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Desarrollo de la técnica del insecto estéril y su integracion con el control
biolégico mediante entoméfagos parasitoides para el control de la pollila
del tomate Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae)

RESUMEN

La polilla del tomate, Tuta absoluta, es una de las plagas mas devastadoras del
cultivo de tomate en Sudamérica, donde es originaria, y en Europa y Africa,
donde ha ingresado recientemente. El control de T. absoluta se basa
principalmente en el empleo de plaguicidas. El objetivo de esta tesis fue
establecer las bases para el desarrollo de la Técnica del Insecto Estéril,
mediante el empleo de la Esterilidad Heredada (EH) en T. absoluta, y evaluar
su integracion con el Control Bioldgico (CB) con entoméfagos.

Los principales aportes de esta tesis son:

Conocimiento del efecto de los rayos X sobre la biologia de T. absoluta.
Determinacién de la dosis éptima de radiacion X para aplicar la EH en el control
de T. absoluta.

Estudio del efecto de la radiacion sobre la dispersion de machos irradiados.
Evaluacion de la supresion de poblaciones silvestres de T. absoluta mediante
la liberacion de individuos irradiados en invernaculo.

Determinacién del numero minimo de individuos irradiados a liberar para
reducir poblaciones de T. absoluta.

Evaluacion de la integracion de la EH y el CB mediante el empleo de los

entoméfagos Trichogramma spp.y Tupiocoris cucurbitaceus.

Palabras clave: Tuta absoluta, Técnica del Insecto Estéril, Esterilidad
Heredada, Control Biologico, Trichogramma nerudai, Trichogramma pretiosum.



Development of the sterile Insect technique and its integration with
biological control with entomophagous parasitoids for the control of the

tomato leafminer, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae)

ABSTRACT

The tomato leafminer, Tuta absoluta, is one of the most devastating pests of
tomato crops. This species is native to South America, but it has been invading
Europe, Africa and Asia recently. The main method of control of T. absoluta
relies on the application of chemical insecticides. The objective of the thesis
was to establish the basis for the development of the Sterile Insect Technique in
this species through the Inherited Sterility (IS), and to evaluate its integration
with Biological Control (BC) by entomophagous.

The main contributions of this thesis are:

Knowledge of the effect of X rays on the T. absoluta biology.

Determination of the optimal dose of X radiation to be used in the IS against T.
absoluta

Study of the effect of the radiation on the dispersion of irradiated males
Assessment of the suppression of wild populations of T. absoluta through the
release of irradiated individuals under greenhouse conditions.

Determination of the minimum number of irradiated individuals that should be
released to reduce wild T. absoluta populations

Evaluation of the integration of both IS and BC techniques using the

entomophagous Trichogramma spp. and Tupiocoris cucurbitaceus

Key words: Tuta absoluta, Sterile Insect Technique, Inherited Sterility, Biological
Control, Trichogramma nerudai, Trichogramma pretiosum.
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El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la hortaliza mas cultivada en
invernadero en la Argentina (Ferndndez Lozano 2006). Si bien el cultivo de
tomate bajo cubierta se desarrolla en todo el pais (excepto en la provincia de
Santa Cruz), existe una fuerte concentracion de esta actividad en las provincias
de Corrientes y Buenos Aires (Rothman y Tonelli 2010). En cuanto a la
produccién de tomate a campo, Mendoza es la principal provincia productora,
le siguen en orden de importancia, las provincias de Salta, Jujuy, Rio Negro,
San Juan y Buenos aires (Rothman y Tonelli 2010).

Las plagas’ constituyen uno de los factores limitantes de la produccion de
tomate, tanto bajo cubierta como a campo. Asi, Tuta absoluta (Meyrick) es la
plaga clave de este cultivo en gran parte de la zona productiva de nuestro pais,
por lo que ha sido declarada “Plaga Nacional de la Agricultura” (disposicion
N°285/69 de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacion). T.
absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) es un insecto de distribucién Neotropical
(Centro y Sudamérica). Comunmente conocida como la polilla del tomate, es
considerada una de las plagas mas devastadoras del cultivo de tomate en esas
regiones (Barrientos et al. 1998, Miranda et al. 1998, Desneux et al. 2010). T.
absoluta ataca al cultivo desde la etapa de almacigo hasta la cosecha. La larva
es la que produce el dano directo sobre las plantas, ya que se alimenta del
mesofilo foliar, barrena brotes o perfora frutos. Esto genera pérdidas en calidad
y rendimiento del cultivo, y como consecuencia enormes pérdidas econdmicas
a los productores.

El principal método de control de la polilla del tomate consiste en el uso de
plaguicidas (Desneux et al. 2010, Haddi et al. 2012). Ante la presencia de
elevadas infestaciones, los productores han intensificado el uso de productos
quimicos, aumentando las dosis y el numero de aplicaciones recomendadas
(Garcia y Espul 1982). El uso intensivo de plaguicidas ha generado la aparicidon
de poblaciones de T. absoluta resistentes a varios principios activos de
productos recomendados tanto en la Argentina (Lietti et al. 2005), como en

! DEFINICION DE PLAGA: Cualquier especie, raza o biotipo vegetal o animal o agente patdégeno dafino
para las plantas o productos vegetales (FAO 1995).
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Brasil (Siqueira et al. 2000) y Chile (Salazar y Araya 1997). Ademas, el empleo
de plaguicidas afecta negativamente a las poblaciones de insectos benéficos
(parasitoides y predadores) a través de efectos letales y subletales (Croft 1990,
Desneux et al. 2007).

Dada las actuales exigencias de los mercados locales y regionales de una
produccién con bajo nivel de contaminantes, es necesario encontrar
alternativas de control para la polilla que se enmarquen dentro del desarrollo de
una agricultura sustentable, sin generar impactos negativos sobre el ambiente.
El uso de genotipos de plantas de tomate resistentes a la polilla y el trampeo
masivo mediante el empleo de trampas de feromona han sido métodos
alternativos utilizados para reemplazar el control quimico (Castro Antonio et al.
2011, Oliveira et al. 2009, 2012, de Oliveira et al. 2008, Desneux et al. 2010).
Otro de los métodos de bajo impacto ambiental que ha sido usado contra T.
absoluta, es el Control Biolégico (CB). Esta es una tactica que utiliza a los
enemigos naturales de la plaga (entomopatégenos, parasitoides y predadores)
con el propésito de reducir su abundancia por debajo del nivel en que causan
perjuicios econémicos (De Bach 1977, Van Driesche y Bellows 1996). Existen
tres modos para implementar el control biolégico:

1) Clasico: consiste en la importacién e introduccién de enemigos naturales
exoticos contra plagas también exéticas, aunque en algunos casos se los
emplea contra plagas nativas.

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

3) Por conservacion: consiste en el aumento de los enemigos naturales
presentes en el agroecosistema, manipulando el ambiente de modo de hacerlo
mas favorable para ellos. En este aspecto se pueden mencionar técnicas tales
como la utilizacion de hospederas alternativas, los corredores bioldgicos, el uso
de cultivos trampa, la incorporacién de plantas con flores, la introduccion de
refugios potenciales, etc. (Altieri et al. 1996, Landis et al. 2000).

Entre las opciones para el control de plagas que no generan resistencia ni
producen impactos negativos sobre el ambiente se encuentra también la
Técnica del Insecto Estéril (TIE). Esta técnica se basa en la cria de la plaga, su
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esterilizacion total con radiacién ionizante y la liberacibn de un numero
suficiente de adultos esterilizados, para que se apareen con la poblacidon
silvestre sin dejar descendencia (Knipling 1979).

A fines de la década del 60, surgi6 la idea del Manejo Integrado de Plagas
(MIP), la cual se refiere a la aplicacion de estrategias de control basadas en la
combinacién armoniosa de dos o mas tacticas o métodos, seleccionados bajo
criterios ecoldgicos y socioecondmicos (Walter 2003). Segun los creadores del
concepto MIP, Stern et al. (1959), las principales tacticas en las que se ha
basado el MIP son el Control Quimico y el CB. ElI MIP ha sido definido por la
FAO (1977) como " el sistema de manejo de plagas, que en el contexto de la
asociacion del medio y la dindAmica poblacional de las plagas, utiliza todas las
técnicas y métodos adecuados de forma compatible, manteniendo las
poblaciones nocivas a niveles por debajo de aquellos causantes de daro
econdmico". En un MIP para el control de la polilla del tomate se podrian utilizar

las técnicas y métodos mencionados anteriormente entre otros.

1.1. La plaga, Tuta absoluta

La polilla del tomate fue originalmente descripta en 1917 por Meyrick como
Phthorimaea absoluta, sobre la base de individuos colectados en Perul. Luego,
esta especie fue transferida de género varias veces, pasando a
Gnorimoschema (1962), luego a Scrobipalpula (1964), Scrobipalpuloides
(1987), y por ultimo al género Tuta donde fue colocado por Povolny en 1994
(Povolny 1987, Barrientos et al. 1998).

Posicion sistematica

Orden: Lepidoptera

Superfamilia: Gelechoidea

Familia: Gelechiidae

Tribu: Gnorimoschemnii

Geénero: Tuta

Especie: Tuta absoluta (Meyrick, 1917)

13



Caracterizacion de los estados de desarrollo

El ciclo de vida de T. absoluta comprende cuatro estados de desarrollo: huevo,
larva (cuatro estadios), pupa y adulto.

Huevo: es de forma eliptica, mide entre 0,30 y 0,45 mm de largo y entre 0,20 y
0,25 de ancho (Fig. 1) (Garcia y Espul 1982). En su superficie tiene estrias
microscépicas en forma de red. Cuando es depositado por la hembra es de
color blanco, luego se va tornando amarillo y a medida que se desarrolla el
embribn se va oscureciendo. Previamente a la eclosién, se observa por
transparencia la capsula cefalica y el escudo protoracico de la larva (Garcia y
Espul 1982, Estay y Bruna 2002).

Figura 1. Huevo de T. absoluta sobre un foliolo
de tomate

Larva: es del tipo eruciforme con tres pares de patas y cinco pares de
espuripedios de forma cilindrica (Fig. 2a). El estado larval se divide en cuatro
estadios. Las larvas neonatas miden 0,90 mm de largo y son blancas
amarillentas con la cdpsula cefélica y el escudo protoracico oscuros (Garcia y
Espul 1982). La larva de IV estadio mide aproximadamente 8 mm, y hacia el
final del estadio se torna verde intenso con una mancha longitudinal de color
rosa en el dorso (Cardozo et al. 1994, Estay y Bruna 2002) (Fig. 2b). Las larvas
de T. absoluta tienen la cabeza oscura con una mancha lateral que se extiende
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desde los ocelos hasta el margen posterior. Carecen de placa dorsal en el
protérax y en su lugar tienen una banda oscura oblicua que no cubre la linea
media dorsal. Estas caracteristicas las diferencian de otros geléquidos
(Bahamondes y Mallea 1969, Garcia y Espul 1982, Cardozo et al. 1994).

Figura 2. Larvas de T. absoluta sobre un foliolo de tomate. a) Larva lll y b) Larva IV.

Pupa: al final del IV estadio larval, la larva disminuye su actividad y deja de
alimentarse. Entonces, teje un capullo de seda blanco donde empupa,
mayoritariamente sobre las hojas de la planta huésped o sobre la hojarasca.
Las pupas son del tipo obtectas y su tamafio y peso varian segun el sexo,
siendo mayores las hembras. Cuando estén recién formadas son de color
verde, luego se van tornando color pardo y por Uultimo pardo oscuro
(Bahamondes y Mallea 1969, Garcia y Espul 1982, Estay y Bruna 2002) (Fig.
3).

-
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Figura 3. Pupas de T. absoluta de diferente
estado de desarrollo



Adulto: es una polilla pequena de alas angostas y antenas filiformes largas,
abiertas en un gran angulo y elevadas hacia adelante cuando el insecto camina
o se posa (Cardozo et al. 1994) (Fig. 4). La expansion alar es para los machos
de 8,5 a 12,0 mm y para las hembras de 9,0 a 13,0 mm (Garcia y Espul 1982).
Ambos pares de alas son de color grisaceo, las alas anteriores son moteadas
de gris oscuro, alternadas con escamas de color crema, lo que da un conjunto
de pequenas manchas dentro del tono general gris. Las alas posteriores
poseen una banda de pelos finos en el borde posterior (Cardozo et al. 1994). El
abdomen es de color blanco-crema en las hembras y gris-crema en los
machos.

Figura 4. Adulto de T. absoluta

Ciclo de vida y comportamiento

La duracion de cada uno de los estados de desarrollo y como consecuencia
del ciclo completo, varia considerablemente segun la temperatura, humedad y
fotoperiodo. A una temperatura de 25 °C, el tiempo de desarrollo promedio de
T. absoluta desde huevo hasta la emergencia del adulto fue de 20 dias segun
Cardozo et al. (1994) y 27 dias segun Marcano (1995). Es una especie
multivoltina (Pereyra y Sanchez 2006), las condiciones de temperatura,
humedad relativa, disponibilidad de alimento, y factores bioticos de mortalidad,
son las causas determinantes del numero de generaciones que la plaga puede
desarrollar por afo.
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En nuestro pais para cultivos de tomate a campo en Mendoza y San Juan,
se han observado desde cinco (Garcia y Espul 1982) hasta seis generaciones
por temporada (Riquelme 1993); en el cinturon horticola platense y en la
localidad de Castelar el nUmero de generaciones es de tres a cuatro (Botto et
al. 1995a); en el Litoral desarrolla generaciones continuas durante todo el ano
(Caseres 1992). En las zonas templadas, desde Junio a Septiembre, la polilla
del tomate se encuentra mayormente en estado de pupa (Torrilla de Bearzi
1979, Riquelme 1993) aunque si las temperaturas no son muy bajas puede
encontrarse en estado adulto (Riquelme 1993). En el area del cinturén horticola
platense y en el litoral, la combinacion de sistemas productivos a campo abierto
y bajo cubierta permiten a la plaga mantenerse activa durante todo el ano, de
esta manera, los invernaderos constituyen “reservorios” de polillas, por su
oferta continua de alimento y de un ambiente favorable.

Los adultos son mas activos durante las horas nocturnas y crepusculares,
durante el dia permanecen escondidos en el follaje de la planta, generalmente
en el envés de las hojas (Razuri y Vargas 1975, Torrilla de Bearzi 1979). El
apareamiento suele ocurrir pocas horas después de la emergencia, y por lo
general, en las primeras horas de la manana (Fernandez y Montagne 1990) o
en la primera noche posterior a la emergencia (Razuri y Vargas 1975). La
duracién del apareamiento es variable, pudiendo requerir de dos, tres y hasta
ocho horas. El periodo de preoviposicidon puede variar entre 12 a 72 horas
(Garcia y Espul 1982). Aunque las hembras pueden oviponer en diferentes
horas del dia, el periodo de mayor actividad se produce en el crepusculo y en
las primeras horas del dia (Razuri y Vargas 1975). La fecundidad de las
hembras es muy variable, Garcia y Espul (1982) han observado valores entre
40 y 55 huevos mientras que Razuri y Vargas (1975) y Fernandez y Montagne
(1990) han observado valores entre 150 y 300 huevos. El 90% de los huevos
son ovipuestos durante los primeros 10 dias de edad reproductiva (Fernandez
y Montagne 1990, Pereyra y Sanchez 2006).

Las hembras, en general, depositan sus huevos mayormente en las hojas
(sobre todo en la cara abaxial), pero también lo hacen sobre los tallos, corona,
peciolos y racimos florales o frutales (Cardozo et al. 1994, Estay y Bruna 2002).
Los huevos son dispuestos generalmente en forma aislada aunque
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eventualmente en grupos de hasta cinco (Cardozo et al. 1994, Fernandez y
Montagne 1990). Segun la temperatura y humedad relativa, la eclosion de los
huevos demora aproximadamente entre 4 dias (25°C) y 7 dias (20°C). Después
de la eclosion, las larvas recién emergidas penetran en las hojas y realizan una
pequefa galeria. Luego, las galerias aumentan de tamario a medida que las
larvas crecen y se alimentan del meséfilo de las hojas, destruyéndolas
completamente (Fig. 5). Ademas, las larvas se pueden alimentar de tallos y
frutos, a los cuales también les generan graves danos (Garcia y Espul 1982).
Como se mencion6 previamente, al finalizar el IV estadio, la larva teje un
capullo de seda blanco para empupar dentro de él. El capullo es realizado
mayormente en las hojas, en ocasiones aprovechando el acartuchamiento de
las mismas. También pueden empupar sobre o dentro del tallo, sobre la
superficie del suelo o en la hojarasca, y en ocasiones en los frutos (Estay y
Bruna 2002).

Figura 5. Galerias en hojas de tomate realizadas por larvas de T. absoluta.

Hospederos secundarios

Aunque el tomate es el hospedero primario de T. absoluta, esta también
puede alimentarse, desarrollarse y reproducirse sobre otras Solanaceas
cultivadas como la papa (Solanum tuberosum L.), la berenjena (Solanum
melongena L.) y el tabaco (Nicotiana tabacum L.) (Vargas 1970, Campos
1976), asi como sobre solanaceas no cultivadas (Solanum nigrum L., Solanum
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eleagnifolium L., Solanum bonariense L., Solanum sisymbriifolium Lam. entre
otras) (Garcia y Espul 1982, Larrain 1986).

Distribucion y dispersion

Como se mencion6 anteriormente, T. absoluta es un insecto de distribucién
Neotropical nativo de Sudamérica (Barrientos et al. 1998). En nuestro pais,
Bahamondes y Mallea (1969) la citan por primera vez en Mendoza, proveniente
de una partida de tomates procedentes de Chile en abril de 1964. Desde
Mendoza se expandié por todo el pais. A comienzos de la década de 1980, T.
absoluta es registrada como una de las mas devastadoras plagas de tomate en
Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Paraguay, Perud, Uruguay y
Venezuela (Barrientos et al. 1998; Botto et al. 2000, Estay 2000, Desneux et al.
2010, 2011). En Europa, la polilla del tomate fue registrada por primera vez en
2006 en Espafna y desde alli se dispers6 rapidamente por la region
Mediterranea y otras partes del continente (Desneux et al. 2010, 2011). En
2011 fue detectada en Centroamérica (Panama) (J. M. Poveda, comunicacion
personal). En 2012, fue hallada por primera vez en Senegal (Pfeiffer et al.
2013). Desde su deteccion inicial en Europa, la polilla ha causado danos
graves a la produccion de tomate en las areas invadidas (Germain et al. 2009).
Es considerada actualmente una amenaza clave para la agricultura en Europa
y Africa del norte. En el trabajo de Bloem y Spaltenstein (2011) se muestran las
areas de Estados Unidos que potencialmente podrian ser colonizadas por T.

absoluta.
Importancia econémica

El dafio producido por T. absoluta en las plantas de tomate es causado por
las larvas. Estas, como se menciond previamente, tienen habito minador /
barrenador y es caracteristico en todos sus estadios. Cuando las larvas se
alimentan produciendo minas en la hojas, destruyen el mesdfilo foliar y se
ubican entre las caras abaxial y adaxial de las mismas (Garcia y Espul 1982).
De esta forma se afecta la capacidad fotosintética de la planta y en

19



consecuencia, el rendimiento. Las larvas también pueden penetrar en los tallos,
alterandose el desarrollo general de la planta y pudiendo llegar a causar
necrosis. Los frutos pueden ser atacados por la polilla apenas formados, y las
galerias generadas en su interior pueden ser invadidas por patégenos
secundarios que conducen a la pudricion. Ademas, un problema adicional
importante es que la larva se puede alimentar directamente sobre el apice de
crecimiento de la planta, deteniendo el desarrollo de la misma. Esta plaga
afecta la produccion de tomate, tanto la destinada al mercado de productos
frescos asi como al procesamiento del tomate. Las larvas causan pérdidas de
hasta un 80-100% (Lopez 1991, Apablaza 1992). Ademas, la actividad de
alimentacién de las larvas sobre los frutos afecta el aspecto visual de los
productos cosechados.

