa sobre los adultos para evaluar
el parasitismo d&/. ridens
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Andlisis estadistico: en el primer ensayo donde se evaluaron 3 productos (Virus de la
granulosis d€. pomonellaclorantraniliprole y tiacloprid) la supervivencia a las 2, 24 y

48 horas, el parasitismo, la fecundidad total y por huésped fueron evaluados mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis por no cumplirse los supuestos del ANOVA, y
las medias se compararon con la prueba de comparaciones multiples de los rankings
medios derivada de la prueba de Kruskal-Wallis; la proporcién de sexos de la F1 fue
evaluada a través de un ANOVA de 1 factor. En el segundo ensayo en el cual se evalué
un solo producto (novaluron) la supervivencia a las 2, 24 y 48 horas, el parasitismo, la
fecundidad total y por huésped fueron evaluados mediante la prueba de Man-Whitney U
por no cumplirse los supuestos del ANOVA vy la proporcion de sexos fue evaluada a
través de una prueba t-StudeSi considero en todas las pruebas un a = 5% y se uso el
programa Statistica (Stat Soft, 2000).

Los productos fueron clasificados segun el criterio propuesto por la IOBC
(Hassan, 1997) en base al porcentaje de reduccién de la supervivencia a las 24 horas
al porcentaje de reduccion del parasitismo con respecto al control, segun la siguiente
escala:

(1) Inofensivo: < 30%;

(2) Poco perjudicial: 30 - 79%;

(3) Moderadamente perjudicial: 80 - 99%;
(4) Perjudicial: > 99%.

Resultados

Evaluacion de los principios activos: CpGV, clorantraniliprole y tiacloprid

Efecto sobre la supervivencia

Los productos CpGV vy clorantraniliprole no afectaron la supervivencia de los adultos

respecto de lo observado en el control para los intervalos de tiempo considerados
mientras que el tiacloprid afecté significativamente la supervivencia de los adultos a
tiempos de exposicion > 24 h (K-W: Hoan 3, 2= 24,18, p < 0,05; Ry, 3, 28= 22,65 p<

0,05) (figura 4.3). A las 48 horas de exposicion a tiacloprid la supervivencia media fue
minima (2%). En base a la clasificacion de la IOBC segun la supervivencia luego de 24
horas de exposicion (tabla 4.2) los productos clorantraniliprole y CpGV resultaron
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inofensivos y el tiacloprid resultd poco perjudicial (reduccion del 7éf6la

supervivencia respecto del control).
3 agua

a a
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aof | [E Ermll
>od |k b =
M : m IEE
oLk 5= P
8

] o
] ©
QD
QD
ho

a a
> -

supervivencia (%)
(@]
o
L

2 24 4
tiempo de exposicién (horas)

Figura 4.3. Supervivencia (media * error estandar) de los adultdd. d&lensluego de 2, 24 y
48 horas de exposicion a los insecticidas. Las letras distintas sobre las barras ifetiaciati

significativas entre tratamientos dentro de cada tiempo (prueba de comparacionsesnudti
los rankings medios, p < 0,05).

Tabla 4.2.Clasificacién de los insecticidas segun el porcentaje de reduccion en la supervivencia
luego de 24 h de exposicion (Hassan, 1997).

Producto Clasificacion

CpGV (1) Inofensivo

clorantraniliprole (1) Inofensivo
tiacloprid (2) Poco perjudicial

Efecto sobre pardmetros reproductivos

Al cabo de 2 horas de exposicion a CpGV vy clorantraniliprole la cantidad de huéspedes
parasitados fue similar a la del testigo. Mientras, que con tiacloprid se registré una
disminucién significativa del parasitismo respecto del control (K-\W3s4+ 9,91 p =
0,0193), con valores de 0,25 = 0,16 y 1,63 + 0,32 huéspedes parasitados por hembra

(media * error estandar) para el tiacloprid y el agua, respectivamente (figura 4.4). Este
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altimo fue clasificado como un producto moderadamente perjudicial en base al

porcentaje de reduccion del parasitismo (85%) (tabla 4.3).

S a

@ ab

= 15 _

o

0

o 1.04

®

73

S 0.5 b

2 —_

(o]

Z

0.0 T II—

N O
’09 C}OQ&\

Figura 4.4. Parasitismo (media + error estandarMieidensluego de 2 horas de exposicion a
los insecticidas. Las letras distintas indican diferencias significaivias tratamientos (prueba
de comparaciones multiples de los rankings medios, p < 0,05).

Tabla 4.3. Clasificacion de los insecticidas segun el porcentaje de reduccion en eigmacasit
luego de dos horas de exposicién (Hassan, 1997).

Producto Clasificacion

CpGV (1) Inofensivo
clorantraniliprole (1) Inofensivo

tiaclopiid (3) Moderadamente perjudicial

El protocolo de la IOBC propone evaluar la toxicidad directa a través del efecto sobre la
supervivencia o el parasitismo, como en este trabajo se evaluaron ambos parametros se
considerd para la clasificacion final aquel parametro que resultd mas afectado por el
insecticida. En base a los datos obtenidos, el parametro mas afectado fue el parasitismo,
por lo tanto los productos CpGV vy clorantraniliprole fueron catalogados como

inofensivos mientras que el tiacloprid resulté moderadamente perjudicial.
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Al evaluar otros parametros biolégicos, como la fecundidad total y la fecundidad por
huésped, se hallaron valores similares en los adultos expuestos a CpGV vy
clorantraniliprole respecto del control. Ademés, la proporcion de sexos de la
descendencia no presentd diferencias significativas entre los adultos expuestos a estos
dos productos y al agua, con valores sesgados hacia las hembras en todos los casos (>
0,5) (tabla 4.4).

Si bien no hubo diferencias significativas en la fecundidad total y por huésped
entre las hembras en contacto con tiacloprid y con el agua, los valores obtenidos
parecen indicar que el insecticida afecté negativamente a las hembras: de las ocho
hembras expuestas al insecticida solo dos dejaron descendencia (mayoritariamente
machos) (tabla 4.4). La alta variabilidad entre los individuos puede haber influido en la
significancia de la prueba utilizada, en ensayos posteriores se deberia aumentar el

namero de réplicas.

Tabla 4.4. Parametros bioldgicos (media =* error estandar) de las hembhsritkensluego
de 2 horas de exposicion a los insecticidas.

Parametro Tratamiento
Agua CpGV clorantraniliprole tiacloprid
Fecundidad total 6,63+128a 7,13+x1,72a 6,63+244a 2,25+166a

(progenie/ ?)
Fecundidad por huésped 4,04 +0,95a 4,81+0,78a 3,44+093a 225x1,66a
(progenie/huésped/?)
Proporcion sexual 0,84+0,10 056+0,122 a* 0,51+0,13 a* /
a*(n=7) (n=7) (n=6)
Letras iguales en las filas indican que no hay diferencias significativas entrdenétania: prueba de
Kruskal Wallis, p > 0,05; y a*: Anova, p > 0,05)

Evaluacion del principio activo novaluron

Efecto sobre la supervivencia

El contacto de los adultos del parasitoide con novaluron no afectd la supervivencia
respecto del control en los tiempos de exposicidén evaluados (figura 4.5). En base a la
clasificacién propuesta por la IOBC, luego de 24 horas de exposicién, este principio

activo resulto inofensivo (tabla 4.5.).
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Figura 4.5. Supervivencia (media * error estandar) de adultdd.dédensluego de 2, 24 y 48
horas de exposicion a novaluron. Las letras iguales indican que no existen d#gerencia
significativas entre tratamientos para cada tiempo (prueba de Man-Whitney U, p > 0,05).

Efecto sobre parametros reproductivos

Al cabo de 2 horas de exposicién a novaluron la cantidad de huéspedes parasitados fue
similar a la del testigo (figura 4.6). De acuerdo a este parametro, el producto activo fue

clasificado también como inofensivo (tabla 4.5).
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Figura 4.6. Parasitismdmedia * error estandade M. ridensluego de 2 horas de exposicion a
novaluron. Letras iguales indican que no existen diferencias significativastratdraientos
(prueba de Man-Whitney U, p > 0,05).
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Tabla 4.5. Clasificacion del novaluron segun el porcentaje de reduccién en la supervivencia
luego de 24 horas de exposicidn y el porcentaje de reduccion en el parasitismo luegade 2 hor
de exposicion (Hassan, 1997).

Producto Parametro evaluado Clasificacion
novaluron  supervivencia (1) Inofensivo
novaluron  parasitismo (1) Inofensivo

Asimismo, al evaluar otros parametros biolégicos como la fecundidad total y por
huesped, y la proporcion sexual, no se hallaron diferencias significativas entre los
valores obtenidos para estas variables en los adultos expuestos a novaluorn y al agua
(tabla 4.6).

Tabla 4.6.Parametros biolégicos (media + error estandar) de las hembkésridensluego de
2 horas de exposicion a novaluron.

Parametro Tratamiento
Agua novaluron
Fecundidad total (progenie/ ¥) 2,75+0,96a 2,0+0,66 a

Fecundidad por huésped 3,88+ 1,13a 2,5+0,57 a
(progenie/huésped/?)
Proporcion sexual 0,64 £0,1%99* 0,52 +0,16a*

Las letras iguales en las filas indican que no existen diferencias significativastratamientos (a:
prueba de Man-Whitney U, p > 0,05 y a*: prueba t-Student, p5 0,0

4b) Persistencia de la accién de los productos

Materiales y métodos

En base a los resultados obtenidos en las pruebas de toxicidad directa, solo se evalué la
persistencia del tiacloprid. Para ello se utilizo una parcela experimental de manzanos del
IMYZA, INTA Castelar con 13 arboles frutales. Se pulverizaron los arboles a punto de

goteo, siete con tiacloprid y seis con agua destilada. Los productos y el agua fueron
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asperjados con un equipo de pulverizacion manual de previa presién de 5 litros marca
Giber, y se utilizaron aproximadamente 3 litros de solucion por arbol de forma de cubrir
toda la superficie foliar hasta una altura de 1,5 m. Se utiliz6 agua destilada como
solvente para preparar la solucion de tiacloprid con la dosis recomendada
comercialmente para los manzanos (tabla 4.1.) La pulverizacidén se realiz6 a principios
de febrero de 2012 y luego, a los 4, 14 y 29 dias se colecté material vegetal de distintas
ramas de los arboles tratados. El material utilizado consistié en un trozo terminal de
rama de 10 a 15 cm de largo con 4 - 6 hojas, el cual se acondicion6 en recipientes de
vidrio (6 cm diametro x 13 cm alto) con tapa‘@eile” (figura 4.7). Por recipiente se

ubico una pareja dd. ridens< 48 horas de edad y se expuso al material vegetal tratado
durante 24 horas, con alimento (trazas de miel en tiras de acetato) y agua (tiras de pape
absorbente embebidas en agua). Se comprobé que en cada unidad experimental las
hembras estuvieran en contacto con la superficie del material vegetal. Transcurrido ese
tiempo las hembras aun vivas fueron transferidas a un nuevo dispositivo para evaluar el
parasitismo siguiendo la metodologia descripta anteriormente en las pruebas de
toxicidad directa (figura 4.2). Las condiciones experimentales fueroti: 25C, 40 -

60% HR, ventilacién constante e iluminacién natural. Para cada tiempo se registré la
cantidad de larvas desarrolladas del parasitoide y la cantidad de huéspedes parasitados
luego de ocho dias desde la exposicion. Posteriormente, al emerger los adultos de la
filial 1 del parasitoide se registraron la cantidad de individuos y el sexo de cada uno. A
partir de los datos obtenidos se estimaron los siguientes parametros: la fecundidad total,
la fecundidad por huésped y el parasitismo, definidos anteriormente en los ensayos de

toxicidad directa.
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Figura 4.7. Dispositivos usados en las pruebas de persistencia de la accién de losdasecti
en los adultos d#l. ridens

Andlisis estadistico: el parasitismo, la fecundidad total y por huésped fueron analizados
a través de una prueba t-Student a los 14 y 29 dias. La proporcién de sexos de la F1 a
los 14 dias fue evaluada mediante una prueba Man-Whitney U por no cumplirse los
supuestos del ANOVA, y a los 29 dias fue analizada con una prueba t-Student previa
transformacion angular de los datos (Sokal, 1981) por no cumplirse el supuesto de
normalidad (Lilliford, p < 0,01). Sconsider6 en todas las pruebas un a = 5% y se uso

el programa Statistica (Stat Soft, 2000).