Manejo

Las decisiones de manejo para el control de T. absoluta varian de acuerdo
al sistema productivo, la época de plantacién, la zona y la etapa fenolégica que
se considere. El muestreo en todo sistema de manejo racional es esencial para
registrar la presencia y estimar la abundancia relativa de las plagas en una
etapa del desarrollo del cultivo que permita al productor adoptar una estrategia
de control adecuada. En el caso particular de esta plaga, el muestreo previo es
fundamental desde la etapa de almacigo (Riquelme 1993, Botto 1999).

Monitoreo de adultos: consiste en la captura de los insectos adultos
mediante el empleo de trampas, que indica la presencia de la plaga. Las
trampas estan formadas por un atractivo y un dispositivo en el cual se atrapa al
insecto. Entre los atractivos mas utilizados se encuentran las feromonas,
sustancias secretadas por los insectos y que permiten la comunicacién entre
individuos de la misma especie (Gullan y Cranston 2000). En la polilla del
tomate, el monitoreo de adultos con trampas de feromonas sexuales se utilizd
por primera vez en Chile, y se realizd empleando hembras virgenes como
fuente emisora de la feromona sexual (Quiroz 1978). Botto et al. (1995)
utilizando trampas de feromonas con hembras virgenes determinaron que en el
cinturén horticola platense la polilla del tomate puede desarrollar de tres a

20



cuatro generaciones al ano. Estas trampas también se utilizaron en
invernaderos pero las altas temperaturas afectaron la supervivencia de las
hembras y, por lo tanto, no se obtuvieron buenos resultados (Botto et al. 2000).
Las feromonas sintéticas para el monitoreo de T. absoluta fueron
posteriormente desarrolladas en Holanda (PHEROBANK®). Ensayos
preliminares sobre la capacidad de estas feromonas sintéticas como
herramientas para el monitoreo de la actividad de los adultos de la polilla
mostraron que las trampas son eficientes en las capturas de machos, aun con
bajas densidades poblacionales de la plaga y cuando se las ubica a mas de 50
m de los cultivos (Botto 1999).

Monitoreo en el cultivo: Botto et al. (2000) sugieren el conteo de los huevos

en el tercio superior de al menos el 10% de las plantas, pues es el estado
previo al que ocasiona el dafno y el que posibilita el empleo eficaz de los
enemigos naturales. Por otro lado, Polack y Mitidieri (2002) recomiendan el
registro del numero de foliolos con dafo fresco (con presencia de larvas) en 20
plantas cada 1000 m2. En Mendoza se ha desarrollado un sistema de muestreo
cualitativo de dafos, en el que se distinguen las categorias de mancha o
galeria de menos de 2mm (la que realiza la larva neonata), galeria de 2 a 5
mm, galeria de mas de 5mm (la que produce la larva en su ultimo estadio) y
foliolo necrosado (Riquelme 1993). El mismo autor sugiere que la hoja mas
representativa para realizar dicho muestreo es la hoja subyacente a la flor
superior.

Nivel de dafio econdmico: Se han sugerido diversos parametros para el

inicio del control. En cultivo bajo cubierta, Botto (1999) recomienda comenzar el
control utilizando agentes de control bioldgico (parasitoides odfagos) al
observarse los primeros adultos en las trampas de feromonas y/o ante el
registro de las primeras oviposiciones en las plantas. Polack y Mitidieri (2002)
proponen iniciar el control quimico cuando el numero promedio de foliolos con
dafno fresco por planta es superior a dos y volver a aplicarlo cuando el nivel es
nuevamente alcanzado. En Mendoza, en cultivos a campo abierto, se
recomienda empezar los tratamientos si se toman dos muestras consecutivas

con un promedio de 2-3% de manchas (Riquelme 1993).
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Control: En la Argentina, actualmente, el manejo de la polilla del tomate en
la actualidad solo se basa en el empleo de productos quimicos. Si bien existen
protocolos de manejo integrado (Polack y Mitidieri 2002), estos incluyen un
empleo mas "racional" de los insecticidas segun monitoreos previos, pero sin
incorporar el CB aplicado. Sin embargo, un uso racional de los productos
quimicos lleva implicito una mejora en el CB natural, ya que no se estarian
afectando los enemigos naturales que se encuentran en el ambiente. El control
quimico ha sido la tactica empleada tradicionalmente por los productores. Los
insecticidas de contacto comunmente usados hasta la década del 90
(Piretroides, Carbamatos y Fosforados) no eran lo suficientemente eficaces
debido al habito minador de las larvas, o que conducia a un elevado niumero
de aplicaciones en cada campana. Estos productos fueron parcialmente
reemplazados por insecticidas de accién translaminar como la Abamectina y el
Clorfenapir (Mezquiriz 2001). Sin embargo, los problemas antes mencionados
de resistencia a algunos principios activos (Lietti et al. 2005), aparicion de
plagas secundarias, contaminacién y baja eficiencia de aplicacién, generaron la
busqueda continua de otras alternativas para el control de la polilla.

El control cultural implica la destruccién total de los rastrojos de tomate, de
los restos del deshojado y desbrote y de toda planta huésped potencial;
eliminacion de posibles reservorios en el suelo; asegurar la ausencia de la
plaga en los almacigos y un correcto manejo del cultivo en general (riego,
fertilizacién, desbrote, etc.). Ademas, se ha estudiado la resistencia a T.
absoluta de ciertas variedades y especies como Lycopersicum hirsutum (Leite
et al. 1999).

El CB aplicado, si bien no se utiliza en Argentina, ha sido objeto de
investigaciones, en particular, en referencia al empleo de los parasitoides
oo6fagos Trichogramma pretiosum Riley, Trichogramma rojasi Nagaraja y
Nagarkatti y  Trichogrammatoidea bactrae Nagaraja (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) y el parasitoide de larvas Pseudapanteles dignus
(Muesebeck) (Hymenoptera: Braconidae) (Ceriani et al. 1994, Botto et al. 2000,
Folcia et al. 2003, Heit et al. 2006, Luna et al. 2007, Riquelme 2009, Sanchez
et al. 2009, Luna et al. 2010, Folcia 2014). P. dignus junto al parasitoide larval
Dineulophus phthorimaeae De Santis (Hymenoptera: Eulophidae) han sido
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registrados como las especies mas frecuentemente encontradas en cultivos
comerciales de tomate (Berta y Colomo 2000), causando niveles de
parasitismo de hasta un 70 % (Sanchez et al. 2009). Si bien el porcentaje de
parasitismo no es el parametro mas util en términos de la eficiencia del
parasitoide, es el mas empleado en la bibliografia. Otro parasitoide,
Neochrysocharis formosa (Westwood) (Hymenoptera: Eulophidae) ha sido
encontrado parasitando larvas de T. absoluta en cultivos organicos de tomate a
campo y en invernadero, en el norte de la provincia de Buenos Aires (Luna et
al. 2011).

A diferencia de la Argentina, en otros paises de América del Sur el manejo
de la polilla del tomate esta fundamentado en el control biolégico. Por ejemplo,
en Colombia el uso del parasitoide de larvas Apanteles gelechiidivoris Marsh
(Hymenoptera: Braconidae), los parasitoides de huevos T. pretiosum y
Trichogramma exiguum Pinto y Platner (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
combinado con aspersiones periddicas de Bacillus thuringiensis son los
componentes mas eficientes del control. De esta forma logran mantener a la
plaga por debajo del nivel de dano econdmico, reduciendo el uso
indiscriminado de plaguicidas (Garcia Roa 2000). Salas (2001) ha
documentado que con liberaciones inundativas de T. exiguum como parte de
una estrategia de MIP se han alcanzado niveles de parasitismo entre 9,8- 28,6
% en la produccion de tomate a campo abierto en Colombia. En Brasil, para el
control de la polilla del tomate se emplea el parasitoide de huevos T. pretiosum,
la cual es una herramienta muy eficiente, especialmente en ambientes
protegidos. El parasitoide se libera tres veces por semana asociado a
aplicaciones semanales del insecticida bioldgico B. thuringiensis (Medeiros et
al. 2005). Parra y Zucchi (2004) han documentado un 87 % de parasitismo
sobre huevos de T. absoluta por T. pretiosum en producciones de invernadero.

En Espafa se han realizado numerosos ensayos de laboratorio y a campo
para determinar si los huevos de la plaga invasiva, T. absoluta, son adecuados
para el desarrollo de predadores espontaneos de estos huevos, los miridos
nativos Macrolophus pygmaeus (Rambur) y Nesidiocoris tenuis Reuter
(Urbaneja et al. 2009, Molla et al. 2009, Bompard et al. 2013). Estos autores
demostraron que ambos miridos son predadores activos de los huevos de la
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polilla del tomate y de todos sus estadios larvales (aunque prefieren el
primero). Se concluyé que ambos predadores se adaptan bien a la especie
invasiva contribuyendo con el CB de la misma en cultivos de tomate. Asi, tanto
M. pygmaeus y N. tenuis se han estado empleando en programas de MIP
contra la polilla del tomate (Zappala et al. 2013). En 2011, en 3000 ha de
produccién de tomate en inverniculo en Murcia se realiz6 un MIP para
controlar a T. absoluta, basado en la conservacion/ inoculacion de miridos
(Urbaneja et al. 2012).

Francia es otro de los paises europeos donde se han realizado una gran
cantidad de estudios de laboratorio y a campo para estudiar el uso posible de
varias especies de Trichogramma solas o en combinacién con predadores para
el control de T. absoluta (Bompard et al. 2013, Chailleux et al. 2012, 2013).
Trichogramma achaeae Nagaraja y Nagarkatti y Trichogramma euproctidis
(Girault) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) fueron de las especies estudiadas
las que parasitaron un mayor numero de huevos de la polilla del tomate (en
promedio 20 y 10 huevos en 24 h, respectivamente). Ademas, encontraron que
en laboratorio el uso de T. achaeae combinado con M. pygmaeus incremento
significativamente el nivel de control sobre la polilla respecto al alcanzado con
el empleo de estos enemigos naturales por separado (Chailleux et al. 2013). En
el sur de Francia, en ensayos a campo de MIP para el control de la polilla
también se encontré que el control aumentaba con el empleo combinado de T.
achaeae 'y M. pygmaeus (Trottin-Caudal et al. 2012).

1.2. Genética y esterilidad heredada en el orden lepidoptera

En el pasado, se ha demostrado un exitoso manejo de plagas del orden
Diptera a través de la liberacidn de insectos esterilizados completamente
mediante el uso de radiacién en la TIE. Esta técnica se basa en la cria del
insecto plaga, su esterilizacion total con radiacidn ionizante y la liberacion de un
nuamero suficiente de adultos esterilizados, para que se apareen con la
poblacidon silvestre sin dejar descendencia (Knipling 1979). Ante los exitosos
ejemplos del uso de esta técnica para el control de moscas y mosquitos, y dado
que en el orden Lepidoptera se encuentran las plagas mas destructivas de
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productos almacenados, cultivos y bosques en todo el mundo, los
investigadores comenzaron a estudiar la posibilidad de aplicar la TIE para
suprimir sus poblaciones (Bushland 1971). Sin embargo, el orden Lepidoptera
es altamente resistente a los efectos de la radiacion comparado a otros
ordenes de insectos, y se requiere aplicar dosis de radiaciébn muy altas para
alcanzar la esterilizacién completa de los individuos (LaChance et al. 1967,
North 1967, LaChance y Graham 1984, Bakri et al. 2005). Estas dosis altas
reducen la habilidad de vuelo del macho irradiado y su capacidad competitiva
frente a machos silvestres para aparearse con hembras silvestres. A fin de
reducir estos efectos negativos de la radiacion sobre los machos, se utilizan
dosis subesterilizantes que esterilizan parcialmente al macho irradiado de
modo que sus capacidades de vuelo y apareamiento no se vean afectadas
(North 1975). Ademas, dado que en los lepidépteros las hembras son mucho
mas sensibles que los machos a la radiacion (LaChance 1985), una dosis de
radiacion éptima para poder aplicar la TIE en Lepidoptera es aquella que es
subesterilizante para el macho, pero que esteriliza completamente a la hembra.
Los efectos perjudiciales generados por la radiacion en el genoma del macho
son heredados por su progenie, generacién F1, la cual exhibe mayores niveles
de esterilidad que sus padres (North 1975, LaChance 1985). Este fendbmeno es
llamado esterilidad heredada (EH), esterilidad parcial o esterilidad F1.

La EH fue descripta primero en el gusano de la seda, Bombyx mori L.
(Lepidoptera: Bombycidae) por Astaurov y Frolova (1935) y luego en la polilla
de la cera, Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) por Ostriakova-
Varshaver (1937). Proverbs (1962) redescubri6 la EH en Cydia pomonella (L.)
(Lepidoptera: Tortricidae) y propuso su uso para el control de esta plaga.
Knipling (1970) utilizando modelos matematicos demostrd la ventaja potencial
de utilizar la EH en lugar de la TIE como estrategia de control de plagas del
orden Lepidoptera. Sugirid que en una liberacidn de machos parcialmente
estériles, la relacion insecto estéril a insecto silvestre podria ser tan baja como
Y4 de la que es requerida para insectos completamente estériles. Los principios
genéticos de la EH en Lepidoptera fueron revisados por LaChance (1985) y
discutidos por Anisimov et al. (1989). LaChance (1985) menciond las siguientes
caracteristicas como propias de la EH en Lepidoptera: la progenie F1 del
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macho irradiado presenta mayor esterilidad que este, y la proporciéon sexual de
la progenie F1 estd sesgada hacia los machos. Ademas, los efectos
perjudiciales inducidos por la radiaciéon en individuos parentales pueden ser
heredados por varias generaciones, aungque son mayormente expresados en la
generacion F1.

La EH inducida por la radiacion ha sido considerada como la técnica
genética mas ventajosa para la supresiéon poblacional de lepidépteros plagas
(Knipling y Klassen 1976, LaChance 1985, Mastro y Schwalbe 1988). Modelos
poblacionales desarrollados por investigadores como Carpenter (1993) y
Anisimov (1998), usando los datos colectados para varias especies plagas, han
corroborado los modelos teéricos de Knipling. En los ultimos anos, la aplicacién
de la EH ha sido investigada en muchos lepidopteros de gran importancia
econémica como Ectomyelois ceratoniae (Zeller) (Piralididae), Grapholita
molesta (Busck) (Olethreutidae), Helicoverpa zea (Boddie) (Noctuidae),
Heliothis virescens (F.) (Noctuidae), Lymantria dispar (L.) (Lymantriidae),
Ostrinia furnacalis (Guenée) (Crambidae), Ostrinia nubilalis (HUbner)
(Crambidae), Plutella xylostella (L.) (Plutellidae), Teia anartoides Walker
(Lymantriidae), Spodoptera litura Fabricius (Noctuidae) (Carpenter y Gross
1993, Mastro 1993, Seth y Reynolds 1993, Sutrisno et al. 1993, Makee y Saour
1997, 2003, Marec et al. 1999, Bloem y Carpenter 2001, Bloem et al. 1999,
2001, 2003, Carpenter et al. 2001, 2005, Dhouibi y Abderahmane 2001,
Nguyen y Nguyen 2001, Seth y Sharma 2001, Ayvaz et al. 2007). La EH ha
sido aplicada como estrategia de control en grandes extensiones en dos
programas, contra C. pomonella y Pectinophora gossypiella (Saunders)
(Lepidoptera: Gelechiidae) (Carpenter et al. 2005).

Caracteristicas del genoma del orden Lepidoptera

El genoma de los lepidépteros se caracteriza por ciertas peculiaridades que
lo diferencian del genoma de los otros o6rdenes de insectos. Las especies del
orden Lepidoptera se caracterizan por presentar cromosomas holocinéticos, i.e.
cromosomas que carecen de constriccion primaria y, por ende, de un
centrémero localizado. La naturaleza holocinética de estos cromosomas implica
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que la actividad cinética esta distribuida a lo largo de toda su longitud, y las
cromatides hermanas segregan paralelas al plano ecuatorial durante la divisién
mitética (Murakami e Imai 1974, Wolf et al. 1997). Ademas, los cromosomas de
los lepidépteros son pequefos, numerosos y uniformes, tanto en tamano como
en morfologia, lo cual dificulta la individualizacién de los cromosomas mediante
técnicas citogenéticas convencionales (Robinson 1971, Bedo 1984). En la
mayoria de las polillas y mariposas el nidmero cromosémico haploide varia
desde n = 29 hasta 31 (Robinson 1971, Brown et al. 2007), siendo el nimero
modal n = 31. Dado que este niumero cromosémico modal estd presente tanto
en los clados basales como en los mas avanzados, ha sido propuesto como el
cariotipo ancestral para Lepidoptera (Lukhtanov 2000).

Los cromosomas sexuales son del tipo WZ, siendo la hembra
heterogamética (WZ) y el macho homogamético (ZZ). También pueden
presentar las variantes Z0/ZZ, WWxZ/ZZ o WZ.Z,/Z1Z:Z>Z> (Suomalainen
1969, Robinson 1971, Nilsson et al. 1988, Traut y Marec 1997, Rishi et al.
1999). En los machos los cromosomas realizan una secuencia normal de los
eventos meidticos. En cambio, en las hembras los cromosomas sufren una
meiosis normal hasta que en el estado paquitene, cuando los cromosomas
homoblogos se aparean por medio del complejo sinaptinémico para formar
bivalentes, este complejo se vuelve visible (Marec 1996). Luego, se desarrolla
la meiosis aquiasmatica sin recombinacion meio6tica. La meiosis aquiasmatica
representa la forma mas simple y directa de obtener la reduccion cromosémica,
puesto que sin necesitad de quiasmas es capaz de mantener una sinapsis
paralela de cada par de cromosomas homodlogos durante la profase de la
primera division meidtica (Traut 1977, Nokkala1987). Los cromosomas W y Z
de la hembra, aunque frecuentemente no son homoélogos y son de diferentes
tamanos, se aparean completamente durante la meiosis y forman un bivalente
regular.

Los machos sufren dos tipos de espermatogénesis mediante los cuales
producen dos tipos distintos de espermatozoides (Wolf 1994, Friedlander
1997). Uno de ellos, llamado esperma eupireno, es generalmente de mayor
tamano, posee nucleo y es fértil. El otro, usualmente mas pequefo, llamado
esperma apireno, no posee nucleo y es infértil. Ademas, el esperma apireno es
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el mas abundante, mientras que el eupireno, en general, comprende el 10-15 %
del total de esperma transferido a la hembra durante la cépula (Gage y Cook
1994, Cook y Wedell 1996). La funcién del esperma apireno no es
completamente comprendida pero se cree que esta involucrado en la movilidad
del esperma eupireno, que tiene una funcién nutricional o que estaria
involucrado en la competencia espermatica (Friedlander 1997, Cook y Wedell
1996).