Los productos fueron clasificados segun la escala propuesta por la I0BC
(Hassan, 1997), donde una reduccién en mas del 30% del parasitismo con respecto al
testigo durante:

(1) Menos de 5 dias, corresponde a un insecticida de vida corta
(2) Entre 5 y 15 dias, corresponde a un insecticida poco persistente;
(3) Entre 15 y 30 dias, corresponde a un insecticida moderadamente persistente;

(4) Mas de 30 dias, corresponde a un insecticida persistente.
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Resultados

A los 4 dias desde la pulverizacion todos los adultos expuestos a tiacloprid murieron,
mientras que a los 14 y 29 dias sobrevivieron todos los individuos expuestos al
insecticida. Por lo tanto, no se registro el parasitismo en la primera fecha de evaluacion.
A los 14 y 29 dias desde la pulverizacion no se hallaron diferencias significativas en el
parasitismo entre las hembras expuestas a tiacloprid y al control (figura 4.8).

En base al porcentaje de reduccion del parasitismo luego de 24 horas de
exposicion al insecticida, el tiacloprid resufioco persistenteya que a los 14 dias
desde la pulverizacion la reduccidon en el niumero de huéspedes parasitados de las
hembras expuestas al producto fue menor al 30% respecto del valor obtenido para el

control.
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Figura 4.8. Parasitismo (media + error estandarMleridensluego de 4, 14 y 29 dias desde la
pulverizacion con tiacloprid. Letras iguales indican que no existen diferesigisificativas
entre tratamientos a los 14 y 29 dias (t-Student, p > 0,05).

A los 14 y 29 dias se registré también la fecundidad total y por huésped y no se hallaron
diferencias significativas entre los valores obtenidos en las hembras expuestas al
producto y al agua para cada tiempo. La proporcion sexual también resulto similar entre

las hembras expuestas a tiacloprid y al agua para cada tiempo (fue sesgada hacia los
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machos en todos los casos a excepcion de las hembras expuestas a tialcoprid a los 29
dias) (tabla 4.7).

Tabla 4.7.Parametros bioldgicos (media terror estandar) de las hembksridkensluego de
14 y 29 dias desde la pulverizacién con tiacloprid.

14 dias 29 dias
Parametro Agua tiacloprid Agua tiacloprid
Progenie/lhembra 6,33+1,84a 5+157a 6,50+201a 4,71+1,60a

Progenie/hembra/huésped 4,28+1,02a 3,14+121a 3,06%+082a 3,71+1,49a

Proporcion sexual 0,35+0,22a* 0,43+0,21a* 0,40%x0,11a* 0,56+0,17 a*
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Letras iguales en las filas para cada periodo de tiempo desde la pulverizd@én ique no hay
diferencias significativas entre tratamientos (t-Student, p > 0,09haa-Whitney U, p > 0,05).

Discusion

En el presente trabajo, se evalud la compatibilidad de uso Mntrieensy algunos
insecticidas utilizados para el control @2 pomonellaen manzanos. Se estudio la
toxicidad de los productos solo en los adultos del parasitoide y no en los estados
inmaduros, debido a qud. ridensataca a las larvas deP Bstadio d&. pomonellalas

cuales se encuentran en su capullo ocultas en la corteza de los arboles u hojarasca
(Bezemer y Mills, 2003). Por este motivo, se consideré que los estadios inmaduros de
M. ridenstranscurren en sitios protegidos sin contacto o con una muy baja probabilidad
de contacto con los insecticidas. Del total de productos evaluados, tres principios
activos,CpGV, clorantraniliprole y novaluron, fueron clasificados comproductos
inofensivosen base a las categorias de toxicidad de la IOBC.

El CarpovirusPlus® es un insecticida biolégico en base al virus de la granulosis
deC. pomonelldCpGV), que infecta a los estadios larvales de su huésped. Luego de su
ingestion los cuerpos de oclusion del virus se desintegran en el medio alcalino del
intestino del insecto y se inicia la infeccion de las células epiteliales del intestino.
Posteriormente, la infeccién se extiende a otros tejidos, como los cuerpos grasos. Las
larvas infectadas mueren luego de 5 - 7 dias (Steinke y Jehle, 2004). Este producto es
especifico para&C. pomonellay otras pocas especies de lepidopteros estrechamente

emparentadas (Lacey y Unruh, 2005). En el presente estudio se registré que el contacto
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directo con superficies tratadas con el producto no afectd la supervivencia ni los
parametros reproductivos de los adultosvideidens Esto concuerda con lo observado

en varios trabajos de campo que mencionan que el uso de CpGV para cor@olar a
pomonellano tuvo un efecto adverso sobre los predadores heterdpteros y phitoseidos
asociados a la arafiuela ropgnonychus ulmkKoch, presentes en montes comerciales

de manzanos (Gleet al, 1984); y tampoco resultd perjudicial para especies de arafias
(familias: Linyphiidae, Salticidae, Oxyopidae y Clubionidae), predadores heterépteros y
parasitoides, mayormente de la familia Encyrtidae, hallados en montes comerciales de
perales (Arthuret al, 2007). Sin embargo, en el caso de los parasitoides podria haber
un efecto indirecto del producto a través del huésped infectado, ya que la infeccién con
baculovirus puede interferir con el desarrollo de los parasitoides a través de la
competencia por el recurso (Lacey y Unruh, 2005; Mc. William, 2007, Lacey y Shapiro-
llan, 2008). Si bien en este trabajo no se evalué este efecto, el virus CpGV vy el
parasitoideM. ridensno compiten directamente por el recurso (huésped) dado que este
virus infecta a las larvas neonatas@epomonellaantes de que ingresen en el fruto,
mientras queéM. ridensataca a las larvas desarrolladas cuando forman su capullo fuera
del fruto. Ademas, la aplicacién del virus CpGV provoca en general la muerte de las
larvas infectadas rapidamente sin que lleguen a completar su desarrollo (Glen y Clark,
1985; Brain y Glen, 1989; Steinke y Jehle, 2004). Por otro lado, si las hembivhs de
ridens se encuentran en el campo con huéspedes infectados, es probable que sean
capaces de discriminar y optar entre estos y los huéspedes sanos, como se evidencid en
otras especies de parasitoides (Caba#é¢rd, 1991; Kyei-Poku y Kunimi, 1997; Lacey

et al, 2003).

El dorantraniliprole es un principio activo que pertenece al grupo quimico de
las diamidas antranilicas. Tiene un novedoso modo de accion ya que funciona como
activador de los receptores de rianodina afectando el proceso de contraccidon muscular.
Los insectos afectados presentan letargia, paralisis, dejan de alimentarse y finalmente
mueren (Cordovat al, 2006). Actla primeramente por ingestion y en segundo lugar
por contacto (Dinteet al, 2008). Este principio activo se caracteriza por su alto nivel
de actividad insecticida en un amplio rango de especies de lepidépteros plaga y por su
baja toxicidad en mamiferos asociada a su alta selectividad por los receptores de
rianodina de los insectos. Asimismo, posee un perfil ecotoxicolégico muy favorable y se
menciona como un producto seguro también para las aves y organismos acuaticos

(Lahmet al, 2007). En el presente estudio no se registraron efectos adversos de este
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compuesto en los adultos B ridens.Esto coincide con lo hallado por otros autores en
numerosas especies de enemigos naturales (htr, 2008; Bruggeet al, 2010;
Preethaet al, 2009; Huanget al, 2011). Gradisket al. (2010) mencionan su baja
toxicidad en abejas polinizadoras. Dinter et al. (2008) al evaluar el efecto de
clorantraniliprole en diversas especies de insectos benéficos, entre ellos parasitoides,
acaros predadores y coccinélidos en una amplia gama de ensayos (pruebas de
laboratorio y a campo) demostraron que este principio activo es seguro para numerosas
especies de insectos benéficos. Ademas, en otro extenso estudio donde se evalud la
toxicidad de clorantraniliprole a través de pruebas de laboratorio (por contacto e
ingestién) sobre especies de parasitoides pertenecientes a diversas familias de
himendpteros (Aphididae, Braconidae, Eulophidae y Icheumonidae) se comprobd que
este principio activo es altamente selectivo, al no registrarse efectos adversos en el
desempenio de los parasitoides evaluados (Bruejgey 2010).

El novaluron es un principio activo perteneciente al grupo quimico de las
benzoilfenilureas. Es un regulador de crecimiento que inhibe la sintesis de quitina
provocando una deposicion anormal de la endocuticula y la muerte del insecto en el
momento de la muda. Actla por ingestién y contacto en larvas de lepidopteros y otras
plagas, como las moscas blancas. Ademas, al tener accion translaminar afecta también a
plagas minadoras de hojas (Ishaayal, 2003). En el presente trabajo, el novaluron no
mostro efectos letales (mortalidad) ni subletales (reduccién del parasitismo, disminucién
de la fecundidad y/o cambios en la razon sexual) en los adulidsrittens Acorde a
los resultados obtenidos hay varios trabajos que sefialan que el novaluron no posee
efectos adversos en la fauna benéfica, en diversas especies de parasitoides, acaros
predadores, arafias‘yaquita$ predadoras, y proponen su uso en combinacién con los
agentes de control evaluados en programas de MIP en diversos cultivos (Eaatera
2005; Maxwell y Fadamiro, 2006; Gashwebeza, 2011). No obstante, existen otros
estudios en donde se registraron efectos toxicos de este compuesto en algunas especies
de insectos benéficos como abejas polinizadoras y ciertas especies de predadores y
parasitoides (Arayat al, 2005; Cutleret al, 2006; Jandriciet al, 2006; Carvalhaet
al.,, 2010; Maiaet al, 2010; Hernandezt al, 2011; Hodgsoret al, 2011). En
particular, en estudios de laboratorio con parasitoides se observd \eaeteles
glomeratusL. (Hymenoptera: Braconidae) la exposicion directa de los adultos a los
residuos de novaluron produjo una disminucion significativa de la supervivencia (Araya

et al, 2005) y la exposicion de los huevos de dos especies del gairogramma
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(Hymenoptera: Trichogrammatidae) provocé una disminucion en el porcentaje de
emergencia de la filial 1 (Carvalho, 2010; Mataal, 2010). En estos trabajos se califico

a este producto como moderadamente perjudicial para las especies benéficas evaluadas.
Las diferencias registradas en la susceptibilidad de los distintos enemigos naturales a
novaluron pueden deberse a diversos factores, entre ellos a la especie de enemigo
natural, la sensibilidad diferencial de los estados de desarrollo expuestos, la dosis y via
de exposicién (ingestion o a través del contacto directo), la forma de exposicion
(pruebas de toxicidad en el laboratorio o en el campo) y el tiempo de exposicion al
producto. Esto pone de manifiesto la necesidad de realizar evaluaciones para cada
especie de enemigo natural presente en el sistema con el fin de determinar su
compatibilidad con el principio activo novaluron.