Radioresistencia en el orden Lepidoptera

La alta radioresistencia de los lepidopteros ha sido atribuida, por un lado, a
la naturaleza holocinética de sus cromosomas como sugirieron primero
LaChance (1967) y luego Murakami e Imai (1974) y, por otro lado, al destino de
los fragmentos cromosdmicos inducidos por la radiacion (Tothova y Marec
2001) (Fig. 6a). En los cromosomas de los lepidépteros, la placa cinetocoérica a
la cual se unen los microtubulos del huso durante la division celular, cubre una
gran parte del largo del cromosoma (Gassner y Klemetson 1974, Traut 1986,
Wolf y Traut 1991, Wolf 1996, Wolf et al. 1997). Esto asegura que la mayoria
de los fragmentos cromosomicos producidos por efecto de la radiacién no se
pierdan como si ocurre en especies con cromosomas monocéntricos (por
ejemplo especies del orden Diptera). Al presentar actividad cinética, los
fragmentos acéntricos pueden persistir durante los procesos de division celular,
y ademas ser transmitidos a través de las células germinales a la generacién
siguiente (Marec y Traut 1993, Marec et al. 2001). También, debido a la
naturaleza cinética de los cromosomas, se reduce el riesgo del efecto letal
causado por cromosomas dicéntricos, fragmentos acéntricos y otras

aberraciones cromosomicas inestables (Tothova y Marec 2001).
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Figura 6. Estructura cinética de los cromosomas de los lepidopteros durante la metafase mitética,
y consecuencias de la rotura de los cromosomas, a) Cromosoma holocéntrico con dos croméatides

hermanas (A1 y A2), cada una con una placa cinetocorica (K) cubriendo aprox. 50 % de la
superficie del cromosoma; microtdbulos del huso (MTs) unidos al cinetocoro. b) Cromosoma

monocéntrico tipico, las cromatides hermanas se unen por el centrémero (C), el cinetocoro esta
localizado sobre la superficie del centrémero (Carpenter et al. 2005).

Esterilidad inducida por la radiacion en la generacion parental (FO)

En general, la esterilidad inducida por radiacion es una consecuencia de la

generacién de mutaciones letales dominantes (MLD) que determinan la muerte

del cigoto o embridn. Por efecto de la radiacion se fragmentan los cromosomas,

lo cual produce aberraciones inestables, fragmentos acéntricos y cromosomas

dicéntricos. Los primeros se pierden y los ultimos forman puentes anafasicos

que provocan el cese de la mitosis generando MLD que matan al embrién (Fig.

6b) (LaChance 1967). En la mayoria de los insectos las MLD son expresadas

durante la embriogénesis temprana (LaChance 1967). Sin embargo, en el
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orden Lepidoptera las MLD son poco frecuentes y la mayoria son expresadas
muy tarde en el desarrollo embrionario (LaChance 1974). Tampoco se forman
puentes cromosémicos durante anafase, por lo cual no se generan
cromosomas dicéntricos durante el desarrollo embrionario (LaChance vy
Graham 1984). Se deben inducir multiples rearreglos cromosémicos en los
machos de Lepidoptera para que se manifiesten como MLD, por esto, es que
se requieren dosis de radiacion muy altas para esterilizarlos completamente
(350-500 Gy) (Carpenter et al. 2005). La esterilidad inducida por la radiacion en
los lepiddpteros macho podria deberse también a otras causas, como
disrupciones fisiolégicas durante la copula, que incluyen tanto la incapacidad
de copular como la transferencia de esperma anormal (Koudelova y Cook
2001).

Los lepidopteros hembras son mucho mas radiosensibles que los machos
(LaChance et al. 1967, North 1967). Esta diferencia en la sensibilidad a la
radiacion entre machos y hembras esta relacionada con el estado de desarrollo
de las células reproductivas al momento en que se realiza la irradiacion. En
general, los lepidopteros se irradian en el estado de pupa madura o como
adultos recién emergidos. En ambos casos, el macho ya ha completado el
desarrollo del esperma eupireno, y el nucleo en el esperma eupireno se
encuentra en interfase. En la hembra, en cambio, al momento de la irradiacion
el nucleo de los oocitos maduros se encuentra detenido en metafase | (meiosis)
y el proceso de division celular recién se reactiva cuando los huevos son
depositados (Traut 1977). Debido a esto, la irradiacion de hembras adultas
recién emergidas o en el estado de pupa madura, podria interrumpir el curso
normal de la meiosis, incluyendo la segregacion de los cromosomas. Ademas,
como los oocitos tienen una gran cantidad de citoplasma en comparacion con
los espermatozoides, pueden ocurrir varios efectos perjudiciales secundarios al
alterar componentes citoplasmaticos involucrados en el desarrollo embrionario
(Carpenter et al. 2005).

Esterilidad en la generacion F1 inducida por radiacion
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Tothova y Marec (2001) demostraron que la presencia de varios tipos de
translocaciones (no reciprocas, reciprocas y multiples) en la progenie (F1) de
machos irradiados, causa la generacién de gametas desbalanceadas, y por lo
tanto, representan los mecanismos cromosémicos principales de la EH. Otros
tipos de aberraciones intra-cromosdémicas, como fragmentaciones y deleciones
intersticiales también incrementan la frecuencia de gametas desbalanceadas,
aunque su contribucion a la esterilidad total parece ser menos significativa.

Tothova y Marec (2001) observaron que en Ephestia kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae) la progenie F1 de machos que habian sido irradiados
con dosis parcialmente esterilizantes, toleran un ndumero muy alto de
aberraciones cromosdmicas en su genoma. Ellos describieron que machos que
habian sido tratados con 200 Gy, presentaban aproximadamente la mitad de
los cromosomas fragmentados al menos una vez. Los cromosomas
fragmentados formaron aberraciones de varios tipos, desde fragmentaciones
simples hasta rearreglos cromosomicos muy complicados tales como
translocaciones multiples. Estas aberraciones no se manifestaron como MLD,

asi la progenie F1 sobrevivié y mantuvo cierto nivel de fertilidad.

Diferencias asociadas al sexo en la Esterilidad Heredada

Dos consecuencias de la EH en la F1 inducidas por la irradiacion del macho
parental (FO) estan asociadas al sexo y correlacionadas positivamente con la
dosis utilizada como tratamiento. Una de ellas es que la proporcion sexual de la
generacion F1 esta sesgada hacia los machos, y la otra es que el nivel de EH
en las hembras de la generacién F1 es menor que en los machos (Proverbs
1962, LaChance 1985, Anisimov et al. 1989, Bloem et al. 1999).

Marec et al. (1999) sugirieron que la distorsion sexual en la generaciéon F1
en Lepidoptera es una consecuencia de mutaciones letales recesivas inducidas
en los cromosomas sexuales (Z) de los machos parentales irradiados. Debido a
que las hembras son heterogaméticas, todas las hembras de la generacion F1
serdn hemicigotas para el cromosoma Z y, entonces, cualquier mutacion
perjudicial asociada a este cromosoma provocara la muerte de la hembra F1.
En cambio, los machos de la generacién F1 heredaran un cromosoma Z del
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padre irradiado y el otro de la madre silvestre, con lo cual seran heterocigotas
para cualquier mutacion letal recesiva asociada al cromosoma Z.

Tothova y Marec (2001) han propuesto tres razones posibles para explicar
el mayor nivel de esterilidad observado en los hijos F1 del macho irradiado
respecto de las hijas F1. Una de ellas es |la capacidad de los machos F1 de
sobrevivir a pesar de heredar un gran niumero de cromosomas fragmentados.
Estos investigadores observaron en machos F1 de E. kuehniella que la
frecuencia de cromosomas fragmentados es dosis dependiente, y esta
correlacionada positivamente con un incremento en la esterilidad, mientras que
esto no fue observado en hembras F1. Esta diferencia se deberia a una mayor
mortalidad en las hembras F1 que heredan un alto nimero de cromosomas
fragmentados, y a la presencia de mutaciones letales recesivas en el
cromosoma Z. Aquellas hembras que sobreviven, son las que tienen un
pequeno numero de cromosomas fragmentados y, por eso, son mas fértiles
que los machos.

La segunda razdén es la existencia de entrecruzamiento durante la
espermatogénesis y su ausencia durante la oogénesis. El proceso de
entrecruzamiento podria incrementar el nUmero de gametas desbalanceadas
que son producidas, pero Unicamente si el punto de entrecruzamiento se da
entre un cromosoma aberrante (que fue originado por dos o0 mas fragmentos) y
su homdlogo estructuralmente normal. Esto podria ocurrir cuando se forman
inversiones y translocaciones multiples. Sin embargo, Tothova y Marec (2001)
en su trabajo con E. kuehniella observaron que la ocurrencia de inversiones fue
muy rara, y llegan a la conclusion de que en esta especie el entrecruzamiento
contribuye a la esterilidad en los machos F1 a través de la formacién de
translocaciones multiples. Debido a que en las hembras la meiosis es
aquiasmatica, el entrecruzamiento no contribuye al nivel de esterilidad en las
hembras (Traut 1977, Marec y Traut 1993)

En tercer lugar, la radiacion podria afectar la transferencia espermatica. Se
ha encontrado gran variabilidad en el numero de esperma transferido por
machos F1 de E. kuehniella (Koudelovd y Cook 2001). En esta especie el

cociente esperma apireno / eupireno aumenta anormalmente ya que el numero
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de esperma apireno transferido a la hembra se incrementa mientras que el

nuamero de espermatozoides eupirenos disminuye.

Estudios realizados con T. absoluta.

El nUmero cromosémico diploide de T. absoluta es 2n = 58, incluyendo un
par de cromosomas sexuales ZZ en machos y WZ en hembras, que
constituyen los elementos de mayor tamano en el complemento (Carabajal
Paladino et al. 2013). La irradiacion de pupas con una dosis de rayos X
equivalente a 200 Gy gener6 diferentes rearreglos cromosdémicos, resultando
en alteraciones en el numero cromosomico (Carabajal Paladino, com. pers.). El
analisis de los paquetes de espermatozoides de T. absoluta revelé un marcado
polimorfismo entre los paquetes de esperma apireno y eupireno. La irradiacién
de pupas con rayos X con dosis equivalentes a 100, 150, 200 y 250 Gy no tuvo
un efecto significativo sobre la proporcibn de esperma apireno: eupireno
producido por los machos. Sin embargo, los machos irradiados con una dosis
equivalente a 300 Gy produjeron una cantidad significativamente mayor de
espermatozoides apirenos que los no irradiados. Todas las dosis de radiacién
influenciaron la morfologia de los paquetes de esperma eupireno. Estos
paquetes deformes podrian ser utilizados como bioindicadores durante el
proceso de monitoreo llevado a cabo en los programas de EH (Ferrari 2011).
Los espermatozoides eupirenos deformes son transferidos a la bursa copulatrix
de las hembras durante la cépula. Los machos tratados con 200 Gy
transfirieron una cantidad mayor de espermatozoides deformes que los
individuos no irradiados (Lauria et al. 2012, 2013).

1.3. Integracion de la EH con el CB de plagas

Los beneficios de combinar el uso de insectos estériles con otras técnicas
de control, entre ellas las liberaciones aumentativas de parasitoides, fue
planteada por diversos autores desde hace varios afnos (Knipling 1964, Barclay
1987, Wong et al. 1992). De acuerdo con modelos poblacionales desarrollados,
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la combinacion de liberaciones inundativas de enemigos naturales e insectos
estériles puede resultar en efectos aditivos o sinérgicos (Carpenter et al. 2005).

Estudios realizados a campo, invernaculo y laboratorio han demostrado la
compatibilidad para estas dos tacticas de control en los sistemas Spodoptera
exigua Huabner (Lepidoptera: Noctuidae) — Cotesia marginiventris (Cresson)
(Hymenoptera: Braconidae) (Carpenter et al. 1996), Spodoptera frugiperda (J.
E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) — Archytas marmoratus (Townsend)
(Diptera: Tachinidae) (Proshold et al. 1998), P. xylostella — Cotesia plutellae
(Kurdjumov) (Hymenoptera: Braconidae) (Maung 2002), O. furnacalis -
Trichogramma ostriniae (Peng y Chen) (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
(Wang et al. 2001), H. zea — A. marmoratus (Bloem y Carpenter 2001). En
Argentina, se han desarrollado estudios integrando la EH y la liberaciéon de
parasitoides tricogramatidos para el control de C. pomonella (Botto et al. 2005,
Botto y Glaz 2010).

1.4. HIPOTESIS
Sobre la base de los antecedentes mencionados se plantean las siguientes
hipotesis:

1. Existe una dosis 6ptima de radiacion que induce Esterilidad Heredada en
machos de T. absoluta sin afectar los parametros bioldgicos (longevidad,
capacidad de dispersidn) respecto de machos no irradiados.

2. Los machos irradiados de T. absoluta y su progenie, debido a la
Esterilidad Heredada, son capaces de disminuir una poblacion silvestre
de la polilla bajo condiciones semicontroladas.

3. Los huevos de T. absoluta provenientes de cruzamientos entre adultos
donde uno de ellos (macho o hembra) fue irradiado son aceptados y

adecuados para el desarrollo de parasitoides o6fagos.
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4. Los huevos de T. absoluta provenientes de cruzamientos entre adultos
donde uno de ellos (macho o hembra) fue irradiado, son presas
adecuadas para el consumo de chinches predadoras generalistas de
huevos de lepidépteros.

1.5. OBJETIVOS

General:

Establecer las bases biol6gicas para el desarrollo de la Técnica del Insecto
Estéril, basada en la Esterilidad Heredada, para el control de la polilla del
tomate T. absoluta y su integracion con el control biol6gico a través del uso de
entoméfagos (parasitoides/predadores).

Especificos

Estudios de radiobiologia
1. Estudiar los efectos de diferentes dosis de rayos X sobre la

emergencia, fecundidad y fertilidad de T. absoluta.

2. Hallar la dosis de radiacion optima para inducir Esterilidad Heredada
en T. absoluta sin perjudicar los parametros biologicos de los

individuos irradiados.

3. Evaluar el efecto de la radiacion sobre la capacidad de dispersidon
del macho de T. absoluta.

4. Evaluar el potencial que tienen las liberaciones de adultos irradiados
de T. absoluta para suprimir poblaciones silvestres en condiciones

semicontroladas.

Integracion de la Esterilidad Heredada con el uso de enemigos naturales
en una estrategia de manejo integrado de la plaga
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5. Evaluar la aceptacion por parasitoides tricogramatidos de los huevos
producidos por individuos irradiados de T. absoluta y la adecuacion

de estos huevos para el desarrollo de los parasitoides.

6. Evaluar si los huevos producidos por individuos irradiados de T.
absoluta son adecuados como presas para la chinche Tupiocoris

cucurbitaceus
1.6. FINALIDAD DEL TRABAJO
Contar con una alternativa de control de bajo impacto ambiental para ser

utilizada en combinacion con otras técnicas (bioldgicas, quimicas, culturales)

en un programa de manejo integrado de la plaga.
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Capitulo |
Esterilidad Heredada en
Tuta absoluta
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2.1. INTRODUCCION

Entre los métodos de control de lepidépteros plagas que no generan
resistencia en las poblaciones y que no afectan negativamente al ambiente se
encuentra la Esterilidad Heredada (EH), que es la aplicacion de la TIE a este
orden de insectos. La EH consiste en la utilizaciéon de una dosis de radiacién
optima que esterilice completamente a las hembras y parcialmente a los
machos cuya calidad y competitividad de apareamiento no se ven, de esta
forma, afectadas (Proverbs 1962, North 1975, LaChance 1985, Carpenter et al.
2001, 2005). Cuando los machos irradiados parcialmente estériles se aparean
con hembras silvestres, los efectos perjudiciales inducidos por la irradiacién
son heredados Yy expresados por varias generaciones siguientes,
principalmente por la generacion F1 (la primera generacién de descendientes
de los machos parentales irradiados) (Carpenter et al. 2005). Como atributos
principales de la EH en los lepiddpteros, la progenie F1 del macho irradiado es
predominantemente masculina y altamente estéril (mas que los machos
parentales irradiados) (Proverbs 1962, North 1975, LaChance 1985, Bloem y
Carpenter 2001, Carpenter et al. 2001, Seth y Sharma 2001, Carpenter et al.
2005).

El uso de la EH o esterilidad F1 debe ser considerado como una estrategia
clave en programas de manejo de lepidopteros plagas, llevados adelante en
areas extensas (“area-wide concept of integrated pest management (AW-IPM)”)
(Carpenter et al. 2005). La EH es compatible con el uso de otras tacticas de
control tales como la disrupcion de la cépula, el CB y el control cultural
(Carpenter et al. 1987; Bloem y Carpenter 2001; Carpenter et al. 2005).
Investigaciones en las cuales se han realizado liberaciones de machos
parcialmente estériles en el campo han demostrado que algunas especies de
lepidopteros plagas como el gusano falso medidor Trichoplusia ni (Hibner)
(Lepidoptera: Noctuidae), el gusano del maiz H. zea, la polilla gitana L. dispar,
la carpocapsa C. pomonella y el gusano rosado P. gossypiella podrian ser
controladas mediante el uso de la EH (North y Holt 1969, Proverbs et al. 1978,
Carpenter et al. 1987, Carpenter y Gross 1993, Mastro 1993, Bloem et al. 1999,
2001).
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Tradicionalmente, la esterilizacion reproductiva de los insectos para su uso
en la TIE y en la EH se ha realizado mediante el uso de irradiadores de rayos
gamma, los cuales emplean isétopos radiactivos como Cobalto-60 o Cesio-137
(Bakri et al. 2005). Sin embargo, recientemente se han incrementado las
dificultades para conseguir tales irradiadores. Esto es debido a que, por un
lado, la empresa Nordion INC (antes MDS INC) ha dejado de producir los
irradiadores de Cobalto-60 y, por otro lado, el transporte internacional de
fuentes de Cobalto y de otros is6topos radiactivos presenta cada vez mayores
complicaciones (Mastrangelo et al. 2010, Mehta y Parker 2011). En cambio, los
irradiadores de rayos X no dependen de fuentes radiactivas para su
funcionamiento, por lo tanto, son mas seguros y faciles de obtener (Mehta y
Parker 2011). En este contexto, la IAEA (International Atomic Energy Agency)
ha estado promoviendo el reemplazo de irradiadores de rayos gamma por el
uso de aparatos de rayos X en los futuros proyectos de investigacion en TIE y
EH.

Son pocos los trabajos publicados en relacién con el efecto producido por la
radiacidén sobre T. absoluta. Arthur (2004) estudio el efecto de los rayos gamma
sobre diferentes estados de desarrollo de la polilla con el fin de desarrollar un
tratamiento cuarentenario para los tomates envasados. Recientemente Yusef
(2014) ha evaluado el efecto de la radiacion gamma sobre distintos parametros
bioldégicos de T. absoluta. Dada la importancia econdmica de esta polilla es
relevante evaluar la viabilidad del uso de la EH como una técnica posible para
su control. Ademas, estos estudios deberian ser acordes a las actuales
exigencias de uso de irradiadores de bajo impacto ambiental (aparatos de
rayos X) para efectuar la esterilizacion de los insectos.