Por todo lo expuesto anteriormente, el CpGV, el novaluron y el
clorantraniliprolese consideran insecticidas apropiados para su empleo conjunto con el
parasitoide,M. ridens, en estrategias de MIP en manzanos para el contrdl.de
pomonella Ademas, debido a que estos tres insecticidas poseen diferentes modos de
accion, su uso alternado en los ciclos de produccion puede evitar la aparicion de
fendmenos de resistencia en la plaga.

Asimismo, los tres productos mencionados poseen una alta selectividad y tienen
una categoria toxicolégica IV segun la clasificacién de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) a propésito de los riesgos para la salud humana, lo cual indica que son
productos que normalmente no ofrecen peligro (CASAFE, 2011). En suma, estos tres
insecticidas se presentan como una alternativa importante frente al uso del metil azinfos,
insecticida organofosforado altamente toxycampliamente utilizado en la produccion
de manzanas y peras.

Por otro lado, etiacloprid fue clasificado como un producto moderadamente
perjudicial a partir de los resultados obtenidos en las pruebas de toxicidad directa en los
adultos deM. ridens El tiacloprid es un insecticida neurotdxico que pertenece al grupo
quimico de los cloronicotinicos. Actia mimetizando la acciéon de la Acetilcolina,
activando los receptores postsinapticos (nicotinicos) de manera persistente. La actividad
continua de los neuroreceptores lleva a la sobreestimulacién de la sinapsis, provocando
excitacion, convulsion, paralisis y la muerte del insecto (Thacker, 2002). Tiene buenas
caracteristicas sistémicas y actla por contacto, y posee una alta actividad insecticida
contra plagas chupadoras y masticadoras, c@mpomonella En particular, en esta

plaga se constaté un buen control de las oviposturas (accion ovicida) conjuntamente con
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un rapido efecto de volteo sobre larvas del primer y segundo estadio, y un buen efecto
de contacto en las hembras adultas. Ademas, en estudios electrofisiolégicos se observd
que este compuesto tiene una eficacia mayor en las neuronas de esta especie, en
comparacion con otros insecticidas neurotoxicos. Por consiguiente, el tiacloprid es
especialmente indicado para el controldgpomonellgElbertet al, 2001). Respecto a

su toxicidad segun la clasificacion toxicolégica de la OMS a propdésito de los riesgos
para la salud humana tiene una categoria clase I, lo cual indica que es un insecticida
moderadamente peligroso (CASAFE, 2011).

En el presente estudio se registraron en las pruebas de toxicidad directa tanto
efectos letales de tiacloprid en los adultosvileidens(disminucion significativa en la
supervivencia al cabo de 24 h de exposicién), como subletales (disminucion del
parasitismo del 85% luego de 2 h de exposicidon). Estos resultados concuerdan con
numerosos estudios que hallaron efectos perjudiciales de este producto sobre diversas
especies de la fauna benéfica. Se hallaron efectos adversos en coleGpteros, hemipteros y
acaros predadores (Van de Veire y Tirry, 2003; Katsarail, 2009; Olzak y Sekrecka,

2010), y parasitoides de las familias Aphelinidae, Aphidiidae, y Trichogrammatidae
(Schuld y Schmuck, 2000; Van de Veire y Tirry, 2003; Tawdigal, 2010). Sin
embargo, hay otros autores que sefialan que el tiacloprid no posee efectos adversos
sobre ciertas especies de enemigos naturales, incluyendo varias especies de acaros
predadores (Bostaniagt al, 2009; Van de Veire y Tirry, 2003) y una especie de
parasitoide braconido perteneciente al gémaiichogenideg Newmanet al, 2004).

Asimismo, en este trabajo el tiacloprid fue clasificado como un producto poco
persistente en razén de los resultados obtenidos en las pruebas de persistencia en el
laboratorio. En coincidencia con este resultado Katsatrailt (2009) hallaron que este
compuesto mostrd efectos toxicos en pruebas de laboratorio en 3 especies de predadores
coccinélidos, donde los efectos adversos se mantuvieron incluso cuando los insectos
fueron expuestos a residuos de 8 dias desde la aplicacion del insecticida. También, en
otro estudio se observé que este compuesto resultd altamente toxico y persistente en una
especie de hemiptero predador, y poco persistente en un parasitoide de la familia
Aphelinidae (Van de Veire y Tirry, 2003).

Dado que el tiacloprid tuvo un efecto poco persistente sobre los adulkds de
ridens una manera de compatibilizar el uso de ambas herramientas de control seria
manejar los tiempos de aplicacidon del insecticida. En tal sentido, se pueden realizar las
aplicaciones cuando la mayoria de los parasitoides se hallan como estados inmaduros
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resguardados del contacto directo con el producto. Ademas, es posible que los adultos
de M. ridensencuentren refugios en el campo posibilitando su persistencia en las areas
tratadas. Es importante también considerar que hay estudios que sugieren que los
residuos de tiacloprid se degradan rapidamente en condiciones de campo (Schuld y
Schmuck, 2000; Schmuck, 2001). Finalmente, para implementar el uso conjunto de
tiacloprid y el parasitoid®. ridensen programas de MIP en pomaceas es fundamental
evaluar los efectos de este compuesto sobre el enemigo natural en pruebas de campo y

estudiar el desarrollo estacionallderidensen la region del Alto Valle de Rio Negro.
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Conclusiones del capitulo 4

v Los principios activos CpGV, novaluron, y clorantraniliprole no afectaron la
supervivencia ni el parasitismo de los adultodideidens Por lo tanto el uso de
estos productos es compatible con el empleo del parasitoide en programas MIP.

v' El tiacloprid provocé una disminucion significativa en la supervivencia de los
adultos y afect6 su parasitismo. Pero, al evaluar su persistencia, los residuos de
este producto resultaron progresivamente menos nocivos, y, al cabo de 14 dias
no se registraron efectos adversos en el parasitismo.

v El uso conjunto de tiacloprid M. ridensen estrategias MIP requiere de una
correcta sincronizacién entre la aplicacion del insecticida y el ciclo de vida del

parasitoide.
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CAPITULO 5

Colonizacidn y establecimiento de
los enemigos naturales

en el campo
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Introduccion

Un paso critico en la implementacion de un programa de control biologico clasico,
luego de la multiplicacion de los enemigos naturales exéticos en el laboratorio, es la
colonizacion de éstos en el campo. La colonizacion se define como el proceso de
manipulacion y liberacion de los enemigos naturales exoticos en el campo para
conseguir su establecimiento y dispersion en el nuevo ambiente. La capacidad de los
organismos benéficos para establecerse en un nuevo habitat estd condicionada por
diversos factores, incluyendo factores intrinsecos (factores genéticos, el estado de
desarrollo de los individuos liberados, etc.) y extrinsecos (métodos de liberacion,
manejo de los sitios de liberacién, etc.). El manejo de los sitios es de suma importancia
e implica la busqueda de lugares con presencia regular de la plaga y altas dgnsidad
sin uso de insecticidas, y ademas que no estén aislados de forma de permitir que los
enemigos naturales se dispersen a nuevas areas donde esté presente su hospedador.

Las poblaciones de insectos requieren de condiciones favorables para su
reproduccién y desarrollo cuando se establecen en nuevos ambientes. La temperatura es
uno de los factores climaticos clave que afecta el establecimiento y la dispersion, junto
con las precipitaciones (cantidad y distribucién), la humedad y el fotoperiodo. Para
sobrevivir en un area nueva, los insectos exoticos deben ser capaces de sobrevivir a los
extremos fisicos de calor y frio, humedad y sequia del sitio donde son liberados. Uno de
los principales factores que se deben evaluar en un potencial enemigo natural es su
capacidad de adaptarse a las condiciones propias de ese nuevo héabitat donde se
desarrolla la plaga y el cultivo.

Luego, de la liberacion de los enemigos naturales exoéticos en el campo, sus
poblaciones deben ser monitoreadas para determinar si logran establecerse con éxito en
el nuevo ambiente. El establecimiento se define como la presencia de una poblacion
reproductiva del enemigo natural luego de transcurrido un afio o mas desde su ultima
liberacion y sin nuevos aportes de individuos. Si la liberacion se realiza en una regién
con climas extremos, como inviernos con bajas temperaturas o largos periodos de
sequias, la poblacién del enemigo natural debe sobrevivir al periodo mas desfavorable
antes de que pueda confirmarse su establecimiento. El establecimiento puede evaluarse
realizando muestreos en la poblacion de la plaga para registrar la presencia de las
nuevas especies liberadas. Las muestras se deben tomar durante el primer afio desde el
inicio de las liberaciones en los sitios donde se liberé a los enemigos naturales para
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determinar si los agentes sobreviven y se reproducen en la misma temporada de su
liberacion. En los siguientes afios es necesario tomar nuevas muestras para determinar si
los enemigos naturales han sido capaces de sobrevivir y si han logrado establecerse con
exito (Van Driesche y Bellows, 1996).

El objetivo de este capitulo fue evaluar la colonizacién y el establecimiento de
los entomofagos en el Alto Valle de Rio Negro. Para ello se realizaron liberaciones en
condiciones de confinamiento para estudiar la reproduccion de los parasitoides en
condiciones de semi-campo en parcelas experimentales de manzanos. Posteriormente,
se realizaron liberaciones abiertas de los enemigos naturales con el fin de ®valuar

establecimiento en montes de pomaceas de la region del Alto Valle de Rio Negro.
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5.a) Evaluacion de la reproduccion déMastrusridensy Ascogaster quadridentata en
condiciones de semi-campo a traves de liberaciones confinadas en parcelas

manzanos.

Una vez que se obtuvo la autorizacion de la Direccion Nacional de Proteccion Vegetal
del Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) para la
liberacién deM. ridensy A. quadridentateen el campo y que se obtuvieron suficientes
ejemplares de los insectos en el laboratorio, se realizaron liberaciones de adultos de
ambos enemigos naturales en jaulas de confinamiento en montes de manzanos con la
presencia de&C. pomonella Estos estudios tuvieron como objetivo evaluar de forma
preliminar la capacidad de los agentes de control bioldgico recientemente introducidos
para reproducirse en las condiciones ambientales locales y ajustar las técnicas de

manejo de los enemigos naturales.

Materiales y métodos

Los estudios se desarrollaron en una parcela experimental de manzanos en el IMYZA,
INTA Castelar. Se liberaron adultos de los parasitoides provenientes de las crias
mantenidas en el IILB en jaulas de confinamiento con la presencia del huésped.

Si bien, originalmente, también se liberaron parasitoides en jaulas confinadas en
una parcela experimental de la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) Alto Valle
en 2005, debido a la pérdida parcial y/o total del material (rotura y robo de las jaulas) no

se obtuvieron resultados de estas liberaciones.

M. ridens

A fines de febrero y principios de marzo de 2005, en el INTA Castelar, en una parcela
de manzanos se seleccionaron 4 arboles al azar y se dispusieron jaulas de confinamiento
(jaulas dé‘voile” de 90 cm x 140 cm) abarcando una o dos ramas por arbol (figura 5.1
A). Por jaula se liberaron 25 parejas de adultosidadensde 2 - 3 dias de edad y sin
contacto previo con el huésped y se colocaron pequefias placas de acetato (4 x 3 cm)
con trazas de miel como alimento (figura 5.1 D). La actividad del parasitoide se evaluo

mediante el empleo de “fajas centinela” (figura 5.1 E), a razon de 5 por jaula. Estas
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consistian en tiras de carton corrugado (2 cm ancho) plegadas, conteniemndo cada una
20 larvas del ultimo estadio @& pomonellgrovenientes del laboratorio. Se realizaron

dos exposiciones de los parasitoides a sus huéspedes: una primera exposicion de 4 dias,
luego de la cual se retiraron y recambiaron las fajas centinela. Mientras que la segunda
exposicion fue de 8 dias. Diariamente las jaulas fueron revisadas y se registro la
presencia y actividad de los parasitoides. Transcurrido el tiempo de exposicion las fajas
centinelas fueron retiradas de las jaulas y acondicionadas en el laboratorio dentro de
recipientes plasticos (10 cm x 8 cm) con tapa‘“deile”. Los recipientes fueron
mantenidos en una camara de cria en condiciones controladas: temperatura 25 + 3 °C,
humedad de 40 - 60% e iluminacidon natural hasta la emergencia de los adultos. Se
registraron la cantidad de larvas del huésped parasitadas y no parasitadas, y al emerger
los adultos de la filial 1 dBl. ridensse registrd la cantidad de individuos y el sexo de
cada uno. A partir de los datos obtenidos se estimaron los siguientes parametros:

a. el porcentaje de parasitismo, definido como:

cantidad larvas parasitadas
x 100

cantidad larvas expuestas
En el calculo de este parametro se excluyeron del analisis las larvas del huésped que se
encontraron muertas.
b. la progenie, definida como el total de individuos obtenidos de la filial 1,
c. la proporcién sexual, definida como la cantidad de progenie hembra

respecto del total de la descendencia.

A. quadridentata

En enero de 2007 se colocaron 4 jaulas de confinamiento en el INTA Castelar en una
parcela de manzanos, una por arbol siguiendo la metodologia descripté piaens.

En cada jaula se liberaron 10 - 14 hembras y 5 - 7 machos adultos de 1 - 2 dias de edad,
sin contacto previo con el huésped, y se colocaron acetatos (4x3 cm) con miel como
alimento (figura 5.1 B y C). Ademas, por jaula se ubicaron 5 manzanas (4 - 5 cm) con
huevos deC. pomonella< 24 h. edad durante dos dias, las que fueron atadas en las
ramas de los arboles. Las manzanas fueron previamente infestadas en el laboratorio,
siendo expuestas durante 1 dia en jaulas con adult@s. g@monella Luego del

periodo de exposicion, se retiraron las frutas de las jaulas y para evaluar el parasitismo
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se realiz6 la diseccion de los huevos del huésped en el laboratorio, empleando una lupa
binocular y utilizando una gota de solucion fisiologica como diluyente. Se registré la

cartidad de huevos del huésped no parasitados y parasitados, y en estos ultimos se
contabilizé la cantidad de huevos del parasitoide por huevo del huésped. Se estimo el

porcentaje de parasitismo como:

cantidad huevos parasitados
x 100

cantidad hueves expuestos

Figura 5.1. Liberaciones confinadas dé. ridensy A. quadridentataA. Aspecto general de
parcela experimental de manzanos del INTA CastBlay.C. Detalle del interior de la jaula de
liberacién deA. quadridentatadonde se observan las manzanas con los huevos de la plaga
(flechas naranjas) y los acetatos con el alimento (flechas neDras)erior de una jaula de
liberacién deM. ridensdonde se observan las fajas centinelas con larvas del huésped (flecha
azul).E. Detalle de una faja centinela conteniendo larvas.gemonellan su interior.
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Resultados y discusion

M. ridens

Durante el ensayo, las temperaturas medias registradas variaron entre un maximo de
27,6 £ 4,2 °C (rango: 23 - 34,8 °C), y un minimo de 14,8 + 4,5 (rango: 6,6 - 21,3 °C). La
humedad relativa varié entre 52 y 85% y se registraron intensas lluvias durante dos dias
consecutivos alcanzando 83 mm de precipitaciones (serie datos meteorolégicos del
Instituto de Clima y Agua, CRN, INTA CastelaBn la primera exposicion los valores

de parasitismo d&l. ridenspor jaula oscilaron entre 41 y 63% (figura 5.2), siendo el
promedio del porcentaje de parasitismo de 49,7 + 4,7 larva€.dpomonella
parasitadas/jaula. La progenie media por jaula fue de4/85 adultos (media error
estandar) (tabla 5.1) y la proporcion de sexos fue sesgada hacia las hembras en todas las
jaulas (> 0,5) (tabla 5.1). La proporcién de sexoMdeidenssobreC. pomonellaaqui
obtenida (valores entre 0,52 - 0,68) concuerda con datos previos para esta especie en
condiciones de laboratorio, donde se menciona una proporcion de sexos sesgada hacia
las hembras (0,61 + 0,04 hembras/progenie total) (Bezmer y Mills, 2003). Los valores
de parasitismo obtenidos en este trabajo en condiciones de semi-campo (promedio: 49,7
+ 4,7% larvas huésped parasitadas) se hallaron en el rango del valor obtenido para la
poblacién de esta especie que se mantiene en condiciones controladas de laboratorio en
el IILB (parasitismo: 43,4 + 2% larvas huésped parasitadas) (Capitulo 1 de la presente

tesis).
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Figura 5.2. Porcentaje de parasitismo We ridensen el primer periodo de exposicion en las
jaulas de confinamiento en una parcela experimental de manzanos.

Tabla 5.1. Progenie y proporcion de sexosMeridensen el primer periodo de exposicién en
jaulas de confinamiento en una parcela experimental de manzanos.

Jaula Progenie Proporcién de sexos
total
1 77 0,68
2 85 0,52
3 71 0,59
4 63 0,57

En el segundo periodo de exposicion la progenie obtenida fue menorz2®011
individuos (mediat error estandar). Los bajos valores de descendencia del parasitoide
registrados en este periodo pueden deberse a la mortalidad de los individuos asociada a
las intensas lluvias registradas durante dos dias (83 mm), luego de las cuales no se
observaron individuos vivos. Ademas, en este periodo se registraron escapes en 2 jaulas
de confinamiento. Debido a los pocos individuos obtenidos de la filial 1 del parasitoide

en este periodo no se calculd el porcentaje de parasitismo y la proporcién sexual.
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A. quadridentata

Durante el ensayo, las temperaturas medias registradas variaron entre una maxima de
29,9 + 0,9 °C (rango: 29 - 30,8 °C), y una minima de 20,7 £ 0,9 (rango: 19,8%1,6

La humedad relativa vari6é entre 80 y 85%, y se registraron lluvias durante 2 dias con un
total de 11 mm de agua acumulados (serie datos meteoroldgicos del Instituto de Clima 'y
Agua, CRN, INTA Castelar). Los valores de parasitismo registrados para esta especie
fueron > al 60% (figura 5.3), con un valor promedio del porcentaje de parasitismo de

73,5 = 4,3% huevos dé. pomonellgarasitados/jaula. En todas las jaulas se registraron
eventos de superparasitismo (presencia de mas de un huevo del parasitoide por huevo
del huésped), y se observd un maximo de 4 huevos del parasitoide/huevo del huésped.
El porcentaje de huevos del huésped con eventos de superparasitismo fue cercano al
40% de los huevos expuestos en dos de las jaulas de liberacion (tabla 5.2). En los
parasitoides el comportamiento de superparasitismo ha sido registrado en numerosas
especies. En ciertas situaciones este comportamiento puede resultar beneficioso, como
en el caso de las hembras de endoparasitoides que atacan hospederos recientemente
parasitados, con las defensas disminuidas (Godfray, 1994A. foadridentataeste

tipo de comportamiento ha sido observado en condiciones controladas de laboratorio
(Cox ,1932; Rosemberg, 1934). En el presente estudio se confirmé este fendmeno en
condiciones de confinamiento en el campo, en huevds. gomonella Este tipo de
comportamiento depende de factores como la tasa de encuentro del parasitoide con
huéspedes parasitados y no parasitados, y de caracteristicas internas del parasitoide
(estado nutricional, cantidad de huevos maduros, etc.) (Godfray, 1994). En este estudio,
la presencia de eventos de superparasitismo podria deberse a que la cantidad de huevos
deC. pomonellaofrecidos fue reducida, se expusieron un promedio de 51 + 12,8 huevos
del huésped (tabla 5.2) durante 2 dias a un grupo de 10 - 14 hembras en cada jaula, y en
estudios realizados en esta tesis (capitulo 2) se registré que las hembras de esta especie
tienen una fecundidad promedio diaria de 22,27 huevos/hembra/dia en condiciones de
laboratorio. Ademas, el mayor valor de porcentaje de huevos del huésped
superparasitados se observo en la jaula donde la cantidad de huevos del huésped

ofrecida fue menor (13 huevos del huésped).
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Figura 5.3. Porcentaje de parasitismo Ae quadridentataen las jaulas de confinamiento en
una parcela experimental de manzanos.

Tabla 5.2. Porcentaje de huevos del huésped superparasitadds poradridentatata HSP)
(media £ EE), cantidad de huevos@epomonellg(CP) expuestos por manzana (media + ¥E)
por jaula en la liberacién confinada en una parcela experimental de manzanos.