Los objetivos de este capitulo fueron:
I. Estudiar los efectos de diferentes dosis de rayos X sobre la
emergencia, fecundidad y fertilidad de T. absoluta.

[I.  Hallar la dosis de radiacién 6ptima para inducir Esterilidad Heredada
en T. absoluta sin perjudicar los parametros biologicos de los

individuos irradiados.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Cria y manejo del material biolégico

Origen de los insectos. El trabajo de investigacién fue realizado en el
Insectario de Investigaciones para Lucha Bioldégica (lILB), Instituto de
Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA), CICVyA- INTA (Castelar, Buenos
Aires, Argentina). Inicialmente se establecié una colonia de T. absoluta en el
laboratorio a partir de huevos y larvas colectadas sobre plantas de tomate
infestadas con la polilla, en invernaculos ubicados en los alrededores del
laboratorio dentro del predio del INTA Castelar. Periédicamente nuevos
insectos provenientes de invernaculos locales fueron incorporados a la cria.

Procedimiento de cria. T. absoluta fue criada sobre plantas de tomate
aproximadamente durante 30 generaciones, en jaulas de “voile” y estructura de
madera (Fig. 7), en una camara con las condiciones ambientales controladas a
24-30° C y 60-85% HR. Las plantas fueron cultivadas a partir de semillas de
tomate redondo sembradas en macetas plasticas de 1 | sobre un sustrato
Dynamics N °3®.

Para la obtencién de huevos de la polilla, se expusieron adultos a plantas
de tomate de aproximadamente 40 cm de altura durante 24 h en una jaula de
oviposicion (jaula oscura de 124 cm de largo, 40 cm de ancho, 80 cm de alto).
Luego de este periodo, las plantas con los huevos fueron trasladadas a otra
jaula (122 cm de largo, 37 cm de ancho, 76 cm de alto) para el desarrollo de las
larvas. A medida que las larvas fueron consumiendo el follaje se fueron
agregando nuevas plantas de tomate de manera que siempre hubiera alimento
disponible. Transcurridas aproximadamente 2 semanas (desde octubre a
marzo) y 3 semanas (desde abril a septiembre), las larvas rosadas empuparon
principalmente en las hojas, aunque también en los tallos y sobre papel “tissue”
colocado en la base de las macetas. Luego de aproximadamente 3-7 dias,
emergieron los adultos. Estos fueron recolectados con la ayuda de un aspirador
entomologico con el objeto de exponerlos a nuevas plantas en la jaula de

oviposicion y asi reiniciar el ciclo.
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Obtencion de pupas para los bioensayos. Para los experimentos realizados
fue fundamental conseguir pupas de la misma edad ya que en todos los casos
estas fueron irradiadas 48- 72 h previas a la emergencia. Como fue
mencionado previamente en esta tesis, al momento de la irradiacién el nlcleo
de los oocitos maduros se encuentra detenido en metafase | (meiosis) y el
proceso de divisidbn celular recién se reactiva cuando los huevos son
depositados (Traut 1977). Debido a esto la irradiacion de hembras en el estado
de pupas maduras podria interrumpir el curso normal de la meiosis, incluyendo
la segregacién de los cromosomas (Carpenter et al. 2005).

Para obtener las pupas se siguié un procedimiento semejante al descripto
para la cria del insecto con la diferencia de que al formarse las larvas rosadas,
las hojas infestadas fueron cortadas y colocadas en bandejas plasticas (40 cm
de largo, 24 cm de ancho, 8 cm de alto) entre servilletas de papel “tissue”.
Estas bandejas se colocaron dentro de bolsas de plastico negras y se
mantuvieron a 25 © C hasta el desarrollo de las pupas.

Transcurridos 2-3 dias las hojas fueron revisadas exhaustivamente con el
objeto de recolectar las pupas formadas. Estas fueron colocadas en cajas de
Petri (5 cm de didmetro) con papel de filtro en la base humedecido con 100 pl
de agua destilada para mantener una hidrataciéon adecuada.
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Figura 7: Jaulas de cria de T. absoluta
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2.2.2. Aparato de rayos X

Las irradiaciones en todos los experimentos realizados durante el desarrollo
de esta tesis fueron efectuados con un aparato de rayos X (Constant Potential
X-Ray System Mg 160 Philips) en el Instituto de Genética “Ewald A. Favret’
(CICVyA INTA, Castelar) (Fig. 8). Este aparato emite rayos a una tasa de dosis
de 0,679 Grays/ segundos (Gy/s). Las caracteristicas del irradiador son las
siguientes: voltaje del anodo 120 kVp, corriente 15 mA, calidad del haz Cx120
aprox. 0,07 mm de aluminio (a 160 kV). El dosimetro es un modelo PTW
UNIDOS ® E vy la calibracion fue hecha con dosimetria secundaria estandar
(CRRD) por el centro de referencia regional localizado en el Centro Atémico
Ezeiza. Fue calibrado por el proveedor con el método de substitucion en
términos de air kerma con 1,2 % de incertidumbre expandida en el factor de
calibracién. La camara de ién es una camara de lonizacion Tipo Farmer de 0,6
cm® de volumen (TN30010-2339 PTW-Freiburg); factor de Calibracién: Nk =
4.938x107 Gy/C.

Figura 8: Irradiador de rayos X. “Philips MG-160", Constant Potential X-Ray
System (Minus H: T Generator type 160 kv 4kw)
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En los siguientes experimentos, los insectos fueron mantenidos en una
camara con las condiciones ambientales controladas: temperatura maxima 25,5
* 0,2 °C; temperatura minima 20,8 £ 0,2 °C; humedad relativa maxima 78,9 +
1,0%; humedad relativa minima 56,2 + 3,1% y fotoperiodo 14L: 100. Estas
condiciones ambientales fueron medidas con un termohigrometro digital (TFA)
modelo 30.5003 (Dostmann GmbH & Co.KG, Germany).

2.2.3. Evaluacion del efecto de los rayos X sobre la emergencia de los
adultos

Para evaluar el efecto de los rayos X sobre la emergencia de los adultos,
pupas de T. absoluta fueron separadas por sexo y se asignaron de forma
aleatoria a los tratamientos (aplicacion de distintas dosis de radiacién X). La
posicion de la apertura genital fue el caracter de diagnéstico utilizado para la
determinacién del sexo en las pupas de la polilla (Fig. 9). Esta se observa en
una vista ventral de las pupas, en el octavo segmento abdominal de las
hembras y en el noveno de los machos (Coelho y Franga 1987).

Figura 9: a) Pupa hembra (apertura genital en el 8° segmento), b) Pupa macho
(apertura genital en el 9° segmento).

Se prepararon cajas de Petri (1,5 cm de altura y 5,5 cm de ancho) con
pupas J y otras cajas con pupas Q. En cada caja se colocaron ocho pupas
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(n=8) del mismo sexo y se irradiaron con rayos X 48-72 h antes de la
emergencia del adulto. Los tratamientos fueron las dosis de radiacién aplicadas
a las pupas (dosis minima-maxima)= 0 (control); 5175,17-5208,5; 10323,25-
10417; 15526,54-15625,5; 20701,70 -20834; 25877,91-26042,5; 31042,66 -
31251; 36228,24 -36459,5 Roentgen. Para facilitar la comparacién de los
resultados obtenidos con los de los trabajos publicados, durante toda la tesis
las dosis de radiacion X aplicadas seran referidas en sus equivalentes
unidades Grays de rayos gamma (Gy). Esto es debido a que los estudios de
radiobiologia en lepidopteros y dipteros fueron realizados en su gran mayoria
con este tipo de radiaciéon. Entonces, en este experimento las dosis aplicadas
(minima- maxima) fueron equivalentes a: 49,68-50; 99,1-100; 149,05-150;
198,73-200; 248,42-250; 298-300 y 347,78-350 Grays.

Para cada combinacion de dosis-sexo se realizaron cinco réplicas (cajas de
Petri) que fueron expuestas secuencial y aleatoriamente a la radiacién. Para
ello, cada caja de Petri fue ubicada en el centro del aparato de rayos X
respecto al campo de radiacion. El efecto de la radiacion X sobre la emergencia
de machos y hembras de pupas irradiadas de T. absoluta fue evaluada
considerando el parametro siguiente:

e Emergencia completa del adulto estimada como la proporcién de adultos

que emergieron completamente/ total de pupas irradiadas.

La emergencia completa de los adultos hace referencia a los adultos que
lograron emerger sin problemas. Esto incluyé a todos los adultos emergidos,
tanto a los que tuvieron morfologia normal como a aquellos que presentaron
alguna deformidad en sus alas o patas pero excluyé a los adultos que no

pudieron emerger completamente y quedaron retenidos dentro de la exuvia

pupal.

Andlisis de los datos. Debido a que la emergencia completa del adulto es
una variable de respuesta binaria, la proporcién de emergencia completa del
adulto fue analizada por una regresion logistica con dosis y sexo como
variables independientes. La significancia de los parametros del modelo fue
analizada mediante el estadisitico Wald y el ajuste del modelo mediante la
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prueba de Maxima Verosimilitud, usando el procedimiento para modelo lineal
generalizado en el programa Statistica para Windows (Agresti 1996, StatSoft
Inc. 2000).

2.2.4. Evaluacion del efecto de los rayos X sobre machos irradiados y
Esterilidad Heredada

Pupas machos fueron irradiadas con dosis crecientes de rayos X (minima-
maxima): 99,1-100; 149,05-150; 198,73-200; 248,42-250 y 298-300 Gy 48-72 h
antes de la emergencia. Los machos que emergieron completamente a partir
de estas pupas fueron cruzados con hembras no tratadas (no irradiadas),
estableciéndose de esta forma la generacion parental (FO). Para cada nivel de
dosis aplicada cuatro parejas (réplicas) fueron individualmente colocadas en
una jaula de acetato cilindrica (24,5 cm de altura y 7,5 cm de diametro) que
contenia una planta de tomate (Fig. 10). Esta planta fue renovada dos veces
durante el ensayo a intervalos de cinco dias. Las primeras dos plantas usadas
fueron revisadas cuidadosamente y se registr6 la cantidad de huevos presentes
en ellas. De esta forma, se obtuvo el numero total de huevos colocado por
hembra durante los primeros diez dias de vida, para cada una de las réplicas
realizadas. Siguiendo este procedimiento se registré aproximadamente el 90%
de la fecundidad total de una hembra durante su vida, ya que a partir de los 10
dias de edad el numero de huevos que la hembra coloca por dia decae a
valores cercanos o iguales a cero (Pereyra y Sanchez 2006). La tercera planta
fue mantenida en la jaula de acetato hasta que ambos adultos de la pareja

murieron.
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Figura 10: Jaulas de acetato donde se colocaron
las parejas de T. absoluta individualmente

Las plantas de tomate con los huevos depositados por cada una de las
hembras de T. absoluta fueron colocadas individualmente sobre papel “tissue”
humedo en cajas plasticas rectangulares (26 cm de longitud, 18 cm de ancho y
5 cm de altura) (Fig. 11). Cada caja fue identificada con los datos
correspondientes a cada réplica (dosis de rayos-X utilizada y numero de

réplica).

46



LFINNN?H?FN'HY

Figura 11: a) y b) Cajas de plastico donde se colocaron las
plantas de tomate con los huevos de cada una de las parejas

Luego de siete dias, las larvas de la generacién F1 (filial 1) que se
encontraban en primero y segundo estadio larval fueron contadas y colocadas
sobre una nueva planta de tomate en una jaula de acetato (39 cm de altura y
22 cm de diametro). La base de esta jaula fue una bandeja de plastico con
arena y su parte superior fue cubierta con voile (Fig. 12). Las larvas fueron
mantenidas alli hasta la formacion de las pupas en hojas, tallos y arena.
Entonces, las pupas fueron contadas y sexadas.
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Figura 12: Jaulas de acetato grandes donde se colocaron las
larvas de T. absoluta hasta que empuparon

Se registraron los siguientes parametros por réplica para todas las dosis

aplicadas (FO: generacion parental, F1: filial 1):

Fecundidad FO estimada como la cantidad total de huevos
depositados/ hembra FO.

Longevidad de los adultos FO.

Fertilidad FO.

Cantidad de larvas F1/ hembra FO.

Cantidad de pupas F1/ hembra FO.

Proporcion sexual F1 estimada como la cantidad de machos/ total

de individuos

La fertilidad FO fue estimada como la proporcién de larvas | que emergid de

la cantidad de huevos registrada (numero de larvas F1/ numero total de

huevos). Esto resultd en una subestimacién de la fertilidad debido a la

mortalidad de larvas recién nacidas, pero el conteo exacto de huevos

eclosionados fue imposible dado que el corion del huevo de T. absoluta es muy

pequeino y tenue con lo que se dafa y pierde facilmente entre los tricomas de

las hojas de tomate por el movimiento de las larvas recién emergidas.

Andlisis de los datos. El efecto de la dosis de radiacidon utilizada sobre la

fecundidad FO, la longevidad de los adultos FO y el nUmero de larvas y pupas
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F1 fue analizado por una Regresion Binomial Negativa para datos de conteo.
Se utiliz6 el procedimiento para modelo lineal generalizado en
STATGRAPHICS Centurion XVI v16.1.17 (StatPoint Technologies, Inc. 1982-
2011). La significancia de los parametros del modelo fue analizada mediante el
estadistico Wald y el ajuste del modelo por la prueba de Maxima Verosimilitud.

Debido a que fertilidad y sexo son variables de respuesta binaria, la
proporcién de larvas emergidas de los huevos y la proporcién sexual fueron
analizadas por una regresién logistica con dosis de radiacion utilizada como
variable independiente. La significancia de los parametros del modelo fue
analizada mediante el estadistico Wald y el ajuste del modelo por la prueba de
Maxima Verosimilitud usando el procedimiento para modelo lineal generalizado
en el programa Statistica para Windows (StatSoft Inc. 2000).

Esterilidad heredada. Con el fin de analizar los efectos de la radiacion
heredados por la progenie F1 del macho irradiado, los adultos F1 emergidos
fueron utilizados para formar dos tipos diferentes de cruzamientos para cada
nivel de dosis de radiacion estudiada. Estos cruzamientos fueron los siguientes:
Jr1 X nY IN X Qe1 (donde dri= macho descendiente de un macho irradiado,
Jd'n= macho no tratado, Yn= hembra no tratada, ?r1= hembra descendiente de
un macho irradiado). Se realizaron cuatro réplicas (cuatro parejas) para cada
tipo de cruzamiento y para cada una de las dosis estudiadas. Luego, con estas
parejas de adultos F1 se siguié el mismo procedimiento descripto previamente
para las parejas FO.

Para los dos tipos de cruzamientos realizados y para todas las dosis
aplicadas se registro:

e Fecundidad Fiestimada como la cantidad total de huevos/hembra
(F1:filial 1).

e Longevidad de los adultos F1.

e Fertilidad F1 estimada como la cantidad de larvas emergidas/total
de huevos depositados.

e Cantidad de larvas F2/ hembra (F2: filial 2)

e Cantidad de pupas F2/ hembra.
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e Proporcion sexual F2 estimada como la cantidad de machos/

cantidad total de individuos

Analisis de los datos. El efecto de la dosis de radiacion y el tipo de cruzamiento
sobre la fecundidad y longevidad F1, y sobre el nimero de larvas y pupas F2/
hembra fue analizado por una Regresién Binomial Negativa para datos de
conteo. Se utiliz6 el procedimiento para modelo lineal generalizado en
STATGRAPHICS Centurion XVI v16.1.17 (StatPoint Technologies, Inc. 1982-
2011). La fertilidad F1 y la proporcion sexual F2 fueron analizadas por una
regresioén logistica con dosis de radiacién y tipo de cruzamiento como variables
independientes. La significancia de los parametros del modelo fue analizada
por el estadistico Wald y el ajuste del modelo por la prueba de Maxima
Verosimilitud (StatSoft Inc. 2000).

2.2.5. Evaluacion del efecto de los rayos X sobre hembras irradiadas

Pupas hembras fueron irradiadas a dosis crecientes de rayos X (minima-
maxima): 0; 149,05-150; 198,73-200 y 248,42-250 Gy 48 a 72 h previas a la
emergencia del adulto. Aquellas que emergieron completamente fueron
cruzadas con machos no tratados, estableciendo de esta forma la generacion
parental (FO). Tres a diez réplicas (parejas) fueron realizadas para las dosis
aplicadas a las pupas. Las parejas de adultos fueron mantenidas sobre plantas
de tomate en jaulas de acetato (24,5 cm de altura 'y 7,5 cm de diametro), luego
en bandejas y nuevamente en jaulas de acetato (39 cm de altura y 22 cm de
diametro) segun el procedimiento descripto anteriormente para las parejas
formadas con machos irradiados.

Para todas las dosis aplicadas se registro:

e Fecundidad FO.

e Longevidad de los adultos FO.

e Fertilidad FO.

e (Cantidad de larvas F1/ hembra FO.
e Cantidad de pupas F1/ hembra FO.
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e Proporcion sexual F1 estimada como la cantidad de machos/ total

de individuos

Analisis de los datos. El efecto de las dosis de radiacion utilizadas sobre la
fecundidad FO, la longevidad de los adultos FO y el nUmero de larvas y pupas
F1 fue analizado por una Regresion Binomial Negativa para datos de conteo.
Se utiliz6 el procedimiento para modelo lineal generalizado en
STATGRAPHICS Centurion XVI v16.1.17 (StatPoint Technologies, Inc. 1982-
2011). La fertilidad FO y el proporcién sexual F1 fueron analizadas por una
regresidén logistica con dosis como variable independiente mediante el
procedimiento para modelo lineal generalizado en el programa Statistica para
Windows (StatSoft Inc. 2000). La significancia de los parametros de los
modelos fue analizada por el estadistico Wald y el ajuste del modelo por la
prueba de Maxima Verosimilitud (StatSoft Inc. 2000). .

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Evaluacién del efecto de los rayos X sobre la emergencia de los
adultos

La proporcion de emergencia completa de los adultos decrecio
significativamente con el incremento de la radiacion X (Wald = 19,81; P < 0,05;
Chi® 1) = 20,64; P < 0,05) (Fig. 13). Para una misma dosis de radiacion, el
efecto dependidé del sexo del individuo, siendo la emergencia de las hembras
mayor que la de los machos (Wald = 5,52; P < 0,05; Chi? (4, = 5,54; P < 0,05).
Ademas, se observdé que con 350 Gy algunos adultos que emergieron
completamente presentaron deformidades tales como alas mal formadas y
patas dobladas (Fig. 14).
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Proporcion de emergencia completa del adulto
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0.2+
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Figura 13: Efecto de la radiacién sobre la proporcion de emergencia completa de

adultos.