Jaula % HSP Huevos CP/ Huevos
manzana CPljaula

1 56 + 34 122+ 47 61

2 29,3+7,4 14 + 3,7 70

3 41,3+7,2 12+4,8 60

4 44,4 +5,6 43+1,2 13
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En conclusion, los adultos dé. ridensy A. quadridentata provenientes de las lineas

de cria de laboratorio del IILB, se mantuvieron activos y fueron capaces de reproducirse
en presencia del huésped en condiciones de semi-campo en manzanos durante la época
estival en la region metropolitana de la provincia de Buenos Aires, con temperaturas
maximas de 27,6 * 4,2 °C padva ridensy de 29,9 + 0,9 °C para quadridentatalLos

valores de parasitismo registrados para ambas especies fueron altos: con valores > 40%

de parasitismo dil. ridensen todas las jaulas,cpn valores superiores al 70% de
parasitismo dé\.. quadridentataen el 75% de las jaulas. La informacion existente sobre

el parasitismo de los enemigos naturales natgescasa y los entomofagos citados

son especies generalistas u oportunistas (Botto, 2003; Torréns y Tortosa, 2005). En el
Alto Valle de Rio Negro se destaca la presenci&Ga®ozus legneyique es un
ectoparasitoide  generalista (Garrelo al, 2005). Para esta especie se
mencionan valores menores al 8% de parasitismo (rango: 0,5 - 7,5%), en condiciones
de semi-campo (jaulas ¢eoile” 30x40 cm) durante la temporada estival y en una
parcela experimental de manzanos del Alto Valle de Rio Negro (Garrido, 2010). Si bien
los resultados se refieren a diferentes especies y fueron realizados en localidades
distintas con condiciones ambientales particulares, se resalta la importancia de
incorporar en el sistema de produccién local a los parasitoide€. de
pomonellarecientemente importados en el pais, con el propdésito de fortalecer el gremio
de enemigos naturales presentes en la region. En el siguiente apartado de la tesis se

describe la colonizacién de las especies exéticas en el sistema de produccion local.
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5.b) Evaluacion de la colonizacién y el establecimiento dklastrus ridens y
Ascogaster quadridentata en montes de poméaceas de la regién del Alto Valle de Rio
Negro.

Materiales y métodos

Se realizaron multiples liberacionesMeridensy A. quadridentatadesde 2005 a 2010

en montes frutales en la principal regién productora de pomaceas de Argentina, el Alto

Valle de Rio Negro.

Area de trabajo

El Alto Valle de Rio Negro esta ubicado entre los 38° 40" y 39° 20" de latitud sur y entre
60° 30y 66° 30" al oeste del meridiano de Greenwich, tiene forma de “Y” y se
encuentra limitado a ambos lados por barrancas de formacion sedimentaria. El valle se
extiende a lo largo de 65 km junto al rio Neuquén, 50 km junto al rio Limay y 120 km
del curso superior del rio Negro, y abarca las ciudades de Cipolletti, General Roca, Villa
Regina y otras ciudades menores (figura 5.4)

El clima es continental, templado y arido. La temperatura media anual del area
de estudio es de 15,5°C, con maximas medias que oscilan entre 13,4°C (junio) y 30,4°C
(enero) y minimas medias entre -0,7°C (julio) y 13,1°C (enero). Los valores extremos
alcanzan su méximo en enero (38,7°C) y su minimo en junio (-10,3°C). La precipitacion
media anual es de 190 mm concentrada principalmente en invierno. Se registran heladas
primaverales y predominan los vientos del Oeste y Sudoeste, con mayor intensidad en
primavera y verano. Para disminuir el impacto del viento sobre los cultivos, se disponen
“cortinas” de alamos. Las heladas constituyen, junto con la sequia, uno de los factores
de mayor importancia en su accion perjudicial en los cultivos (Cichén y Fernandez,
2003; Worcel, 2006)

El area productiva comprende unas 100 000 ha bajo riego de las cuales 46 980
estan cultivadas con frutales de pepita, distribuidas en alrededor de 3 400 explotaciones

agricolas (Villareakt al., 2010).
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Figura 5.4. Mapa geopolitico donde se indica con un circulo rojo a la region del Alte dél
Rio Negro. Fuente: Instituto Geografico Militar de la Republica Argentina

En relacién con el manejo sanitario de los montes de pomaceas, existe en la regién una
diversidad de situaciones. Coexisten montes en riesgo fitosanitario (manejo fitosanitario
deficiente) y montes en situacién de abandono (sin manejo fitosanitario) con montes
frutales donde se aplican estrategias de control de plagas, los que representan mas del
90% de la superficie cultivada. En estos ultimos es importante diferenciar a los montes
con produccién organica (sin utilizacion de insecticidas de sintesis) de los montes con
produccion convencional que aplican insecticidas de sintesis con un calendario fijo, con
10 - 11 aplicaciones por temporada (incluyendo insecticidas organofosforados de
amplio espectro) y también de los montes con un manejo integrado que emplean la
técnica de confusion sexual (TCS) combinada con el uso racional de insecticidas, con 4

— 5 aplicaciones de insecticidas selectivos, los que corresponden a la mayor superficie
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cultivada con pomaceas del valle (Cichénhal, 2001b; INTA, 2008; Villareakt al.,
2010)

Sitios de liberacion

Se seleccionaron 6 montes frutales de pomaceas en Gral. Roca y en las localidades
linderas. Los montes seleccionados eran montes abandonados que presentaban las
siguientes caracteristicas: no tuvieron aplicacion de insecticidas y poseian especies
arbustivas y malezas; a excepcion del monte utilizado en la dltima temporada de
liberacion que fue un monte de produccion organica (figura 5.5). Los sitios de
liberacion fueron numerados de 1 a 6 y sus principales caracteristicas se presentan en la
tabla 5.3.
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Figura 5.5. Chacras donde se liberaroMaridensy A. quadridentataen el Alto Valle de Rio
Negro.Ay B. chacra 1C, D, Ey F. chacra 3G. chacra 6H el. chacra 5.
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Tabla 5.3. Caracteristicas de los sitios de liberacion Me ridens 'y A. quadridentata
correspondientes a seis montes frutales de la region.

Nombre  Numeraciéon Localidad Fruta superficie
chacra cuadro
(ha)
162 1 J. GOmez manzana-pera 0,68
Miras 2 Gral. manzana 0,36
Trabalon Roca
Antolini 3 Gral. manzana 0,53
Roca
Fernandez 4 Cervantes manzana 0,3
Sanchez 5 Allen manzana 0,96
Gordillo 6 Allen pera 1,39

Colonizacién de los enemigos naturales

Se liberaron adultos d&l. ridensy A. quadridentataprovenientesde las crias
mantenidas en el IILB. Los insectos fueron transportados por tierra hasta los sitios de
liberacién, y para su envio fueron acondicionados en recipientes plasticos (10 cm de alto
y 8 cm de diametro con tapa deile”) a razén de 100 individuos por recipiente. Los
recipientes se acondicionaron con papel absorbente humedecido con agua y trazas de
miel como alimento, y durante el traslado se mantuvieron en contenedores térmicos con
refrigerantes (figura 5.7.A).

Los adultos de ambos parasitoides fueron liberados periédicamente durante las
temporadas de produccion de pomaceas en la region (septiembre-abril), en las parcelas
seleccionadas (tabla 5.4NL. ridensfue liberado cada 15 dias, y se liberaron adultos
(hembras y machos) de 2 - 4 dias de edad, los que previamente a su envio habian sido
almacenados en frio (11,5 = 2 °C) desde su emergencia para obtener cantidades
suficientes de insectos. En las temporadas posteriores al 2006/07 no se liberaron adultos
de esta especie debido a su baja disponibilidad en el laboratorio. Los aduhos de
guadridentatainicialmente fueron liberados en cinco fechas por temporada. Luego, a
partir de la temporada 2007/08 se ajusté la metodologia de liberacion y se redujo el
namero de liberaciones a tres por temporada en concordancia con los picos de huevos
de C. pomonellague se registran en la region (figura 5.6) (Cichon y Fernandez, 2003).

Ademas, en la"i temporada (2005/06) se liberaron adultosAdeguadridentataque
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fueron almacenados en frio (11,5 + 2 °C) desde su emergencia hasta 2 a 5 dias. Mientras
que en las temporadas posteriores, debido a que se observé mortalidad en los individuos
almacenados en frio, se utilizaron adultos que fueron recolectados el mismo dia de su
envio o, en su defecto, el dia anterior. En la temporada 2008/09 no se liberaron adultos

deA. quadridentatalebido a su escasa disponibilidad en el laboratorio.

Tabla 5.4. Liberaciones dé. ridens(MR) y A. quadridentata AQ) en el Alto Valle de Rio
Negro de 2005 a 2010. Para AQ se indica la cantidad total de individuos liberados de ambos
Sexos.

Temporada Chacra Enemigo Parcelas Periodo de liberacion  Adultos liberados

natural liberacién (n° de liberaciones) por parcela

2005/06 1 MR 2 noviembre a marzo (9) 8309 y5104
AQ 1 noviembre a marzo (5) 365

2 MR 1 noviembre a marzo (9) 725 Ry 5553
AQ 2 noviembre a marzo (5) 365

2006/07 3 MR 1 septiembre a diciembre (7 425% y 440 &
AQ 1 septiembre a febrero (5) 490

4 MR 1 septiembre a diciembre (7 5009 y 440 &
AQ 1 septiembre a febrero (5) 490
2007/08 3 AQ 1 diciembre a febrero (3) 490
5 AQ 1 diciembre a febrero (3) 470
2009/10 6 AQ 2 diciembre a febrero (3) 220

139



Figura 5.6. Desarrollo estacional d€. pomonellaen el Alto Valle de Rio Negro (grafico
tomado de Cichén y Fernandez, 2008 indican con flechas rojas las fechas de liberacion de

A. quadridentatay resaltadas con circulos las liberaciones a partir de la temporada 2006/07 en
coincidencia con los picos de huevos de la plaga. Las flechas verdes indican las liberaciones de
M. ridens

Monitoreo

Se realizaron monitoreos periodicos de los adultos y las larv&s gemonellapara
estimar su abundancia poblacional. Para el monitoreo de los adultos de laeplaga s
usaron trampas combo (de 3 mg de coldemone + 3 mg de kairomona) ubicadas en el
tercio superior de los arboles (figura 5.7.D). Las trampas se colocaron poco antes de la
emergencia de los primeros adultos (primera generacion), en coincidencia con la
floraciébn del manzano de la variedBéd Delicious(lltima semana de septiembre),
hasta la cosecha (febrero/marzo). Las trampas se revisaron 1 vez por semana,
registrandose el numero de adultosCd@omonellacapturados.

Para el monitoreo de la abundancia de las larvas de la plaga y para estimar la
presencia y abundancia de los enemigos naturales se coltfasemrampa” de carton
corrugado en los sitios de liberacion. Las fajas consistieron en tiras de carton de 8 - 10
cm de ancho, que se doblaron por la mitad juntando los extremos, de forma tal que la
parte acanalada del cartén quedara hacia adentro (figura 5.7 B y C). De este modo las
larvas deC. pomonellague migran fuera de los frutos se ubican en los orificios del

carton en busca de un lugar donde tejer el capullo y transformarse en pupas. Las fajas se
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ubicaron en el tronco o rama principal de los arboles frutales, dependiendo de la carga
de frutas, y a razén de una faja por arbol. Una vez que se retiraron las fajas del campo,
estas fueron transportadas al 1ILB. En el laboratorio, las fajas fueron almacenadas en
frio (11,5 £ 2 °C) en bolsas de polietileno negras hasta su revision. Se registré por faja la
cantidad de larvas de. pomonellgparasitadas, muertas y no parasitadas. Las larvas de

C. pomonka parasitadas pdk. quadridentatase identificaron de acuerdo con su menor
tamafio (Cox, 1932), mientras que en el casddeidens al ser un ectoparasito, se
registro la presencia de huevos, larvas, o pupas del parasitoide sobre las larvas del
huésped. Las larvas del huésped parasitadas por ambas especies se dispusieron en cajas
de Petri de plastico (5,5 cm) acondicionadas con tiras de cartén corrugado de 2 x 4 cm,
hasta la emergencia de los adultos, y se mantuvieron en una cadmara en condiciones
controladas (2% 2 °C, 40 - 70% HR e iluminacion natural). Los adultos obtenidos
fueron identificados por especie de parasitoide y se determiné el sexo de cada ejemplar.
Cuando fue posible, de acuerdo a la disponibilidad de material suficiente, se estimé la
proporcion sexual, definida como la cantidad de hembras respecto del total de adultos
emergidos. Con los datos obtenidos se estinpbelentaje de parasitismopara cada

especie de parasitoide como:

n? larvas C.pomonella parasitadas por especie de parasitoide
= 100

n? de larvas de C.pomonella colectadas
Las larvas del huésped muertas por causas desconocidas se excluyeron en el

calculo del porcentaje de parasitismo ya que no fue posible identificar la causa de su

muerte y si estuvieron o no parasitadas.
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Figura 5.7. Colonizacion deM. ridensy A. quadridentateen el Alto Valle de Rio NegrdA.
Recipientes de envio y liberacion de los adultos en el caBnp&. Colocacion de fajas trampa
en el tronco de los &rboles frutal®s. Trampa combo para captura de adulto€ dgomonella

Los monitoreos con “fajas trampa” se realizaron en la misma temporada de liberacion

de los enemigos naturales para evaluar si los agentes liberados sobrevivian y se
reproducian durante la temporada y, en afios subsiguientes, para evaluar si los insectos
liberados se establecian en el campo y estudiar su dispersion.

En los monitoreos en la misma temporada de liberacién, las fajas trampa se
ubicaron siguiendo una disposicién concéntrica alrededor del arbol de liberacién. En la
tabla 5.5 se detallan los muestreos para cada temporada. Etetapbrada (2005/06)
por parcela se colocaron 50 fajas por sitio pitaridensy 13 fajas paraA.
quadridentata Inicialmente las fajas se recambiaron a lo largo de la temporada en
funcion del cilco de vida de cada especie para conocer el desarrollo estacional de los

insectos en el campo. PaM. ridens se recambiaron cada 15 dias y p#&a
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quadridentatacada 25 dias. Posteriormente, a partir de la temporada 2006/07, debido a
la muy baja captura de larvas @epomonellaobtenidas en las fajas durante los meses

de septiembre a enero, se ajustd y unific6 el criterio de muestreo para ambos
parasitoides: se colocaron 25 fajas trampa (figura 5.8) hacia el final de la temporada
(febrero-marzo), permaneciendo en el campo hasta la cosecha. Las fajas pemnanecier
en el campo por al menos 15 dias para obtener una mayor captura de larvas del huésped,
mayoritariamente de larvas diapausantes, de acuerdo con el desarrollo estacional de la

plaga en la region (Cichon y Fernandez, 2003).

Tabla 5.5. Monitoreos con faja trampa en la misma temporada de liberacidn. de
ridens(MR) y A. quadridentatg AQ) en el Alto Valle de Rio Negro de 2005 a 2010. A
partir de la temporada 2006/07 se ajust6 el sistema de monitoreo para las dos especies
de parasitoides.

Temporada Chacra Enemigo Parcelas Periodo de Monitoreos
natural liberacion monitoreo (cantidad fajas/monitoreo)

2005/06 1 MR 2 noviembre a abril 12 (50)
AQ 1 noviembre a abril 7 (13)

2 MR 1 noviembre a abril 12 (50)

AQ 2 noviembre a abril 7 (13)

2006/07 3 MR 1 febrero 2 (25)
AQ 1 febrero 2 (25)

4 MR 1 febrero 2 (25)

AQ 1 febrero 2 (25)

2007/08 3 AQ 1 febrero a marzo 3 (25)
5 AQ 1 febrero a marzo 3 (25)

2009/10 6 AQ 2 enero a marzo 4 (25)
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Figura 5.8. Disefio de muestreo concéntrico con fajas trampa. En rojo se indica el centro de
liberacion de los enemigos naturales y en verde los arboles con faja trampa (25). LaiGmmerac
indica los arboles con faja trampa que forman los cuadrados a distancias crecientes del arbo
liberacion.

En los monitoreos en los afios subsiguientes a la liberacidén de los enemigos naturales se
colocé un mayor numero de fajas por sitio de forma de abarcar una superficie mayor del
monte frutal. Las mismas se ubicaron siguiendo una disposicion regular asentada en el
patrén “arbol de por medio” (un arbol con faja y el siguiente en la misma fila sin faja).

Se colocaron las fajas trampa hacia el final de la temporada (febrero-marzo),
permaneciendo en el campo por alrededor de 15 dias. En las temporadas 2008/09 y
2009/10 se realizaron monitoreos en la unica chacra donde hubo una continuidad del
cultivo y de las condiciones de manejo del monte frutal, la chacra 3, y se ubicaron
alrededor de 60 fajas por fecha de monitoreo (tabla 5.6). Posteriormente, en la ultima
temporada de evaluacion (2010/11) se realizé un monitoreo mas extenso para estudiar la
dispersién de los parasitoides. Se colocaron en total 1 660 fajas distribuidas en 7 charcas
de la zona, incluyendo la chacra 1 y 3, y otros cinco montes de manzanos en las
cercanias a las chacras de liberacion (chacras 7 a 11) donde se libero y recobré a los
parasitoides previamente. La cantidad de fajas trampa por sitio fue variable y dependi6
de la extension del cuadro de implantacion de los frutales de cada sitio, de la presencia

de fruta en los arboles y de la disponibilidad de tiempo (tabla 5.6).
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Tabla 5.6. Monitoreos con faja trampa realizados en las temporadas posteriores a tdlibera
de los parasitoides en el Alto Valle de Rio Negro de 2008 a 2011. En la ultima temporada de
evaluacion (2010/11) se amplié el area de muestreo

Temporada Sitio Localidad Total Situacion manejo
fajas

2008/09 chacra3 Gral. Roca 205* monte abandonado

2009/10 chacra3 Gral. Roca 69 monte abandonado
2010/11 chacral J. Gomez 603 monte experimental cor
empleo de insecticidas

chacra3 Gral. Roca 385 monte abandonado

chacrar J. Gémez 150 monte convencional

chacra8 Gral. Roca 37 monte convencional

chacrad Gral. Roca 282 monte abandonado

chacralO Gral. Roca 103 monte convencional

chacrall Cervantes 100 monte convencional

*Se hicieron 3 monitoreos en esta temporada

Resultados y discusion
Los sitios de liberacion de los enemigos naturales se muestran en la figura 5.9. En total

se liberaron en la region alrededor de 2 503 3 300 @ de M. ridensy 3 400

individuos deA. quadridentatan seis chacras desde el 2005 al 2009 (chacras 1 a 6).
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Figura 5.9. Sitios de liberacion del. ridensy A. quadridentataen el Alto Valle de Rio Negro.

Los puntos de marcacion rojos indican las chacras donde se liber6 y reambpaeakitoides y

los puntos de marcacion celestes indican las chacras donde se liber6 a los parasiides per
hubo recobro. Imagen tomada del Google Earth, Inav/geosistemas SRL en 2015.

El porcentaje de parasitismo por faja obtenido en la temporada de liberacion de los
enemigos naturales en las distintas chacras fue variable, el maximo parasitismo de
ridensregistrado fue alrededor del 12% vy pAraquadridentatdue del 8% (tabla 5.7).
Ademas, hubo sitios donde no se recobraron a los parasitoides. Las liberaciones pueden
fallar por numerosas razones, algunas de las cuales estan relacionadas con el agente
liberado (estado nutricional, estatus de apareamiento, edad, etc.), otras con el sitio o
comunidad receptora (aspectos asociados al manejo del monte frutal) o con las técnicas
usadas (liberacibn de adultos almacenados en frio, recipientes usados para
almacenamiento vy liberacion, etc.). En este estudio, los sitios de liberacion presentaron
diferencias en cuanto a la variedad cultivada, el estado nutricional y de desarrollo de los
frutales y las practicas culturales de manejo del cultivo (frecuencia de riego y poda).

Un aspecto importante asociado al sitio de liberaciébn o comunidad receptora que
puede afectar la colonizacion de los enemigos naturales es la abundancia de la especie
hospedera (Van Driesche y Bellows, 1996). En particular, para la regién del Alto Valle

de Rio Negro se menciona que si se capturan una o mas larCagpdmonellapor
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arbol (faja) se espera una presion alta de la plaga en montes productivos (SINAVIMO,
2004). Ademas, en una chacra con un manejo fitosanitario adecuado, que se
corresponde con una densidad baja de la plaga, se espera una captura de adultos en
trampa de feromonas por semangromedio < 1 individuo; mientras que en un monte
abandonado las capturas de adultos pueden alcanzar los 20 individuos por semana (Ing.
D'Herve, F. de FunBaPa, comunicacion personal). En este trabajo es importante
destacar que si bien los valores de las capturas de adultos en las trampas combo y la
captura de larva€. pomonellaen las fajas trampa fueron variables entre los sitios
evaluados, en todas las parcelas de liberacion se evidencié una alta densidad de la plaga.
Las capturas de adultos en las trampas presentaron valores promedio mayores a 3
adultos/trampa/semana y las capturas promedio de larvas fueron mayores a 1,5
larvas/faja en las mayoria de los sitios (chacras 1 a 4) (tabla 5.7). En las chacras 5y 6
los valores de capturas de larvasddgomonelldueron muy bajos (< 0,6) (tabla 5.7) y

esto estuvo asociado a la escasez de fruta en los arboles. La carga de frutos en los
manzanos y perales puede verse afectada por factores climéaticos al momento de
floracién, como las heladas, y por factores asociados al manejo del cultivo, como la
poda de fructificacion (Benitezt al, 2005). En el caso particular de estas chacras (5 y

6) la ausencia de parasitismo de los enemigos naturales puede relacionarse con la muy
baja abundancia de larvas @epomonellaegistrada en las fajas trampa. En las chacras

1, 2 y 4 si bien se recobraron a los enemigos naturales durante la temporada de su
liberacion no fue posible evaluar el progreso de su establecimiento por diversas razones
que son ajenas a este estudio, que van desde parcelas en donde se secaron los arboles
frutales hasta cambios de cultivo (tabla 5.7).
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Tabla 5.7. Resumen de los resultados obtenidos en los monitoreos durante la temporada de
liberacion de los enemigos naturales de 2005 a 2010 en el Alto Valle de Rio Negro. Etala cuar
columna se muestra el rango del porcentaje de parasitismo promedio por faja obtenido por
chacra para cada fecha de monitoreo.