Ecuaciones: prop. emerg. 9= e(0,92089-0,000032*dosis+0,205238)/1+ e(

prop. emerg 6\= e(0,92089-0,000032*dosis)/1+ e(0,92089-0,000032"dosis)

O Hembras (observado)

--- Hembras (modelo)

+  Machos (observado)

—— Machos (modelo)

0,92089-0,000032*dosis+0,205238)
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Figura 14: Efectos de los rayos X sobre las pupas irradiadas: a) pupa sin emergencia, b)
emergencia incompleta, c), d) y e) adultos emergidos con las alas deformes y f) adulto
emergido con las patas dobladas.
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2.3.2. Evaluaciéon del efecto de los rayos X sobre machos irradiados y
Esterilidad Heredada (EH)

La fecundidad de las hembras normales de T. absoluta cruzadas con
machos irradiados decrecié significativamente con dosis de radiacion
crecientes (Wald = 1590,17; P < 0,05; Chi? 1y = 42,88; P < 0,05) (Tabla 1). Sin
embargo, cuando la mayor dosis de radiacién estudiada (300 Gy) fue excluida
del analisis, no se encontré una relacion significativa entre la dosis y la
fecundidad (Wald = 1,90; P > 0,05; Chi%y, = -1,95; P > 0,05) (Tabla1, Fig. 15).
Esto significa que las hembras no tratadas que copularon con los machos que
habian sido expuestos a la dosis de radiacion mas alta fallaron para depositar
un numero normal de huevos (8,25 + 2,56). Esto estaria indicando que la dosis
de 300 Gy afect6 la habilidad de apareamiento de los machos tratados,
entonces debido a esto, esta dosis no fue considerada util para generar EH en
T. absoluta y no fue tenida en cuenta en el resto de los analisis. Los demas
parametros se analizaron para las dosis (0 — 250 Gy) (Tabla 1).
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Tabla 1. Efecto de la radiacion X sobre el cruzamiento hembra no tratada x macho

irradiado en T. absoluta

Dosis  Cruzamiento Fecundidad FO Longevidad Numero de Numero de

(Gy) (SF0 x QF0) (NUmero de macho FO (dias) larvas F1/ @ pupas F1/ @
huevos/ Q) (Media+EE)® (Media+EE)° (Media+EE) ¢
(MediaEE)?

0 NxN 64,33 £ 19,38 13,33 £ 4,63 46,67 £ 10,11 31,67 £11,35
100 I xN 106,25 + 19,02 17,88 + 3,30 69,5+7,85 37,25 £ 5,59
150 I xN 67,25 + 20,09 17,13 + 3,11 34 +4,53 15,75+ 3,2
200 I xN 61,25+ 14,13 19,83 £ 3,77 27,25+ 3,75 17,25 + 2,66
250 I xN 57,75+14,84 16,12 £ 2,59 16,25 + 4,40 8,56+2,99
300 IxN 8,25+ 2,56

I: irradiado; N: no tratado; FO: parental; F1: primera generacion de descendientes del macho

irradiado

“con la dosis 300 Gy incluida: Wald = 1590,17; P < 0,05; Chi2(1)= 42,88; P < 0,05

sin la dosis 300 Gy incluida: Wald = 1,90; P > 0,05; Chi2(1) =-1,95;P > 0,05
®Wald = 2,26; P > 0,05; Chi® ;) = 0,51; P > 0,05

°Wald = 388,31; P < 0,05; Chi® ;) = 24,02; P < 0,05
?Wald = 225,75; P < 0,05; Chi® (1) = 20,54; P < 0,05

140+
120+
100+

80+

60

Numero de huevos/ hembra

L}

T
50 100

T
150 200

Dosis (Gy)

Fecundidad FO (observada)
Fecundidad FO (modelo)

Figura 15: Efecto de la radiacién sobre la fecundidad parental (nGmero

total de huevos/ hembra FO) cuando machos de T. absoluta fueron

irradiados como pupas y cruzados con hembras no tratadas (fértiles).

FO: generacion parental

ecuacion fecundidad= e'

5,01229-0,00004845*dosis)
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La longevidad de los machos irradiados no fue afectada por la aplicaciéon de
la radiacion (Wald = 2,26; P > 0,05; Chi® 4y = 0,51; P > 0,05) (Tabla 1). La
longevidad media + E.E. fue 17 + 1 dias. Por otra parte, la radiacién afectd
significativamente la fertilidad en la generacién parental (FO) (Wald = 101,84; P
< 0,05; Chi? 4 = 112,79; P < 0,05) (Fig. 16).

e Fertilidad FO (observada)
—— Fertilidad FO (modelo)

Numero de larvas/ huevos

T T T 1
0 50 100 150 200 250

Dosis (Gy)

Figura 16: Efecto de la radiacién sobre la fertilidad parental (nimero de
larvas/numero total de huevos depositados por hembra) cuando los machos
de T. absoluta fueron irradiados como pupas y cruzados con hembras no
tratadas (fértiles). FO: generacion parental.

EcuaCién fertilidad= e(‘l,252993-0,000076*dosis)/1 + e(1,252993-0,000076"dosis)

Se observ6 una reduccion significativa en el nimero de larvas y pupas F1/
Q@ cuando las pupas de los machos parentales fueron irradiadas con dosis
crecientes de rayos X (Wald = 388,31; P < 0,05; Chi® (1) = 24,02; P < 0,05 (Fig.
17) y Wald = 225,75; P < 0,05; Chi%yy = 20,54; P < 0,05, (Fig. 18)
respectivamente) (Tabla 1).
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e Larvas F1 (observado)

80 —— Larvas F1 (modelo)

NuUumero de larvas/ hembra

0 50 1|00 150 éoo :250

Dosis (Gy)
Figura 17: Efecto de la radiacion sobre el numero de larvas F1 cuando
machos de T. absoluta fueron irradiados como pupas y cruzados con
hembras no tratadas (fértiles). FO: generaciéon parental. F1: primera
generacion de descendientes de los machos irradiados.

ECU&Cién larvas= e(4,2852-0,00004375*dosis)

p e Pupas F1 (observado)

—— Pupas F1 (modelo)

Numero de pupas/ hembra

T T T T
0 50 100 150 200 250

Dosis (Gy)

Figura 18: Efecto de la radiacion sobre el numero de pupas F1 cuando
machos de T. absoluta fueron irradiados como pupas y cruzados con
hembras no tratadas (fértiles). F1: primera generacion de descendientes
de los machos irradiados.

Ecuacion pupas= e(3,74032—0,00004777*dosis)
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No se encontraron diferencias significativas en la proporcién sexual F1 entre
las dosis utilizadas (Wald = 2,92; P > 0,05; Chi® 4y = 2,96; P > 0,05). La
proporcién de machos (mediat EE) fue 0,66 + 0,036.

Debido a que el nimero de pupas obtenido de los cruzamientos de hembras
no tratadas con machos irradiados con 250 Gy fue muy bajo (8,5 £ 2,99) y no
emergieron hembras de estas pupas, esta dosis fue descartada para los
siguientes analisis de la progenie F2 (Tabla 2). La fecundidad de los adultos F1
cruzados con sus contrapartes no tratadas fue afectada por la dosis de
radiacion aplicada al macho FO (Wald = 911,80; P< 0,05; Chi? ¢y =107,31; P <
0,05) y por el tipo de cruzamiento F1 (dg1 X @80 INX 1) (Wald = 141,10; P <
0,05; Chi? 1) = 26,01; P < 0,05) (Fig. 19), (donde Jd'r1= macho descendiente de
un macho irradiado, dn= macho normal 9¢n= hembra normal, @r= hembra
descendiente de un macho irradiado). La fecundidad F1 decrecié con el
aumento de la dosis, pero las hijas de los machos irradiados depositaron mas
huevos que las hembras no tratadas que fueron cruzadas con los hijos de los
machos irradiados independientemente de la dosis aplicada (Fig. 19).

Tabla 2. Efecto de la radiacion X sobre la progenie F1y F2 del macho FO irradiado como pupa

Dosis (Gy)  Fecundidad F1 Longevidad NUmero de larvas NUmero de pupas

(Media+EE)? F1 (dias) F2/ @ F2/ @
(Media+EE)® (Media+EE)° (Media+EE)?
0 106.43+2564 11.25+2.4 95.71 £ 20.67 65,00 * 15.23
100 56.13 + 16.11 15.75+3.4 23.38 +6.71 12.50 + 3.91
200 38.75 + 10.47 17.0 £2.1 18.5+5.34 13.13+4.19

En esta tabla se muestran los datos de los 2 tipos de cruzamientos dr1 X @nY SnX @r1 juntos
Donde N: no tratado; F1, F2: primera y segunda generacién de descendientes de machos
irradiados

“Dosis (Wald = 911, 80 P< 0,05; Chi® 4, = 107,31; P < 0,05). Tipo de cruzamiento (Wald =
14110 P < 0,05; Chi® 4, = 26,01; P<005)

®Dosis (Wald 2,46; P > 0,05; Ch| = 1,40; P > 0,05). Tipo de cruzamiento (Wald = 3,53; P >
0,05; Chi® 4, = 2,01; P > 0,05)

cD03|s (Wald = 930 30; P < 0,05; Chi® ;) = 210,29; P < 0,05). Tipo de cruzamiento (Wald =
2979 P < 0,05; Ch| =4,12; P<0052
“Dosis (Wald = 673 18 P < 0,05; Chi = 116,77; P < 0,05). Tipo de cruzamiento (Wald =

61,26; P < 0,05; Chi® (4 = 5,55; P<005)
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240-¢ e Fecundidad F1 (observada) cruzamiento macho F1 x hdora N
2104 = Fecundidad F1 (modelo) cruzamiento macho F1 x hemarN
180 o Fecundidad F1 (observada) cruzamiento macho N x hermrdF1
1504 — Fecundidad F1 (modelo) cruzamiento macho N x hembril

NUmero de huevos/ hembra

Dosis (Gy)

Figura 19. Efecto de la radiacion sobre la fecundidad de la progenie F1 (del macho
irradiado) para ambos tipos de cruzamientos (Zr1 X 98 Y En X Q). F1: primera

generacion de descendientes de los machos irradiados.

Ecuaciones: Cruzamiento J'r; x Qn, fecundidad= e*93855-0.00005944%dos-0,3269)

Cruzamiento d'yx 1, fecundidad= e*93855-0.00005944%dosis)

La fertilidad en la generacion F1 fue afectada significativamente solo por el
factor dosis (Wald = 217,70; P < 0,05; Chi? (1) = 268,35; P < 0,05), mientras que
el tipo de cruzamiento no tuvo un efecto significativo (Wald = 1,19; P = 0,27;
Chi?yy = 1,14; P > 0,05) (Fig. 20).

1.1+
1.0—1
0.94
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0.6+
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0.4
0.3+ N
0.2 : ®
0.1+

0.0 T v T 1
0 50 100 150 200
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e Fertilidad F1 (observada)
— Fertilidad F1 (modelo)

09— 9@

Numero de larvas/ huevos
-

Figura 20. Efecto de la radiacién sobre la fertilidad de la progenie F1 (del
macho irradiado). F1: primera generacién de descendientes de los machos
irradiados. 59

Ecuacion fertilidad= e(1,67-0,00011*dosis)/ 1+ e(1,67-0,00011*dosis)



No se observaron diferencias significativas en la longevidad de los adultos
F1 entre tratamientos (Wald = 2,46; P > 0,05; Chi® 4y = 1,40; P > 0,05 para
dosis) y tampoco entre tipo de cruzamiento (Wald = 3,53; P > 0,05; Chi? () =
2,01; P > 0,05). La longevidad (media + EE) fue 14 + 1 dias (Tabla 2).

El nimero total de larvas F2/9 decrecid significativamente con incrementos
en las dosis aplicadas a los machos FO (Wald = 930,30; P < 0,05; Chi? ;) =
210,29; P < 0,05) (Fig. 21). El numero de larvas F2 también fue afectado por el
tipo de cruzamiento F1 (&1 x @n0 dnX @) (Wald = 29,79; P < 0,05; Chi? 4 =
412; P < 0,05) (Fig. 21). Ademas, un resultado similar fue obtenido para el
nuamero total de pupas F2/ ¢ (Wald = 673,18; P < 0,05; Chi? 1 = 116,77; P <
0,05 para dosis y Wald = 61,26; P < 0,05; Chi? 1) = 5,55; P < 0,05 para tipo de
cruzamiento) (Fig. 22). La dosis de radiacion no tuvo un efecto sobre la
proporcién sexual F2 (Wald = 1,08; P > 0,05; Chi? @ = 1,71; P > 0,05) y
tampoco hubo diferencias significativas en esta variable entre tipo de
cruzamientos (Wald = 0,53; P > 0,05; Chi? i1y = 0,62; P > 0,05). La proporcion
de machos (media + EE) fue 0,49 £ 0,042.

e lLarvas F2 (observada) cruzamiento macho F1 x hembra N

®©
'g 0 — Larvas F2 (modelo) cruzamiento macho F1 x hembra N
2 15 o Larvas F2 (observada) cruzamiento macho N x hembra F1
g 12 —— Larvas F2 (modelo) cruzamiento macho N x hembra F1
>
s
o 90
©
o
> 604 T o
= > o
g 30 e »
s 7T
0 I T % T ?
0 50 100 150 200
Dosis (Gy)

Figura 21. Efecto de la radiacién sobre el nimero de larvas F2 para ambos tipos
de cruzamientos (Jr1 X @nY dn X Pr1). F1y F2: primera y segunda generacién de

descendientes de los machos irradiados

Ecuaciones: Cruzamiento J'r x @, larvas= e*©751-0.00009819'dosis-0,1910)

Cruzamiento dxx Oy, larvas= o4/6751-0,00009819*dosis)
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Figura 22. Efecto de la radiacién sobre el numero de pupas F2 para ambos tipos
de cruzamientos (k1 X nY SN X @r1). F1 y F2: primera y segunda generacion de

descendientes de los machos irradiados

Ecuaciones: Cruzamiento Jr X @y, pupas= g!#3898:0.0001027"dosis-0,.3260)

Cruzamiento dyx @, pupas= e*359%:0:0001027dosis)

2.3.3. Evaluacion del efecto de los rayos X sobre hembras irradiadas

La fecundidad de las hembras irradiadas fue significativamente afectada por
las dosis de radiacién aplicadas sobre las pupas (Wald = 591,86; P < 0,05;
Chi®qy = 465,49; P < 0,05) (Fig. 23). Ademas, la radiacion X afect6
significativamente la fertilidad de las hembras irradiadas (Wald = 73,28; P <
0,05; Chi?yy) = 79,91; P < 0,05) (Fig. 24). Los huevos depositados por las
hembras que fueron irradiadas como pupas a 200 y 250 Gy no eclosionaron.
Las unicas larvas F1 que se desarrollaron hasta pupas y luego hasta adultos
fueron los descendientes de las hembras no tratadas (0 Gy) (Tabla 3).

Por otro lado, la longevidad de las hembras irradiadas no fue afectada por
las dosis de radiacién aplicadas sobre las pupas (Wald = 2,23; P > 0,05; Chi?
=2,52; P > 0,05). La longevidad (media £EE) fue 12 + 1 dias (Tabla 3).
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Tabla 3. Efecto de la radiacién X sobre las hembras irradiadas y sus progenies F1

Dosis (Gy) Cruzamiento Longevidad @ Fecundidad Numero de Numero de
(Réplicas) (3F0 x QF0) FO (dias) FO larvas F1/ @ pupas F1/ @
(Media+EE)? (NUmero de (MediazEE) (MediazEE)
huevos/?)
(Media+EE)®
0 (8) NxN 14,22+2,07 62,63+17,80 57,63+439 47,63+4,78
150 (8) N x| 12,5+1,8 4,88 +2,64 0,75+ 0,49 0
200 (10) N x| 10,4 £ 2,37 0,1+0,1 0 0
250 (3) NxlI 813 4,33+4,33 0 0

Gy: gamma,; I: irradiado; N: no tratado; FO: parental; F1: primera generaciéon de descendientes
de las hembras irradiadas

?Wald = 2.23; P > 0.05; Chi® ;) = 2.52; P > 0.05

"Wald = 591,86; P < 0,05; Chi ;) = 465,49; P < 0,05.

10
e  Fecundidad FO (observada)

— Fecundidad FO (modelo)

Numero de huevos/ hembra

T A A4
0 50 100 150 200 250
Dosis (Gy)

Figura 23: Efecto de la radiacién sobre la fecundidad (numero de
huevos/hembra FO) cuando hembras de T. absoluta fueron irradiadas
como pupas y cruzadas con machos no tratados (fértiles). FO: generacion
parental.

Ecuacion: fecundidad= e*1814:0.0001734'dosis)
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0.9+ — Fertilidad FO (modelo)

NuUmero de larvas/ huevos
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Figura 24: Efecto de la radiacién sobre la fertilidad (numero de
larvas/numero total de huevos depositados por hembra) cuando hembras
de T. absoluta fueron irradiadas como pupas y cruzadas con machos no

tratados (fértiles). FO: generacion parental.

Ecuacion: fertilidad= e(0:5210-0.006596"dosis) ;4 | (0,5210-0,006596"dosis)

2.4. DISCUSION

2.4.1. Evaluacién del efecto de los rayos X sobre la emergencia de los
adultos

La seleccidon de la dosis de radiacidn 6ptima, es decir, la dosis de radiacion
apropiada para inducir EH en las polillas (totalmente esterilizante en el caso de
la hembra y subesterilizante en el de los machos) es un punto critico. Esto es
debido a que esta dosis deberia ser lo suficientemente alta para evitar la
liberacion de hembras fértiles pero no deberia afectar la competitividad de
apareamiento en los machos (Bloem et al. 2003). Ademds, la dosis
seleccionada como 6ptima no deberia afectar la emergencia normal de los
adultos. En el ensayo realizado para estudiar el efecto de los rayos X sobre la
emergencia de la polilla del tomate, se observé que la proporcién de adultos de
T. absoluta emergidos completamente decrecié con el incremento de la

radiacion X aplicada a las pupas.
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Los resultados también sugieren que la aplicacion de dosis = 350 Gy no
solo afectaria la emergencia de los adultos sino también su morfologia normal.
Las dosis entre 50-300 Gy produjeron una reduccién de la emergencia de los
adultos comparado al control pero ninguna de las polillas emergidas tuvo
alguna deformidad. Esto es consistente con otros trabajos realizados con otras
especies de Lepidoptera (Nguyen Thi y Nguyen Thanh 2001, Dhouibi vy
Abderahmane 2001). Yusef (2014) también encontré una disminucién de la
emergencia de adultos de T. absoluta con dosis crecientes de rayos gamma
aplicadas sobre pupas 72 h antes de la emergencia. Sin embargo, esta autora
registré individuos con alas deformes y patas dobladas con dosis mayores a
200 Gy. A diferencia de los resultados presentados en esta tesis, Arthur (2004)
hallé que 300 Gy es una dosis letal al ser aplicada sobre pupas de T. absoluta.
El tipo de radiacion y la forma en que esta afecta al desarrollo del insecto
puede ser un factor importante para explicar las diferencias entre los estudios
mencionados (Bakri et al. 2005). En moscas de la fruta ha sido observado que
los rayos gamma causan significativamente mas anormalidades durante el

desarrollo larval que los rayos X (Viscarret et al. 2012).

2.4.2. Evaluacion del efecto de los rayos X sobre machos irradiados y
Esterilidad Heredada (EH)

Una vez que fue establecida la amplitud de dosis de radiacion que no afecta
la emergencia normal del adulto, el paso siguiente consiste en determinar cual
dentro de este rango es la dosis 6ptima. Un punto clave a tener en cuenta es
que esta dosis deberia ser aquella que no afecte la habilidad de apareamiento
de los machos tratados (North y Holt 1971, Carpenter et al. 2001, Bloem et al.
2003, Ayvaz et al. 2007). Los resultados de fecundidad aqui presentados
mostraron que la habilidad de apareamiento de los machos de T. absoluta
tratados fue afectada por la dosis de radiacion mas alta aplicada (300 Gy).
North y Holt (1971) encontraron que hembras silvestres de la especie T. ni
fallaron con alta frecuencia para depositar un namero normal de huevos
cuando copularon con machos que habian sido irradiados con rayos gamma
con una dosis de 300 Gy. Estos autores sugirieron que esto podria deberse a
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una inadecuada transferencia del esperma o fluido glandular accesorio a la
hembra durante la cépula, lo que implica que la habilidad de apareamiento del
macho fue afectada. Por otro lado, la aplicacién de dosis de radiacién altas no
afect6 la habilidad de apareamiento en los machos de otras especies de polillas
tales como Cryptophlebia leucotreta (Meyrick) (Lepidoptera: Tortricidae) (dosis
100-350 Gy) (Bloem et al. 2003), y P. xylostella y Cactoblastis cactorum Berg
(Lepidoptera: Pyralidae) (dosis 100-500 Gy) (Sutrisno et al. 1993, Carpenter et
al. 2001).

La fertilidad de T. absoluta en la generacién FO fue afectada por la
radiacién. Esta relaciéon inversa entre la fertilidad FO y la dosis de radiacion
aplicada fue observada en hembras no irradiadas que copularon con machos
irradiados como pupas maduras, en muchas especies de lepiddpteros
(Carpenter et al. 1986, Henneberry y Clayton 1988, Carpenter et al. 2001,
Nguyen Thi y Nguyen Thanh 2001, Bloem et al. 2003, Ayvaz et al. 2007,
Boshra 2007). Por ejemplo, Henneberry y Clayton (1988) mostraron un
decrecimiento en la fertilidad de hembras silvestres (43 %) de P. gossypiella
cruzadas con machos irradiados como pupas con 150 Gy, comparado a la
dosis control (0 Gy) cuyas hembras tuvieron una fertilidad del 81 %. Esta
especie al igual que T. absoluta pertenece a la familia Gelechiidae. Sin
embargo, la fertilidad FO en la polilla del tomate fue mayor que aquella en P.
gossypiella con la aplicacion de 150 Gy. Esto podria estar indicando una mayor
resistencia a la radicacion en T. absoluta .Las diferencias en la sensibilidad a la
radiacion podrian estar relacionadas a diferencias cuantitativas en el contenido
de ADN y al estado de desarrollo de los individuos cuando ellos son irradiados
(Tobias 1952, Ostergen et al. 1958, Sparrow et al. 1965, Mansour 2010). Por
otro lado, la mencionada diferencia entre T. absoluta y P. gossypiella podria
también deberse al tipo de radiacion utilizada (rayos X o rayos gamma), ya que
ambos tipos de rayos tienen diferentes niveles de energia, en consecuencia
afectan de forma diferente a la cromatina (Bakri 2005).

En T. absoluta, el niumero de larvas y pupas F1 fue afectado por el
incremento en las dosis de radiacidén evaluadas. Este resultado sugiere que los
machos irradiados con altas dosis dejarian en la generacién siguiente (F1) un
numero de larvas y pupas reducido comparado a una poblacion silvestre donde
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no se liberan individuos irradiados. Por lo tanto, la liberacion de machos
irradiados con altas dosis podria afectar el crecimiento poblacional de la plaga.

Una de las ventajas de la EH en lepidopteros machos, como se mencion6
anteriormente, es la distorsiéon de la proporcion sexual F1 a favor de los
machos (Proverbs 1962, LaChance 1985, Makee y Saour 1997). Las especies
de Lepidoptera tienen un sistema tipico de determinacion del sexo QWZ / 3ZZ
(Suomalainen 1969, Traut y Marec 1997, Makee et al. 2008). Marec et al.
(1999) sugirié que la distorsiéon en la proporcién sexual de la generacion F1 es
un resultado de mutaciones letales recesivas inducidas en el cromosoma
sexual Z de los machos parentales irradiados, que son las responsables de la
muerte de la hembras F1. Sin embargo, en el experimento aqui presentado no
se observd en T. absoluta esta desviacion de la proporcion sexual F1 a favor
de los machos. Un resultado similar a éste fue presentado por Carpenter et al.
(2001) quienes también encontraron una carencia de esta distorsion de la
proporcion sexual F1 a favor de los machos en la especie C. cactorum. Ellos
mencionaron que aunque este resultado fue atipico, otros investigadores han
registrado un resultado similar. Por ejemplo, LaChance et al. (1973) y Ayvas et
al. (2007) también han observado una ausencia del desvio de la proporcién
sexual F1 a favor de los machos.

Otro importante atributo de la EH en Lepidoptera es que la progenie F1 es
mas estéril que los machos Fo irradiados (Proverbs 1962, North 1975,
LaChance 1985, Al-Taweel et al. 1990, Carpenter et al. 2001, 2005, Ayvaz et
al. 2007). Los resultados aqui presentados mostraron que en T. absoluta la
fertilidad F1 fue menor que la fertilidad FO (para una dosis de 200 Gy las
fertilidades esperadas para la FO y la F1 son aproximadamente 45 % y 35 %,
respectivamente). Asimismo, Carpenter et al. (2001) registraron que, los
machos de C. cactorum irradiados con 100 Gy fueron aproximadamente 45 %
estériles cuando se cruzaron con hembras no tratadas mientras que sus
descendientes machos (F1) fueron aproximadamente 82 % estériles y sus
descendientes hembras (F1) tuvieron valores de esterilidad aproximados a 60
%. A diferencia de estos investigadores, en el ensayo realizado con la polilla
del tomate no se encontré un efecto del factor sexo sobre la fertilidad F1, es
decir, no se han observado diferencias en los valores de fertilidad entre los
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machos y las hembras de la generacién F1. Entre las especies de Lepidoptera
en las cuales se observo mayor esterilidad en la generacion F1 respecto del
macho parental irradiado se encuentran: Ephestia cautella (Walker)
(Lepidoptera: Pyralidae) (Al-Taweel et al. 1990), C. pomonella (Bloem et al.
1999), C. cactorum (Carpenter et al. 2001), P. gossypiella (Ahmad et al. 2001),
P. xylostella (Nguyen Thi y Nguyen Thanh 2001), C. leucotreta (Bloem et al.
2003), E. kuehniella (Ayvaz et al. 2007), Sitotroga cerealella Olivier
(Lepidoptera: Gelechiidae) (Boshra 2007), entre otras.

Brower (1979) menciond que la reduccién en la fertilidad F1 seria causada
por translocaciones cromosémicas. Tothova y Marec (2001) demostraron que
varios tipos de translocaciones (no reciprocas, reciprocas y multiples) generan
la produccién de gametas F1 desbalanceadas genéticamente como progenie
de machos irradiados y, por lo tanto, representan los mecanismos
cromosomicos principales de EH. Por otro lado, Koudelova y Cook (2001)
encontraron que la produccién del esperma apireno es mayor en machos
irradiados de E. kuehniella y aun mucho mayor en su progenie F1. Una
reduccion en las cantidades de esperma eupireno (esperma fértil) causara una
disminucion en la fertilidad (Saour y Makee 1997). Como se mencion6
anteriormente, los lepidépteros producen dos tipos de esperma: el eupireno y el
apireno. El primero es el Unico que puede fertilizar a los oocitos, mientras que
la funcidon del segundo es desconocida, aunque se cree que el esperma
apireno participa en la activacion del esperma y en la competencia espermatica
(Silberglied et al. 1984, Osanai et al. 1987, Gage y Cook 1994, Cook y Gage
1995, Friedlander 1997). En los machos irradiados se observa una relacién de
esperma eupireno/ apireno anormal, con un incremento de la proporcion de
esperma apireno (Nguyen Thi y Nguyen Thanh 2001). Respecto a T. absoluta,
estudios donde se analizaron machos irradiados con rayos X con dosis de 250-
300 Gy han mostrado una disminucion en la proporcion de esperma eupireno y
un incremento en la proporcion de esperma apireno (Carabajal et al. 2013).
Ademas, esto fue acompanado por la presencia de paquetes de esperma
eupireno deformes (Ferrari 2011). Snow et al. (1972) encontraron que la
esterilizacion mediante el uso de radiacidén afectdé significativamente el tipo y
calidad de esperma transferido por machos irradiados en S. frugiperda.
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La mayor esterilidad en la generacion F1 y la disminucién en el nimero de
larvas y pupas en las generaciones F1 y F2 al aumentar la dosis aplicada al
macho FO, sugieren que los efectos perjudiciales inducidos por la radiacién X
en el macho FO fueron heredados por sus descendientes. Teniendo en cuenta
todos los parametros estudiados, se sugiere que dosis en el rango de 200-250
Gy podrian ser utilizadas para inducir EH en los machos de la especie T.

absoluta.

2.4.3. Evaluacion del efecto de los rayos X sobre hembras irradiadas

Los resultados de este experimento demostraron que la esterilidad completa
de las hembras de T. absoluta podria ser alcanzada a partir de los 200 Gy
cuando se aplican rayos X sobre pupas maduras 48- 72 h previas a la
emergencia del adulto. Ademas, las larvas F1 descendientes de las hembras
irradiadas con 150 Gy no pudieron alcanzar el estado de pupa. Esto es
consistente con lo observado en otras especies de lepiddpteros tales como C.
cactorum y E. kuehniella cuyas hembras fueron completamente estériles
cuando se les aplicé una dosis de 200 Gy (Carpenter et al. 2001, Ayvaz et al.
2007). Con respecto a otras especies de la familia Gelechiidae, la esterilidad
total de la hembra en P. gossypiella y Phthorimaea operculella (Zeller) fue
alcanzada con el empleo de dosis de 150 Gy y 200 Gy, respectivamente
(Henneberry y Clayton 1988, Makee y Saour 2003). Yusef (2014) observé que
las hembras de T. absoluta fueron totalmente estériles con la aplicacion de
dosis de radiacion gamma iguales o mayores a 100Gy

2.5. CONCLUSION

Se observé una mayor radiosensibilidad en las hembras de la polilla del
tomate respecto del macho, siendo estas completamente estériles a partir de
los 200Gy mientras que los machos lo son parcialmente. A una dosis menor
(150 Gy) los descendientes F1 de la hembra irradiada no alcanzaron el estado
de pupa mientras que algunos descendientes del macho irradiado lograron
desarrollarse hasta pupas y adultos.
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Puede concluirse que la estrategia mas apropiada para controlar
poblaciones de T. absoluta con la EH podria ser la liberacibn de hembras
completamente estériles y machos parcialmente estériles aplicandoles una
dosis de radiacién X éptima de 200 Gy. En el presente capitulo de la tesis se
presenta el primer estudio en el cual se analizan los efectos de la radiacion X
sobre la polilla del tomate, proporcionando el primer paso para abordar la
posible viabilidad de la implementacién de la EH para el control de las

poblaciones silvestres de T. absoluta.

Los datos presentados en este capitulo han sido publicados en una
revista internacional (ver apéndice) siendo la siguiente la correspondiente
cita:

Cagnotti, C. L., M. M. Viscarret, M. B. Riquelme, E. N. Botto, L. Z. Carabajal, D.
F. Segura, y S. N. Lépez. 2012. Effects of X rays on Tuta absoluta
(Lepidoptera: Gelechiidae): for use in inherited sterility programmes.
Journal of Pest Science 85: 413-421
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Capitulo lil
Supresion de poblaciones
silvestres de Tuta absoluta

mediante el uso de la
Esterilidad Heredada
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3.1. INTRODUCCION

El uso de la EH en Lepidoptera provee algunas ventajas sobre el uso de la
esterilizacion completa en los programas de control de plagas (North 1975,
LaChance 1985, Carpenter et al. 2005). Debido a que las hembras son mucho
mas sensibles a la radiacién que los machos de la misma especie, esto permite
tratar a ambos sexos con una dosis particular que esteriliza completamente a
las hembras y parcialmente a los machos. Un beneficio de usar dosis de
radiacion mas bajas (dosis mas bajas de las que serian necesarias para
esterilizar completamente a los machos) es que la calidad y competitividad de
los machos irradiados es mejorada (North 1975, LaChance 1985, Carpenter et
al. 2005). Resultados de ensayos de campo realizados con C. pomonella han
mostrado que machos esterilizados parcialmente con dosis de radiacién bajas
son insectos mas activos, mas competitivos y que se dispersan a mayores
distancias en el campo (Bloem et al. 2001). Para evaluar la dispersion de
machos irradiados y poder compararla con aquella en individuos no tratados,
las trampas de feromonas son herramientas cuya utilidad es ampliamente
reconocida (Suckling y Karg 2000, Hight et al. 2005).

Asi, teniendo en cuenta las ventajas del uso de la EH en el campo, el
potencial de esta técnica para suprimir las poblaciones silvestres de polillas
plagas ha sido investigado en muchos experimentos de laboratorio y de jaulas
de campo (Krafsur 1998, Bloem y Carpenter 2001, Bloem et al. 2005, Klassen
2005, Carpenter et al. 2005, Suckling et al. 2007, Simmons et al. 2009). El
término supresién se refiere al intento de disminuir las poblaciones silvestres de
las plagas por debajo de los niveles a los cuales estas podrian causar dafos
econdémicos (Carpenter et al. 2005). Entre las especies de lepiddpteros plagas
que han sido estudiadas en estos experimentos se encuentran P. xyllostella
(Estados Unidos), H. zea (Estados Unidos), C. cactorum (Estados Unidos y
Méjico), T. anartoides (Nueva Zelanda) y C. leucotreta (Sudafrica). Dos
programas de EH contra lepiddpteros plagas han progresado hasta la etapa
operativa, uno contra P. gossypiella en el Valle San Joaquin de California,
Estados Unidos y el otro contra C. pomonella en British Columbia, Canada. En
ambos casos, polillas estériles son liberadas en el contexto de programas
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llevados adelante en grandes extensiones, en los cuales se usan la EH en
combinacién con otras estrategias de control (Bloem et al. 2005). Estos
programas han sido exitosos en cuanto a la supresion poblacional de dichas
plagas (Carpenter et al. 2005).

Para que la supresion poblacional de una plaga sea alcanzada mediante el
uso de la EH, se requiere ademas de una depresion de la fertilidad de las
copulas entre individuos irradiados y sus contrapartes silvestres, que un
nuamero suficiente de individuos irradiados sea liberado para superar la tasa
natural de incremento de la poblaciéon silvestre de la plaga. La tasa: “insectos
irradiados liberados/insectos silvestres” critica para alcanzar la supresion
poblacional de una plaga, puede ser estimada mediante experimentos con
jaulas de campo o ensayos a campo y también a través de modelos
poblacionales. Sin embargo, el nimero de individuos irradiados liberados en el
campo en un programa de EH para la supresion poblacional de un lepidoptero
plaga debe ser mayor que el estimado experimentalmente (Kean et al. 2007).

En el caso de T. absoluta el potencial de uso de la EH seria tanto a campo
abierto como en invernaculo. No hay antecedentes sobre esto pero es
esperable que la respuesta de los individuos irradiados liberados sea distinta
bajo estas dos situaciones ambientales. Como una primera aproximacién se
plante6 evaluar la supresion de poblaciones silvestres de la polilla mediante la
liberacion de individuos irradiados bajo condiciones de invernadero. El estudio
se realiz6 en dos etapas, evaluando primero el nivel de dispersion de los
machos irradiados mediante el uso de una trampa de feromona. Para esto se
conté con la disponibilidad de feromona sintética producida por Chemtica
Internacional S. A. Luego, en una segunda etapa, se evalud el potencial para
suprimir poblaciones silvestres de T. absoluta mediante la liberacion de polillas
irradiadas utilizando jaulas.

Los objetivos de este capitulo fueron:

I. Evaluar el efecto de la radiacion sobre la capacidad de dispersion
del macho de T. absoluta.
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[I.  Evaluar el potencial que tienen las liberaciones de adultos irradiados
de T. absoluta para suprimir poblaciones silvestres en condiciones

semicontroladas.

3.2. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron realizados en el Insectario de Investigaciones para
Lucha Bioldgica (lILB), Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola (IMYZA),
CICVyA- INTA (Castelar, Buenos Aires, Argentina). Los individuos de T.
absoluta empleados en los experimentos correspondientes a este capitulo
fueron obtenidos de la colonia mantenida en el laboratorio. El procedimiento
para la cria de la polilla del tomate fue descripto en el Capitulo | (Materiales y
Métodos: a) colonias de insectos).

3.2.1. Aparato de rayos X

El aparato de rayos X con el cual se irradiaron las pupas de T. absoluta fue
descripto en Materiales y Métodos del Capitulo I.

3.2.2. Evaluacion del efecto de la radiacion sobre la capacidad de
dispersion de los machos de T. absoluta

El ensayo se realiz6 en un invernaculo de paredes y techo de vidrio (16 m
de largo, 7 m de ancho) ubicado en el predio del CNIA (Centro Nacional de
Investigaciones Agropecuarias) del INTA, Castelar (Fig. 25). Pupas machos
fueron colocados en cajas de Petri (1,5 cm de altura y 5,5 cm de diametro) e
irradiadas con rayos X (48-72 horas antes de la emergencia). La dosis (minima-
maxima) utilizada fue 198,73-200 Gy. Esta fue la dosis seleccionada como
Optima para generar EH en T. absoluta (Capitulo | de esta tesis).

En uno de los extremos del invernaculo, considerando su largo, se coloco
una trampa de feromona (Fig. 26a). Luego de la emergencia de los machos
adultos, se liberaron 50 &y 50 4 a 14,5 m de la trampa. Luego, a las 48 y 96
h se hicieron nuevamente dos liberaciones de 50 &) y 50 Jdn cada una.
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Ademas, se colocaron otras dos trampas tipo delta, fuera del invernaculo en el
predio del CNIA, a 40 my a 20 m del punto de liberacidén de los individuos (Fig.
26b).

Wi

\

T

o

Figura 25: Invernaculo de vidrio donde se realiz6 el ensayo de
dispersion

Figura 26: a) Trampa de feromona tipo delta colocada dentro del invernaculo
y b) trampa ubicada fuera del invernaculo
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Estas trampas se colocaron para evaluar si los machos alcanzaban a
dispersarse a mayores distancias desde el punto de liberacién. Los machos
irradiados y normales fueron identificados mediante marcas con polvo
fluorescente de distintos colores (Day Glo Color, Cleveland, OH United States)
(Bloem et al. 1998a). Durante 4 dias, cada 24 horas las trampas fueron
revisadas y se registré el numero de machos de cada grupo capturado. Se
registraron las condiciones de temperatura y humedad relativa dentro del
invernaculo con un termohigrégrafo HOBO. Diferencias en la cantidad de
machos irradiados y no irradiados capturados en cada uno de los registros
fueron analizadas mediante una prueba de Friedman para muestras

dependientes en el programa Statistica para Windows (StatSoft Inc. 2000).

3.2.3. Evaluacion de la supresion de la poblacion plaga por polillas
irradiadas y su progenie.

Ensayo 1. El estudio se realizé en un invernaculo experimental de estructura
plastica (Fig. 27) en el IMYZA (INTA- Castelar), durante la temporada verano-
otofio 2012. Se dispuso de jaulas de armazén de hierro y paredes y techo de
“voile” (0.80 m de alto x 0.55 m de lado x 0.60 m de largo) en cuyo interior se
colocaron 4 plantas de tomate (con 6-8 hojas) (Fig. 28). Las plantas fueron
regadas cada 2-3 dias y no recibieron ningun otro tratamiento durante el

transcurso del experimento.