Chacra Temporada Especie de Porcentaje Larvas CP/ Adultos Situacion de
enemigo  parasitismo/faja faja(M + EE) CP/semana manejo posterior a
natural (n = fajas) (M £ EE) liberacion de los
liberada parasitoides

1 2005/06 MRy AQ MR: 0- 7,6(50) 1,9+0,3 6,5+1,7 uso insecticidas
AQ: 0 (13)
2 2005/06 MRy AQ MR: 0 -12,4(50) 8,29+1,2 8,3+2.2 cambio cultivo:
AQ: 0 (13) siembra alfalfa
3 2006/07 MRy AQ MR: 0 (25) 16,2+1,2 10,5+2 continuidad monte
AQ:0,3-3,7 sin uso de
(25) insecticidas
4 2006/07 MRy AQ MR: 0 (25) 57+0,6 6,6+1,2 cambio cultivo:
AQ: 0-7,9(25) siembra alfalfa
5 2007/08 AQ AQ: 0 (25) 0,2 +0,01 82+1,2 monte seco
6 2009/10 AQ AQ: 0 (25) 0,5+0,08 3,9+0,8 produccién organici

Abreviaturas usadas: MRMastrus ridensAQ = Ascogaster quadridentataCP = Cydia pomonella

Debido a la continuidad del monte frutal sin la aplicacion de insecticidas y con un
minimo de cuidados culturales (riego y poda), echacra3 fue posible evaluar el
progreso en el establecimiento de los parasitoides durante 5 temporadas consecutivas
(2006 - 2011). En esta chacra en la primera temporada de evaluacion (2006/07) se
liberaron adultos de ambos parasitoides mientras que en la siguiente temporada, de
acuerdo a la disponibilidad de insectos en el laboratorio, se liberaron solo individuos de
A. quadridentatalnicialmente, en la temporada 2006/07, los niveles de parasitismo de
A. quadridentatapor faja fueron bajos (valores promedio menores al 4%) (figura
5.10.A) y el porcentaje de fajas que presentd signos de parasitismo fue del 22% (tabla
5.8). En esta temporada no se registro la presench. dielens mientras que en la
segunda temporada si se recobraron adultos de esta especie luego de un afio de su
liberacion a campo, con niveles cercanos al 3% de parasitismo promedio por faja,
sugiriendo la presencia de una poblacién reproductiva activa capaz de sobrevivir
durante el invierno (establecimiento temporal). Los valores de parasitism de
guadridentataen la segunda temporada (2007/08) resultaron mayores (rango promedio:
6 - 38%) a los registrados para esta especie en la temporada anterior; ademas el
porcentaje de fajas en las que se observo parasitismo fue también mayor, llegando al
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39% de los arboles muestreados. Posteriormente, en la tercer temporada de evaluacion
(200809) se recobraron adultos de quadridentatacon niveles de parasitismo
superiores o iguales al 5%, a un afio de su Ultima liberacion en el campo, indicando que
esta especie también fue capaz de sobrevivir durante el invierno en la region. Asimismo,
en las dos ultimas temporadas de evaluacion (2009/10 y 2010//11) se registraron niveles
de parasitismo d&l. ridenscercanos al 3% y d&. quadridentatasuperiores al 20%

(figura 5.10.A). En relaciéon con la proporcién sexual, los valores registrados para
ambos parasitoides muestran un sesgo de la descendencia hacia los machos (valores <
0,5). Los valores obtenidos pava ridensfueron cercanos a 0,4 hembras/total adultos
obtenidos, mientras que pakaquadridentatdos valores fueron menores, entre 0,12 y

0,38 hembras/total adultos (tabla 5.8).
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Figura 5.10.Evaluacion del establecimiento de quadridentatay M. ridensen la chacra 3 en
cinco temporadas consecutivas de 2006 a 281Mliveles de parasitismo de quadridentaty
M. ridenspor faja trampa (media + error estandBr)Captura de larvas d& pomonelleen las

fajas trampa (media * error estand&?.Captura semanal de adultos de la plaga en las trampas
combo (media + error estandar).
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Tabla 5.8. Proporcién sexual y porcentaje de fajas que presentaron parasitisrdo de
guadridentata(AQ) y deM. ridens(MR) en la chacra 3 de 2006 a 2011.

Temporada Proporcién Porcentaje fajas
sexual (n) con parasitismo
2006/07 s/d* AQ =22
2007/08 s/d* AQ =39
MR =9
2008/09 AQ =0,38 (84) AQ =56
MR = s/d MR = s/d*
2009/10 AQ = 0,34 (64) AQ =56
MR = 0,43 (23) MR = 12
2010/11 AQ =0,12 (542) AQ =70
MR = 0,41 (153) MR =17

*s/d sin datos

En conclusion, las poblaciones b ridensy A. quadridentatahan persistido en el
nuevo ambiente (chacra 3). Los niveles de parasitismid. dédens obtenidos fueron
variables en el tiempo con valores cercanos al 3% al cabo de cinco temporadas. El
parasitismo deA. quadridentatafue también variable pero los valores registrados
resultaron superiores a los obtenidos paraidens alcanzando niveles mayores al 20%
de parasitismo en la ultima temporada de evaluacion (figura 5.10.A). Los datos
obtenidos sugieren que ambas especies se establecieron exitosamente en el campo de
acuerdo con lo mencionado por Van Driesche y Bellows (1996), estos autores proponen
que el establecimiento es exitoso si los enemigos naturales se recobran en temporadas
sucesivas, al menos luego de dos afios desde su liberacién, y sin nuevos aportes de
insectos en regiones con inviernos con bajas temperaturas.

Asimismo, la chacra 3 presento un alto nivel de infestacion de la plaga a lo largo
del periodo de evaluacion (2006 - 2011). Las capturas de lan@spadenonellaen las
fajas trampa fueron variables, con valores promedio > 5 larvas/faja (figura 5.10.B). Al
inicio de la evaluacién se observaron los maximos valores (cercanos a las 16 larvas de
la plaga en promedio por faja) (2006/07), mientras que hacia el final de la evaluacién se
registraron valores bajos de capturas, de alrededor de 7 larvas promedio por faja
(2010/11). Igualmente, la captura de adultosGlepomonelllaen las trampas de
feromonas presentd valores promedio mayores a los 4 individuos por semana y se

observo una tendencia decreciente desde el inicio de la evaluacion, donde se liber6 a los
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enemigos naturales, hasta el final de la evaluacién, al cabo de cinco temporadas (figura
5.10.C). Si bien la captura de adultos de lepidopteros en trampas de feromonas puede
verse afectada por diversos factores como el viento, la temperatura, el tipo de emisor,
etc. (Cichéret al, 2001a, Cichén y Fernandez, 2003), la disminucion registrada en las
capturas durante el periodo de evaluacion podria estar asociada, entre otros factores, a la
presencia de una poblacion activa de los parasitoides, los que presentaron niveles altos
de parasitismo (mayor abundancia relativa) hacia el final de la evaluacion. También hay
que destacar que el porcentaje de fajas colectadas con signos de parasitismo fue
aumentando a lo largo del periodo de evaluaciéml.endenseste valor llegé al 17%

en la Ultima temporada de evaluacién yferquadridentatgue del 70%, es decir, mas

de la mitad de las fajas colectadas presentaron signos de parasitismo (tabla 5.8). Aunque
estos resultados son promisorios es necesario realizar futuros estudios y evaluar la
eficacia de los enemigos naturales para controlar a la plaga en el nuevo ambiente. Este
tipo de evaluacion supone el empleo de métodos experimentales o de manipulacion para
crear dos situaciones: sitios con la presencia de los enemigos naturales y otros solo con
la presencia de la plaga (Van Driesche y Bellows, 1996).

En cuanto a los valores de parasitismo registrados en otros estudidd. para
ridens hay que mencionar que este enemigo natural ha sido ampliamente utilizado en
programas de control biolégico @& pomonellaen Estados Unidos. Las experiencias
descriptas son diversas pero en términos generales los valores de parasitismo registrados
en la misma temporada de liberacién fueron muy variables con sitios donde no s
recobr6 al parasitoide (con 0% de parasitismo) hasta sitios donde se mencionan altos
niveles de parasitismo, llegando al 60% (Eps&ial., 2003; Unruh, 1997; Caprile y
Mills, 2005; Mills, 2005b). Si bien en este trabajo también se obtuvieron niveles d
parasitismo variables, con sitios donde no hubo parasitismo, los valores maximos no
superaron el 12%. (tabla 5.7). Las diferencias en los niveles de parasitismo registrados
para esta especie pueden asociarse a las singularidades de cada estudio ya que la
experiencias descriptas difieren en cuanto al nUmero de insectos liberados por sitio, la
cantidad de liberaciones, la fecha de liberacién, la intensidad de monitoreo (cantidad de
fajas trampa por sitio), la permanencia de las fajas en el campo y también en cuanto a
las caracteristicas de los sitios de liberacion: montes con diversas especies frutales
(manzanos, perales y nogales) y diferentes situaciones de manejo del cultivo. Del
mismo modo, el clima preponderante en cada regién es un factor importante que puede

afectar el desempeiio de los enemigos naturales en el nuevo ambiente (Van Rriesche
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Bellows, 1996). No obstante estas diferencias es importante destacar que mientras que
en este estudio, la cantidad de insectos liberados por sitio fue del orden de los cientos de
insectos, en las liberaciones realizadas en Estados Unidos la cantidad de insectos
liberados fue superior (rango: 1 0008 000 insectos por sitio). Ademas, si bien se
menciona que este parasitoide se establecid exitosamente en varios estados de Estados
Unidos como California, Washington y Oregdn, no hay datos disponibles sobre los
niveles de parasitismo de esta especie a lo largo de los afios. En relacion con los
resultados obtenidos en este estudio, se considera importante evaluar en futura
investigaciones algunos factores que favorezcan el desempdfioridiensen el Alto

Valle de Rio Negro. La disponibilidad de alimento puede afectar el desempefio de los
parasitoides adultos en el campo, extendiendo la vida reproductiva de las hembras
(Wéckers, 2003). En tal sentido, dado que se trata de una especie sinovigénica cuyas
hembras adultas necesitan alimentarse para que maduren los huevos (Bezemer y Mills,
2001) seria importante evaluar la disponibilidad y abundancia de las fuentes de
nutrientes presentes en el cultivo. Las flores silvestres, las nectarinas extra florales, la
presencia de homépteros y la secrecién de melaza, la cobertura del suelo y la vegetacion
de los bordes son potenciales fuentes de recursos nutritivos para los enemigos naturales
en el campo (Van Driesche y Bellows, 1996).