Figura 27. Invernaculo experimental de estructura plastica 75
donde se realizaron los ensayos de supresion poblacional



Figura 28: Jaulas utilizadas en los ensayos de supresion poblacional

Pupas de T. absoluta obtenidas de la cria fueron separadas por sexo en
cajas de Petri (1,5 cm de altura y 5,5 cm de diametro) e irradiadas con rayos X
(48-72 horas antes de la emergencia). La dosis de radiacion (minima- maxima)
utilizada fue 198,73-200 Gy. Esta es la dosis que resultdé 6ptima para generar
EE en T. absoluta, segun los resultados de los ensayos presentados en el
Capitulo I.

Se estudiéo el efecto sobre la supresion poblacional de una tasa de
liberacion de polillas irradiadas respecto de no irradiadas de 10:1. Para ello, los
adultos emergidos de las pupas irradiadas fueron liberados en las jaulas de
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acuerdo con las siguientes relaciones J1: Q1: IN: @N= 1) 0:0:3:3 (tratamiento
control) y 2) 30:30:3:3 (tratamiento con liberacion de individuos irradiados). Las
jaulas fueron asignadas a estos dos tratamientos aleatoriamente contandose con
5 réplicas (jaulas) para cada uno. Las plantas fueron renovadas constantemente
de forma que el alimento no fue una limitante para el desarrollo de la poblacién de
polillas dentro de cada una de las jaulas. El crecimiento poblacional de la polilla
del tomate se determiné registrando una vez por semana la cantidad de huevos,
larvas chicas y grandes en cada una de las jaulas. El ensayo se realiz6 durante
los meses de febrero, marzo y abril. Las condiciones ambientales fueron
registradas mediante un termohigrégrafo HOBO.

Ensayo 2. Se repitid el procedimiento descripto en el Ensayo 1 con una tasa
de liberacién de polillas irradiadas respecto de no irradiadas de 15:1. Se
liberaron insectos irradiados y no tratados de acuerdo a las siguientes
relaciones 0 91: 0 &1 3 2n: 3 J' (tratamiento control) y 45 Q11 45 &1: 3 2n: 3 I
(tratamiento con liberacion de individuos irradiados). Se realizaron 10 réplicas
del control y 5 réplicas del tratamiento con liberacién de individuos irradiados.
El ensayo fue iniciado en Octubre de 2012 (comienzo de la primavera). Las

variables mencionadas anteriormente fueron registradas durante tres meses.

Anadlisis estadistico aplicado en los ensayos 1 y 2: el efecto de los
tratamientos sobre la cantidad de huevos, larvas pequenas y larvas grandes
por jaula fue evaluado en cada pico poblacional usando modelos lineales

generalizados con el sofware R version 2.13.1 (http://www.r-project.org/). Se uso

la funcién gls (Generalized Least Squares) de la libreria NLME (Nonlinear
Mixed Effects Linear and Models). Los datos fueron normalizados usando la
transformacion Box-Cox. Se escogié una estructura de error en donde la
correlacién entre las fechas fue considerada a través de una matriz de simetria
compuesta. Se evalud la estructura de la matriz de varianzas-covarianzas con
el criterio de informacion de Akaike (AIC) y se usaron pruebas de Méaxima

Verosimilitud para comparar los tratamientos.

3.3. RESULTADOS
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3.3.1. Evaluacion del efecto de la radiacion sobre la capacidad de
dispersion de los machos de T. absoluta

Las temperaturas (°C) y la humedad relativa (%) minimas y maximas (media
+ EE) fueron 21,73+1,52/27,65+0,47 y 48,75+5,39/84,25+4,31. La prueba de
Friedman no mostré diferencias significativas en la dispersién entre machos de
T. absoluta irradiados y no tratados (T%= 1; P = 0,39) (Fig. 29).

En las trampas colocadas fuera del invernaculo, se encontraron 5 machos
no irradiados en la ubicada a 40 m del punto de liberacién de los individuos y
un macho no irradiado en la trampa ubicada a 20 m de este.

30
25 -

20 -

B Machos irradiados

10 -

5J I

0_ T T T 1
1 2 3 4

Tiempo {dias)

Machos normales

Numero acumulado de machos en la trampa
(=Y
(%]
1

Figura 29: Numero acumulado de machos normales y machos irradiados
durante cuatro dias en la trampa de feromona colocada en el interior del
invernaculo.

3.3.2. Evaluacion de la supresion de la poblacion plaga por polillas
irradiadas y su progenie.

Ensayo 1. Las temperaturas (°C) y la humedad relativa (%) minimas y maximas
durante este experimento (media + EE) fueron 11,42 + 0,81/ 32,38 + 1,22 y
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37,59 + 2,51/ 83,32 + 1,3 respectivamente. Durante los tres meses de duracién
del experimento el incremento poblacional de T. absoluta mostré6 dos
generaciones.

Las tres variables registradas (numero de huevos, numero de larvas
pequenas y numero de larvas grandes) mostraron dos picos a lo largo del
tiempo (Fig. 30). Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
en el nimero de huevos en ambos picos (F1s=22,93; P=0,0014; F{3:=4,39;
P=0,043; respectivamente). En el primer pico, se registrd6 un numero mayor de
huevos en las jaulas con el tratamiento de liberacién que en las jaulas control.
En el segundo pico, este resultado se invirti6 con un nimero mayor de huevos
en las jaulas control. No hubo diferencias significativas entre semanas en el
segundo pico (F13=0.0058, P=0.93) (Fig. 30a). En ambos picos poblacionales
el numero de larvas pequenas fue mayor en las jaulas control respecto de las
jaulas en donde se introdujeron las polillas irradiadas. Sin embargo, estas
diferencias no fueron significativas (Fi126=0,05 P=0,83; F146=3,14 P=0,083;
respectivamente). No hubo diferencias significativas entre fechas en ambos
picos (F126=1,56 P=0,22; F14¢=0,18 P=0,67; respectivamente) (Fig. 30b). No se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos en la cantidad de
larvas grandes en ambos picos (F116=0,023 P=0,88; Fi2=2,66 P=0,11;
respectivamente). Por otro lado, hubo diferencias significativas en el nimero de
larvas grandes entre las fechas en ambos picos (F1,16=11,07 P=0,0043;
F1.26=9,40 P=0,0050; respectivamente) (Fig. 30c).
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Figura 30. Ensayo 1. Supresion poblacional de una poblacién silvestre de T.
absoluta por individuos irradiados y su progenie a través del tiempo. a) Numero de
huevos. b) Numero de larvas pequenas. ¢) Numero de larvas grandes
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Ensayo 2. Las temperaturas (°C) y la humedad relativa (%) minimas y maximas
durante este experimento (mediatEE) fueron 14,9 + 0,049/37,7 + 0,99 y 26,58
+ 1,38/79,71 = 2,19; respectivamente. Durante los tres meses de duracion del
experimento el incremento poblacional de T. absoluta mostré tres
generaciones.

El nimero de huevos, larvas chicas y larvas grandes mostr6 tres picos a
través del periodo de tiempo analizado (Fig. 31). Se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos en el nimero de huevos en el primer pico y
marginalmente en el segundo pico (Fi12s= 10,11 P= 0,0038; F12= 3,81 P=
0,062; Fi126= 2,64 P=0,12; respectivamente). Diferencias significativas entre
fechas solo se observaron en el primer pico (F126= 74.78, P<0.0001; F1 2= 0,50
P= 0,48; F26= 2,15 P=0,15; respectivamente) (Fig. 31a). El nimero de larvas
pequenas fue significativamente mayor en las jaulas control que en las jaulas
con liberaciéon de individuos irradiados en los tres picos (F141= 7,45 P= 0,00983;
F141= 5,29 P=0,027; F15= 4,11 P=0,047; respectivamente). Hubo diferencias
significativas entre fechas en todos los picos (Fi41= 23,46 P<0,0001; Fq41=
10,62 P= 0,0022; F156= 4,84 P=0,032; respectivamente) (Fig. 31b). El nimero
de larvas grandes fue significativamente diferente entre tratamientos en los
primeros dos picos (Fi13= 72,93 P<0,0001; Fi2= 9,01 P= 0.0059;
respectivamente). No hubo diferencias entre fechas en el segundo pico
(F126=1,72 P=0,20). En el tercer pico, el numero de larvas grandes fue
significativamente diferente entre fechas y marginalmente diferente entre
tratamientos (F141= 7,56 P=0,0088; Fi41= 3,31 P= 0,076; respectivamente)
(Fig. 31c). Al final del ensayo, las plantas de tomate en las jaulas control
tuvieron mayor cantidad de dano que en las jaulas donde se liberaron insectos
irradiados debido al mayor numero de larvas presentes en aquellas (Fig. 32).
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Figura 31. Ensayo 2. Supresion poblacional de una poblacién silvestre de
T.absoluta por individuos irradiados y su progenie a través del tiempo. a) Numero
de huevos. b) Numero de larvas pequenas. ¢) Numero de larvas grandes.
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Figura 32. Estado de las plantas al final del ensayo 2. a) Jaula con liberacién de individuos
irradiados b) Jaula control

3.4. DISCUSION

Entre las plagas mas devastadoras de los cultivos y bosques, se encuentran
una gran cantidad de especies de lepidopteros, las cuales producen enormes
pérdidas econdémicas. De alli, la gran importancia de hallar estrategias mas
eficientes, de bajos costos y que no generen dafos al ambiente para hacer
frente a estas plagas. La eficacia de la EH para reducir las poblaciones de los
lepidopteros plagas ha sido demostrada en los programas operativos contra las
polillas P. gossypiella en los Estados Unidos y C. pomonella en Canada (Bloem
et al. 2005).

Los resultados del ensayo de dispersion demuestran que los machos de T.
absoluta irradiados con 200 Gy se dispersan. Si bien, no se mididé que sucede a
grandes distancias, en la practica durante la aplicacion de un programa de EH
los individuos irradiados son liberados en varios puntos. Asi, estaria asegurada
una dispersion de los machos irradiados de la polilla del tomate al menos en un

radio de aprox. 15 m durante 48-72 h. Si las liberaciones se hicieran como en el
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caso de C. pomonella de forma continua a lo largo de la linea de cultivo o a lo
largo de la linea de cultivo pero en varios puntos sucesivos, el resultado aqui
presentado respecto a la dispersidn de los machos irradiados es positivo.

Uno de los desafios principales en un proyecto para aplicar la EH contra
lepidépteros plagas es determinar una tasa efectiva de la relacion polillas
irradiadas liberadas/polillas silvestres. Esta indica el nimero de insectos
irradiados que es necesario liberar para lograr la supresién de una poblacion
silvestre de una plaga. En los experimentos de jaulas realizados con la polilla
del tomate, con ambas tasas de polillas irradiadas/polillas silvestres estudiadas
(10:1 y 15:1), se observaron diferencias significativas en el nimero de huevos
en el primer pico de postura entre los tratamientos. El mayor numero de huevos
depositado fue observado en las jaulas con individuos irradiados, resultado
l6gico considerando que alli se realizdé la liberacion de un mayor nimero de
hembras que en las jaulas control. Sin embargo, en el segundo pico se obtuvo
el resultado opuesto observandose un mayor nimero de huevos en las jaulas
control comparado con las jaulas donde se habian liberado los individuos
irradiados, resultado que podria adjudicarse a los efectos de la EH. El uso de
una tasa de 10:1 (polillas irradiadas liberadas/polillas no tratadas) caus6 una
declinacion en la poblacién larval en comparacion con las jaulas control pero
estas diferencias no fueron estadisticamente significativas probablemente
debido a la alta variabilidad en los datos. Sin embargo, un pequefio incremento
en la tasa de polillas irradiadas liberadas/polillas no tratadas (15:1) mejord
estas diferencias. En este caso, el numero de larvas pequefas y grandes en
las jaulas donde se realizaron las liberaciones de los individuos irradiados fue
significativamente menor que en las jaulas control a través de las tres
generaciones estudiadas. Estos resultados indicarian que los machos
subestériles fueron tan competitivos como los machos silvestres para copular
con las hembras silvestres, y exitosos para producir una progenie F1 estéril con
lo cual se logro reducir el crecimiento de la poblacién silvestre en el tiempo. Las
hembras estériles de T. absoluta liberadas en las jaulas tratamiento
probablemente cumplieron un rol critico en la disminucidén de la poblacién larval
dentro de estas jaulas, a través de su accidén como un sumidero de esperma
fértil. Esto es, las hembras irradiadas al competir con las hembras fértiles por
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los machos, remueven de esta forma el limitado esperma fértil del sistema.
Esto fue demostrado por Hight et al. (2005) en ensayos de supresion
poblacional con C. cactorum realizados en jaulas de campo, donde en algunas
se liberaron Unicamente machos estériles y en otras machos y hembras
estériles, logrando mayor supresién poblacional en estas ultimas. Existe amplia
evidencia experimental documentada que sugiere que la liberacion de hembras
estériles desempena un papel fundamental en la supresién poblacional de los
lepidopteros plagas cuando se utiliza la EH (Guerra et al. 1974, White et al.
1976, Van Steenwyk et al. 1979, Bloem y Carpenter 2001, Hight et al. 2005).

Para otros lepiddpteros plagas, ha sido observado que tasas (polillas
irradiadas liberadas/polillas no tratadas) inferiores a 15:1 produjeron una
reduccion significativa en la poblacion de la polilla silvestre en jaulas de campo
experimentales. Una tasa tan baja como 5:1 alcanzé para suprimir poblaciones
silvestres de C. cactorum, P. operculella y P. xylostella en jaulas de campo
(Nguyen Thi y Nguyen Thanh 2001, Saour 2004, Hight et al. 2005). Para la
especie Conopomorpha sinensis Bradley (Lepidoptera: Gracillariidae) un
ensayo con jaulas de campo mostré que la liberacion de machos adultos
irradiados a la tasa 10:1 (tratados/no tratados) podria controlar efectivamente
una poblacion natural de esta plaga (Hu et al. 2012). Por otro lado, liberaciones
de individuos irradiados de P. gossypiella con una tasa de 20:1 en jaulas de
campo, caus6 una reduccidn significativa de la poblacion silvestre de esta
plaga (Ahmad et al. 2002). Las diferencias observadas entre distintas especies
de polillas plagas en la tasa de insectos irradiados liberados/insectos silvestres
que es necesaria para alcanzar la supresién de sus poblaciones, pueden ser
explicadas por diferencias en las caracteristicas intrinsecas de las especies
(reproduccion, longevidad, dafio producido, etc.).

En la mayoria de los estudios a campo abierto donde se evalué el potencial
de la EH para controlar lepidopteros plagas, las tasas de individuos
irradiados/individuos no tratados necesarias para alcanzar la supresion
poblacional son mucho mas altas que aquellas observadas en los estudios de
jaulas de campo (mayor a 60:1 para P. gossypiella, 40:1 para C. pomonella,
100:1 para T. anartoides) (Bloem et al. 2005). Si bien los ensayos efectuados
con T. absoluta fueron realizados en jaulas, los resultados indicarian que una
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relacion 15:1 de individuos irradiados respecto de silvestres podria tomarse
como base y que podria esperarse que varias liberaciones a esa tasa o a tasas
algo mayores produjeran una reduccion de las poblaciones silvestres en un
cultivo de tomate. Esto deberia validarse en condiciones reales de cultivo.

La EH es una técnica altamente especifica, dado que su blanco es el
sistema reproductivo de la plaga cuando esta se esta reproduciendo
sexualmente. Previo a la liberacidbn de los insectos esterilizados, podria
requerirse la aplicacion de técnicas suplementarias con el fin de reducir las
poblaciones silvestres de la plaga a niveles frente a los cuales los insectos
estériles liberados tendrian una ventaja numérica para inducir la esterilidad
(Mangan 2005). De esta forma se alcanzarian las tasas de insectos
esterilizados/insectos silvestres efectivas, sin necesidad de liberar un nimero
demasiado alto de insectos estériles producidos en crias masivas. En general,
los programas de liberacion de insectos estériles exitosos fueron aplicados
cuando las poblaciones silvestres de las plagas estuvieron a bajas densidades.

Ha sido ampliamente sugerido que el potencial total de la EH para controlar
lepidopteros plagas podria ser alcanzado cuando la EH es combinada con
otros métodos de control (Knipling 1992, Carpenter 1993, 2000). El uso de la
EH es compatible con el uso de otros métodos como el cultural, la confusion
sexual, el uso de bioplaguicidas y el control biolégico mediante liberaciones de
parasitoides o predadores (Carpenter 2000, Dyck et al. 2005). En los préximos
capitulos se presentara el estudio de la compatibilidad entre el uso de la EH y

el CB para el control de T. absoluta.

3.5. CONCLUSION

De acuerdo con los resultados de los experimentos presentados en este
capitulo, se sugiere que con varias liberaciones de individuos irradiados de T.
absoluta a una proporcidén igual o mayor que 15:1 podria esperarse una
reduccién en una poblacion silvestre de T. absoluta en un cultivo de tomate.
Investigaciones futuras bajo condiciones de cultivo en inverniculo o a campo

son necesarias para probar esta proposicion.
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Capitulo IV
Integracion de la Esterilidad
Heredada con el uso de
Trichograma spp. para
controlar Tuta absoluta
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4.1. INTRODUCCION

El uso intensivo de plaguicidas, ademas de impactar negativamente sobre
el ambiente, ha generado la aparicibn de poblaciones de T. absoluta
resistentes a varios principios activos de productos recomendados en América
del Sur (Salazar y Araya 1997, Siqueira et al. 2000, Lietti et al. 2005). Dada
esta situacion, se han propuesto otros métodos de control de bajo impacto
ambiental contra T. absoluta, tales como el control biolégico mediante el
empleo de parasitoides o predadores, la captura masiva de polillas mediante el
empleo de trampas de feromonas y el uso de genotipos de plantas de tomate
resistentes (de Oliveira et al. 2008, Oliveira et al. 2009, 2012, Desneux et al.
2010, Castro Antonio et al. 2011).

Los parasitoides de huevos de la familia Trichogrammatidae han sido
empleados exitosamente en todo el mundo en control biolégico inundativo de
lepidépteros plagas (Hassan 1993, Smith 1996, Agamy 2010, Desneux et al.
2010, Tabone et al. 2010). En el caso de T. absoluta, estos parasitoides han
sido utilizados en algunos paises de América del Sur como Brasil, Chile y
Colombia (Pintureau et al. 1999, Parra y Zucchi 2004, Bueno 2005, Faria et al.
2008, Andrade et al. 2011) y en paises recientemente invadidos, como por
ejemplo, Francia y Espana. En estos Ultimos paises, actualmente T. achaeae
es comercializado y su eficacia como agente de control bioldgico de T. absoluta
continda siendo evaluada en ensayos de laboratorio y de campo (Chailleux et
al. 2012, 2013, Cabello et al. 2012).