Acerca de los niveles de parasitismo aqui obtenidosAagaadridentateen la
temporada de su liberacion como se menciond anteriormente, los valores fueron
variables, llegando a niveles de 8% de parasitismo (tabla 5.7) y en temporadas
posteriores a su liberacion se alcanzaron niveles de hasta 24% de parasitismo (figura
5.10.A). A nivel mundial esta especie se encuentra ampliamente distribuida en el centro
de Europa y fue introducida en Estados Unidos en la década de 1920 y en Nueva
Zelanda y Australia a principios del siglo pasado, llegando a establecerse en estos
paises. En la bibliografia hay numerosos trabajos que destacan la presencia de esta
especie en Nueva Zelanda, Canada y Espafia como parasitdtiepdmonella(Mc
Lellam, 1972; Tomkinget al, 1987; Sucklinget al, 2002; Mifarro y Dapefa, 2004).

Los trabajos hacen mencién del parasitismo naturah.dquadridentataecn montes
frutales con diversas situaciones de manejo productivo. En Nueva Zelanda se citan
niveles de parasitismo variables entre las diferentes regiones y dentro de las mismas,
con mayor presencia en la zona sur, donde se registraron valores entre 0 - 18% de
parasitismo en chacras abandonadas (Tondirad, 1987; Sucklinget al, 2002). En
Canada se registraron niveles de parasitismo entre 6 - 34% en chacras comerciales y
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arboles silvestres, con los mayores niveles asociados a estos ultimos (Mc Lellam, 1972);
y en Espafia en chacras experimentales se hallaron niveles de parasitismo entre 2 y 21%
(Mifiarro y Dapefia, 2004). Es importante destacar que los maximos niveles de
parasitismo hallados estuvieron asociados a montes silvestres o chacras abandonadas,
sugiriendo la importancia de estos sitios como reservorios naturales para la especie. A
pesar de que los estudios difirieren en aspectos como las condiciones climéticas
asociadas a cada region y la variedad de frutales y condiciones de manejo del cultivo;
en términos generales, los niveles de parasitismo aqui registrados se encuentran en el
rango de los valores hallados en otros paises déndaeadridentataesta ampliamente
distribuida y es un parasitoide frecuenteGdgpomonella

Por otro lado, en el extenso monitoreo realizado en la Ultima temporada de
evaluacion (2010/11) que abarco siete chacras de la regidon (figura 5.11), se registro
parasitismo de ambas especies de enemigos naturales en dos sitios, la chacra 3 y en la
chacra vecinaa esta, la chacra 9, ambos sitios correspondieron a montes frutales
abandonados. En la chacra 9 se observaron valores de parasitismo promedio de 2,5% de
M. ridensy 7% deA. quadridentatay en la chacra 3, los valores registrados fueron
superiores (figura 5.10.A). En los dos montes, los niveles de capturas de larvas de la
plaga en fajas trampa fueron altos, los valores de la chacra 3 fueron mencionados
anteriormente (figura 5.10.B) y la chacra 9 present6 una captura de lan@s de
pomonellamayor a los 10 individuos promedio por faja. En los restantes cinco sitios de
monitoreo no se registro la presencia de los parasitoides. Estos sitios correspondieron a
montes frutales donde se aplicaron insecticidas durante la temporada de produccion,
cuatro montes con manejo convencional y un monte experimental (tabl&rm é3tas
chacras los valores de capturas promedio de larvas de la plaga en las fajas trampa fueron
muy variables (rango: 0,03 - 14,6 lan@spomonell#aja). Esto estuvo asociado a las
situaciones heterogéneas de manejo productivo de las chacras evaluadas, con montes
con una buena estrategia de manejo, donde las capturas fueron bajas (menores a una
larva deC. pomonell&aja) y montes en peores condiciones de manejo, donde los

valores de capturas superaron las 5 larvas/ faja en promedio.
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Figura 5.11 Sitios de monitoreo dbl. ridensy A. quadridentateen la Ultima temporada de
evaluacion (2010 - 2011) en el Alto Valle de Rio Negro. Los puntos de marcaciomdijas i

las chacras donde se liberd y recobré a los parasitoides en temporadas pasadas y donde hubo
monitoreo (sitios 1 y 3) y los puntos de marcacién verdes indican los nuéa®s sibnde se
extendié el monitoreo de los parasitoides (sitios 7, 8, 9, 10 y 11). También se indigaletan v

los sitios donde hubo recobro de los enemigos naturales en temporadas pasadas pero donde
luego hubo un cambio de cultivo y no se realizé el monitoreo en la Ultima temporada2(siti

4). Imagen tomada del Google Earth, Inav/geosistemas SRL en 2015.

Con respecto a la dispersién de los parasitoides en la region, los datos obtenidos en la
altima temporada de evaluacion (2010/11) sugieren que las poblaciones de los enemigos
naturales presentes en los sitios de liberacibn no se propagaron hacia los montes
productivos de los alrededores. Las aplicaciones de insecticidas pueden actuar como una
barrera quimica que impide la dispersion de los parasitoides hacia nuevas areas,
restringiendo su colonizacion a los sitios sin tratamientos quimicos (Van Drigsche
Bellows, 1996). En el caso d&. quadridentatano hay informacion acerca de los
efectos nocivos de los insecticidas que se utilizan en la actualidad en la produccion de
pomaceas; entonces, seria valioso evaluar la toxicidad de algunos insecticidas sobre este
enemigo natural. Mientras que pavh ridens en la presente tesis (capitulo 4), se
obtuvo informacion sobre la toxicidad de cuatro insecticidas y se observé que solo el
tiacloprid, un insecticida neurotéxico mostro efectos perjudiciales sobre los adultos del
parasitoide pero result6 ser moderadamente persistente. Como se menciond
oportunamente, para complementar los resultados obtenidos en este trabajo sera
necesario evaluar otros principios activos y desarrollar pruebas en el campo.

Otro aspecto que puede afectar la dispersion de los agentes de control en la
region es la baja densidad de la plaga presente en los montes comerciales que poseen un
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buen manejo fitosanitario. Algunas caracteristica€ deomonellacomo su estatus de
plaga clave del cultivo, el dafio directo que ocasiona y la existencia de restricciones
cuarentenarias en algunos mercados externos sitian el nivel del umbral de dafio
econdmico aceptable en valores muy bajos (1% de frutos afectados o dafiados) (Cichén
et al, 2001b). Es posible entonces, que la densidad poblacional de la plaga en los
montes productivos con un buen manejo sanitario no sea suficiente para sostener o
posibilitar el establecimiento de los enemigos naturales exoticos.

En esta region, la mayor superficie cultivada con pomaceas corresponde a
montes productivos donde se aplican medidas de control fitosanitario y en los que los
niveles de dafio de carpocapsa promedian el 1% en manzanos (rango: 0,10 - 2,5% de
dafio), y una pequefa superficie esta representada por los montes abandonados o en
riesgo fitosanitario, los que se caracterizan por presentar altas densidades de la plaga y
un porcentaje de dafio mayor al 10% en manzanos (Villateal, 2010). Si bien el
Programa Nacional de Supresion de carpocapsa (PNSC) prevé la erradicacion de estos
sitios (SENASA, 2004) la implementacion de esta normativa no es facil de llevar a la
practica exitosamente; y en la actualidad, alrededor del 4% de la superficie cultivada
con manzanas corresponde a montes abandonados y en riesgo fitosanitario €Cichon
al., 2006; Villarreakt al, 2010). En este escenario, los montes abandonados o en riesgo
fitosanitario se presentan como una buena opcion donde colonizar a los enemigos
naturales en la region. Estos sitios pueden servir como reservorios naturales de las
especies exoticas y en ellos los parasitoides pueden contribuir a bajar la presiéon de la
plaga a nivel global, disminuyendo la cantidad de adultosCdgomonellaque
potencialmente migran desde estos sitios hacia los montes productivos de los
alrededores.

Asimismo, hay que destacar que el contexto actual de la fruticultura regional
representa un entorno favorable para el desarrollo de herramientas de control de plagas
alternativas, amigables con el medio ambiente, como el control biologico. A partir de la
implementacion del Programa Nacional de Supresion de carpocapsa en la region del
Alto Valle de Rio Negro y Neuquén en el 2006 se extendié el uso de la técnica de
Confusion Sexual (TCS) como tecnologia de base, combinada con el control quimico
(uso de insecticidas selectivos) y cultural (Cicledral, 2006; Villarrealet al, 2010).

En este sentido el empleo d& ridensy A quadridentatacomo agentes de control
biolégico constituye una herramienta novedosa para el contrGl gemonellaen la
region.
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Finalmente, este estudio representa un primer paso importante para la implementacion
de un programa de control biolégico de la polilla de la manzana mediante la
introduccién deM. ridensy A. quadridentataen la region del Alto Valle de Rio Negro.

En el futuro se plantea la necesidad de ampliar el area de colonizacién de los enemigos
naturales, de abordar el estudio del establecimiento de los parasitoides en distintos
sistemas productivos presentes en la regién (montes comerciales con diferentes
estrategias de manejo) y evaluar el impacto de los enemigos naturales en la poblacion de

la plaga.
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Conclusiones del capitulo 5

v' Los parasitoides exéticod\l. ridens y A. quadridentatse reprodujeron
exitosamente en el campo, adaptandose a las condiciones ambientales
regionales.

v Ambas especies lograron establecerse en el campo, con niveles de parasitismo
cercanos al 3% parsl. ridensy superiores al 20% para quadridentataal
cabo de 3 y 4 temporadas respectivamente desde su Ultima liberacion en el
campo

v' Los montes de pomaceas abandonados o en riesgo fitosanitario, con una alta
infestacion de la plaga, un minimo cuidado cultural (riego y poda) y con
abundante fruta a cosecha representan una excelente opcion donde colonizar a

los parasitoides en la region.
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CONCLUSIONES
FINALES
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Los resultados aqui presentados han contribuido a mejorar el conocimiento de los
enemigos naturales exoéticds, ridensy A. quadridentatalo que permitira en un futuro
facilitar el empleo de estas especies a través de la implementacién de un programa de
control biolégico clasico d€. pomonella

De la investigacion realizada se desprenden las siguientes conclusiones generales:

v' Se aport6 informacion de interés para la cria en condiciones controladas de los
enemigos naturales y su huésped.

v' Se realizaron aportes novedosos sobre aspectos basicos de la bioldgia de
quadridentata Se establecieron los principales parametros bioldgicos vy
poblacionales de esta especie sdbr@omonelleen condiciones controladas de
laboratorio.

v' Se contribuy6 con el conocimiento sobre el desempefio y la preferenbia de
ridenspor distintas especies de huéspedes, observando<e. quelestaes un
huésped apto para el desarrollo del parasitoide, si bien su huésped preferido fue
C. pomonella

v Se contribuy6 con el conocimiento sobre la susceptibilidad.d@lensa cuatro
insecticidas usados habitualmente en la produccion de pomaceas. Los productos
CpGV, novaluron y clorantraniliprole resultaron inofensivos por consiguiente, se
considera que su uso es compatible con el empleo del parasitoide en estrategias
de manejo integrado de plagas.

v' La colonizacion de los parasitoides exoticos fue exitosa, lograndose el

establecimiento de ambas especies en el Alto Valle de Rio Negro.
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