Trichogramma nerudai (Pintureau y Gerding) fue encontrado parasitando
naturalmente huevos de la polilla del tomate en Chile (Zucchi y Querino 2000).
La biologia y el uso de T. nerudai como parasitoide de huevos de lepidépteros
plagas fueron estudiados detalladamente por Zhang y Hassan (2000), Estay y
Bruna (2002), Botto et al. (2004), Tezze y Botto (2004) y Horny (2009). T.
pretiosum, ha sido usado en control biolégico de T. absoluta en varias regiones
productoras de tomate en el noreste de Brasil y Chile (Benitez 2000, Pratissoli y
Parra 2000). En Argentina, el uso de T. bactrae como potencial agente de
control biolégico de T. absoluta fue evaluado por Riquelme y Botto (2003a, b) y
Riquelme (2009).
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Como se ha mencionado previamente en esta tesis, la EH es una técnica de
control de bajo impacto ambiental que ha sido estudiada y utilizada para la
supresién de poblaciones de lepidépteros plagas (Carpenter et al. 2005). Existe
evidencia teorica y experimental que sugiere que el potencial total de la EH
para controlar lepidépteros plagas podria ser alcanzado cuando la EH es
combinada con otros métodos de control, de forma de conseguir un efecto
aditivo o sinérgico (Knipling 1992, Carpenter 1993, 2000, Bloem y Carpenter
2001, Carpenter et al. 2005). Asi, el uso de la EH tiene muchas ventajas, pues
ademas de ser especie especifica, es compatible con el uso de otros métodos
de control tales como el cultural, la confusion sexual, el uso de bioplaguicidas y
el control biolégico mediante liberaciones inundativas de parasitoides como
Trichogramma spp. o predadores (Carpenter 2000, Dyck et al. 2005).

La utilizacion de la EH para el control de lepiddpteros plagas implica que se
esterilizan y liberan machos y hembras, de esta forma todos los tipos de
cOpulas podrian ocurrir en el campo, incluyendo aquellos que involucran polillas
irradiadas (Knipling 1992, Bloem y Bloem 2000). Las hembras irradiadas
depositan huevos no viables en el campo, los cuales podrian servir como
huéspedes para parasitoides del género Trichogramma, cuya progenie F1
podria parasitar huevos depositados por la poblacién silvestre remanente de la
polilla remanente.

El objetivo de este capitulo fue:

i. Evaluar la aceptacidn por parasitoides tricogramatidos de los huevos
producidos por individuos irradiados de T. absoluta y la adecuacion de

estos huevos para el desarrollo de los parasitoides.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Colonias de insectos

El trabajo de investigacion fue realizado en el Insectario de Investigaciones
para Lucha Biologica (IILB), Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola
(IMYZA), CICVyA- INTA (Castelar, Buenos Aires, Argentina). Los individuos de
T. absoluta, T. nerudai, y T. pretiosum empleados en los experimentos

correspondientes a este capitulo fueron obtenidos de las colonias mantenidas
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en el laboratorio. El procedimiento para la cria de la polilla del tomate fue
descripto en el capitulo | (materiales y métodos: a) colonias de insectos).

Con respecto a los parasitoides, T. pretiosum y T. nerudai han sido criados
desde 2000 y 2003, respectivamente, sobre huevos de la polilla de los cereales
S. cerealella, de acuerdo al procedimiento de produccion estandarizada
propuesto por Hassan (1997) (Fig. 33). Las colonias fueron mantenidas en una
camara de cria con las condiciones ambientales controladas a 22-25 °C y 50-
70 % de humedad relativa. El parasitoide T. nerudai es haplo-diploide y por lo
tanto, produce progenie masculina a partir de huevos no fertilizados. Por su
parte, la cepa de T. pretiosum criada en el laboratorio es telitoca
(partenogenética), por lo tanto, la progenie producida es hembra.

Figura 33: a) adulto de T. nerudai'y b) adulto de T. pretiosum

4.2.2. Aparato de rayos X

El aparato de rayos X con el cual se irradiaron las pupas de T. absoluta fue
descripto en materiales y métodos del capitulo .
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4.2.3. Experimentos de no eleccién

En estudios de parasitismo con parasitoides oéfagos, un experimento de no
eleccién consiste en ofrecer un solo tipo de huevo al parasitoide hembra. De
esta forma se evallan dos aspectos, primero, si en condiciones extremas el
parasitoide es capaz de aceptar el material ofrecido para oviponer (aceptacion)
y, segundo, si este material es adecuado para el desarrollo del parasitoide
(adecuacion). La aceptacién por T. nerudaiy T. pretiosum de los huevos de T.
absoluta provenientes de parejas con uno de los individuos irradiados fue
evaluada en experimentos de no eleccién. En estos experimentos también se
estudi6é la adecuacion de esos huevos para el desarrollo de T. nerudaiy T.
pretiosum. Cada una de las especies de Trichogramma fue estudiada en
experimentos separados. Ambos ensayos fueron realizados en una camara con
las condiciones ambientales controladas a 25+2°C, 35-69% humedad relativa y
fotoperiodo 14L: 100. La temperatura y la humedad de las camaras fueron
registradas con un termohigrometro digital (TFA) modelo 30.5003 (Dostmann
GmbH & Co.KG, Germany).

Pupas de T. absoluta fueron separadas por sexo como se indicé en el
capitulo I. Luego, se colocaron en cajas de Petri (1,5 cm de altura y 5 cm de
diametro) y se irradiaron 48-72 h previas a la emergencia de los adultos. La
dosis de radiacion (minima- maxima) utilizada fue 198,73-200 Gy. Esta fue la
dosis seleccionada como Optima para generar EH en T. absoluta (capitulo | de
esta tesis).

Después de la irradiacidn, los adultos de T. absoluta que emergieron fueron
separados en parejas de acuerdo con los siguientes cruzamientos: &' N X @ N
(control), &1/ x 2Ny & n X @i (donde & y = macho no tratado, QN = hembra no
tratada, 4| = macho irradiado y 9| = hembra irradiada). Cada una de las parejas
fue colocada en una jaula cilindrica de acetato (24,5 cm de alturay 7.5 cm de
diametro) que contenia una planta de tomate (Fig. 34).
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Figura 34. Jaulas de acetato donde se colocaron
las parejas de T. absoluta individualmente

Luego de 24-48 h de exposicion, los huevos colocados por las hembras
fueron colectados con un pincel fino para ser utilizados en los estudios de
parasitismo. Cuarenta huevos (n= 40) obtenidos de diferentes parejas de un
mismo tipo de cruzamiento fueron transferidos a la superficie de un foliolo de
tomate con la ayuda de una lupa estereoscépica (Fig. 35). Luego, cada foliolo
con los huevos de la polilla fue colocado en un tubo de vidrio (10 cm de largo,
1,5 cm de ancho) (Fig. 36). No se utilizaron huevos provenientes del
cruzamiento & x @, en este ensayo debido a que las @, depositan un nimero
reducido de huevos y se decidid6 dar prioridad al estudio de los huevos

provenientes del cruzamiento dnx Q1.
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Figura 35. Disposicion de los 40 huevos de T. absoluta
sobre el foliolo de tomate

Figura 36. Tubo de vidrio donde se coloco el foliolo con los
huevos de T. absoluta y se expusieron al parasitoide

Los huevos fueron expuestos a una hembra naive del parasitoide recién
emergida, y apareada solo en el caso de T. nerudai. Para cada tipo de
cruzamiento descripto previamente (3 nX @ N, 31X @ N, & N X Q1) se realizaron
entre 10-19 réplicas para cada una de las especies de parasitoides estudiadas.
En el caso de T. nerudai, los huevos de T. absoluta utilizados fueron < 48 h de
edad. En cambio, en el caso de T. pretiosum los huevos fueron < 24 h de edad
debido a que estos parasitoides parasitan los huevos recién depositados (con
menor grado de desarrollo embrionario que los que parasita T. nerudai)
(Pratissoli y Parra 2000, Horny 2009). La cantidad de huevos expuesta a los
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parasitoides (n= 40) fue elegida debido a que es mayor a la capacidad que
tiene la hembra de ambas especies para parasitar huevos en 24 h (Pratissoli y
Parra 2000, Horny 2009).

Después de 24 h de exposicidn, las hembras parasitoides fueron removidas
de los tubos de vidrio. Los foliolos de tomate con los huevos de T. absoluta que
habian sido expuestos a esas hembras fueron incubados durante 15 dias. Esto
fue para permitir el desarrollo completo de los parasitoides en los huevos
parasitados. Estos fueron mantenidos en una cédmara con las condiciones
ambientales controladas mencionadas anteriormente. Las larvas de T. absoluta
que emergieron de los huevos que no fueron parasitados fueron removidas de
los foliolos para evitar que consumieran y danaran el tejido vegetal. Los
parasitoides que no pudieron emerger de los huevos parasitados, después del
tiempo de incubacién, fueron considerados muertos.

Para cada origen de los huevos de T. absoluta (tipo de cruzamiento
parental) estudiado se registraron los siguientes parametros:

e Parasitismo: expresado como la cantidad de huevos de T. absoluta que
fueron parasitados (reconocibles por la coloracién negra de los huevos
de T. absoluta que indica la presencia del parasitoide en estado pupal)
(Fig. 37).

e Proporcion de emergencia de parasitoides adultos: expresada como la
cantidad total de parasitoides adultos emergidos/total de huevos
parasitados.

e Proporcion sexual (sélo para T. nerudai): expresada como la cantidad
total de parasitoides hembras F1 emergidas/total de parasitoides adultos
emergidos.

e Tiempo de desarrollo del parasitoide desde huevo hasta adulto
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Figura 37. Huevos de T. absoluta. a) Huevo normal
(sin parasitar) y b) huevo parasitado

La aceptacion de los huevos de T. absoluta, provenientes de los distintos
tipos de cruzamientos, por la hembra de las dos especies de parasitoides fue
estimada por el parasitismo (cantidad de huevos parasitados). La adecuacion
de estos huevos para el desarrollo de cada una de las especies de
Trichogramma fue estimada por la proporcion de emergencia de los
parasitoides adultos. El tiempo de desarrollo del parasitoide y la proporcion
sexual fueron considerados como otros estimadores de la adecuaciéon de los
huevos.

En el caso de T. nerudai, el parasitismo, la proporcion de emergencia de
parasitoides adultos y la proporcion sexual fueron analizadas con un analisis
de la varianza de un factor (ANOVA), donde el tipo de cruzamiento fue
considerado como fuente de variacion. Debido a que los datos de tiempo de
desarrollo no cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad de la
varianza, se analizaron con una prueba de Kruskal Wallis considerando el tipo
de cruzamiento como fuente de variacion. En el caso de T. pretiosum, la
proporcién de emergencia de parasitoides adultos y el tiempo de desarrollo
fueron analizados con un anédlisis de la varianza de un factor (ANOVA),
teniendo en cuenta el tipo de cruzamiento como fuente de variacidén. Debido a
que los datos de parasitismo no cumplieron los supuestos de normalidad y
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homogeneidad de la varianza, fueron analizados con una prueba de Kruskal
Wallis con tipo de cruzamiento como fuente de variacion. Todos los analisis

mencionados se realizaron en Statistica para Windows (Statsoft 2000).

4.2.4. Experimentos de eleccion

Para estudiar la preferencia en el parasitismo de parasitoides oé6fagos, se
realizan experimentos de eleccion donde se ofrece a la hembra del parasitoide
mas de un tipo de huevo. En estos experimentos, se evaludé si existe
preferencia en ambas especies de Trichogramma por huevos de T. absoluta
procedentes de padres no irradiados o por huevos de padres donde la hembra
o el macho fueron irradiados.

Cada una de las especies de Trichogramma fue estudiada en experimentos
separados. Estos fueron realizados en una camara con las condiciones
ambientales controladas a 25+2 °C, 50-65% HR y fotoperiodo 14L: 10°.

Para obtener los huevos de T. absoluta necesarios para realizar estos
ensayos fue seguido un procedimiento similar al descripto para el experimento
de no eleccién. En este caso, las hembras parasitoides recién emergidas, y
solo en el caso de T. nerudai previamente apareadas, fueron expuestas a 80
huevos de T. absoluta, 40 provenientes del cruzamiento & x @n y los otros 40
procedentes de uno de los dos cruzamientos con un individuo irradiado (&' x 9n
0 4N x 91). Los huevos utilizados fueron < 48 h de edad para T. nerudaiy < 24
h para T. pretiosum y se colocaron con un pincel sobre un foliolo de tomate
previamente dividido en cuatro cuadrantes. Cada cuadrante tuvo 20 huevos.
Los huevos del mismo tipo de cruzamiento se colocaron en cuadrantes
opuestos. Cada foliolo con los huevos fue colocado en un tubo de vidrio (10 cm
de largo, 1,5 cm de ancho) y expuesto a un parasitoide hembra naive durante
24 h.

En el caso de T. nerudai se realizaron 24 réplicas cuando las opciones
fueron huevos de los cruzamientos 'y x Ny &1 X @n, ¥ 11 réplicas cuando las
opciones fueron huevos de los cruzamientos 'y x $n Y En X @1 En el caso de
T. pretiosum se realizaron 10 réplicas para cada una de las dos combinaciones
de huevos estudiadas. Se registré el parasitismo como el total de huevos
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parasitados (de color negro) para cada tipo de origen de los huevos ofrecidos a
los parasitoides.

Los datos fueron analizados mediante una prueba t con el programa
Statistica para Windows (Statsoft 2000).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Experimentos de no eleccién

Trichogramma nerudai

El tipo de cruzamiento parental del cual procedieron los huevos de T.
absoluta ofrecidos a los parasitoides influy6 significativamente en el numero de
huevos parasitados (F=9,06 df=2 P=0,0004) (Tabla 4) (Fig. 37). Los huevos
provenientes del cruzamiento parental J'y x @, fueron significativamente menos
parasitados que aquellos de los cruzamientos INX N Y d1X N

El origen de los huevos parasitados afecté la proporcion de emergencia de
parasitoides adultos (F= 5,43 df=2 P=0,008) (Tabla 4). La emergencia de
huevos parasitados del cruzamiento J'y x @ fue significativamente menor que
aquella observada en los huevos parasitados de los cruzamientos Iy x $n Y &
x ¢n. En todos los casos donde hubo emergencia, solo un parasitoide emergié
de cada uno de los huevos parasitados. No hubo diferencias significativas en la
proporcién sexual entre los tratamientos (F= 1,36 df=2 P=0,27) (Tabla 4). El
tiempo de desarrollo de los parasitoides desde huevo hasta adulto no fue
afectado por el tipo de cruzamiento parental de donde procedieron los huevos
de T. absoluta (H=0,43 P=0,74) (Tabla 4).

La proporcién (media + EE) de eclosién de los huevos de T. absoluta del
cruzamiento J'n x @n fue 0,30 + 0,06; del cruzamiento & x @n fue 0,12 + 0,03 y
para los huevos de &nx @ fue 0,004 + 0,004.
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Tabla 4. Efecto de la procedencia (cruzamiento parental) de los huevos de T.
absoluta sobre el parasitismo de T. nerudai en el experimento de no eleccion
(media + EE).

Trichogramma nerudai

Prop.
Cruzamiento Huevos emergencia Tiempo de Proporcion
parental parasitados* adultos” desarrollo** sexual®

INX PN (n=19) 2121 +1,71a 0,93+0,02a 10,44 +0,12a 0,38 +0,07a
AHX PN (n=19) 19,84 +244a 0,86 +0,06a 10,44 +0,11a 0,32 +0,07a

InX Q1 (n=14) 8,14 +2,634b 0,59 +0,12b 10,29 +0,18a 0,53 +0,09a
N=no tratado, |=irradiado

Medias seguidas por letras distintas dentro de la misma columna son significativamente
diferentes (P<0,05).

*(ANOVA)

**(Kruskal Wallis)

Trichogramma pretiosum

El nUmero de huevos parasitados no fue significativamente afectado por el tipo
de cruzamiento parental (H= 0,55 P= 0,75) (Tabla 5) (Fig. 38). Ademas, el
origen de los huevos parasitados no afecté la proporcion de emergencia de
parasitoides adultos (F= 0,77 df=2 P= 0,47) ni el tiempo de desarrollo de los
parasitoides (F= 0,75 df= 2 P= 0,49) (Tabla 5).

La proporcion (media + EE) de eclosion de los huevos de T. absoluta del
cruzamiento J'n x @n fue 0,29 + 0,05; del cruzamiento & x @n fue 0,12 + 0,03 y

para los huevos de J'nx @i fue 0.
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Figura 38. T. pretiosum parasitando huevos de T. absoluta

Tabla 5. Efecto de la procedencia (cruzamiento parental) de los huevos de T.
absoluta sobre el parasitismo de T. pretiosum en el experimento de no eleccion
(media + EE).

Trichogramma pretiosum

Prop.
Cruzamiento Huevos emergencia Tiempo de
parental parasitados™ de adultos® desarrollo*

InX @n(n=10) 4,30+1,07a 0,34 £0,14a 12,67 +0,33a
3 X 9y (n=16) 6,31 £1,47a 0,54 £0,10a 12,22 +0,22a

)
InX Qi (n=10) 430+1,44a 0,45+0,13a 12,40 £ 0,25a
N=no tratado, |=irradiado

Medias seguidas por letras iguales dentro de la misma columna no son significativamente
diferentes (P>0.05).

*ANOVA

**Kruskal Wallis

99



4.3.2. Experimentos de eleccion

Trichogramma nerudai

En el experimento de eleccidn, los parasitoides hembras parasitaron un
nimero similar de huevos del cruzamiento &'y x @n Yy del cruzamiento & x 9w (t=
-0,08 df= 23 P=0,97) (Tabla 6). También las cantidades de huevos parasitados
de los cruzamientos d'n x @n Y dn X @ fueron similares (t= 0,55 df= 10 P= 0,59)
(Tabla 6).

Tabla 6. Resultados del experimento de eleccion con T. nerudai (media + EE).

Cruzamiento N Huevos Huevos parasitados
parental parasitados*® total / réplica
1) 3NX Py 24 8,83 +1,20 17,71 £ 3,56
vs. 1 X QN 8,88+1,79
2) AnX v 11 10,64 £ 2,84 19,81 £4,77
vs AN X @ 9,18 + 2,59

N=no tratado, |=irradiado

*Para cada combinacién de huevos (1 y 2) los valores de las medias no son significativamente
diferentes (t-test, P>0.05).

Trichogramma pretiosum

Los parasitoides hembras no mostraron preferencia por ninguno de los dos
tipos de procedencia de los huevos de T. absoluta que les fueron ofrecidos, en
las dos combinaciones de huevos estudiadas: dn x $nVS. J1 x @ (t= 1,47 df=
9P=0,17) y In X @n Vs. dn x Qi (t= 0,20 df= 9 P=0,84) (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados del experimento de eleccion con T. pretiosum (media + E).

Cruzamiento N Huevos Huevos parasitados total /
parental parasitados* réplica
1HNAEANX P 10 3,80 +1,41 5,4 +1,67
vs. 31 X Qn 1,60 £0,72
2)InX Py 10 3,70+1,26 7,10 £2,15
vs dn X @ 3,40 + 1,34

N=no tratado, |=irradiado

*Para cada combinacién de huevos (1 y 2) los valores de las medias no son significativamente
diferentes (t-test, P>0.05).

100



4.4. DISCUSION

La aceptacion del huésped es un aspecto muy importante en el
comportamiento reproductivo de los parasitoides o6fagos (van Alphen y Jervis
1996). Segun Murray et al. (2010), en todo estudio de control biolégico los
parasitoides deberian ser sometidos a ensayos de no eleccién y eleccion de
potenciales huéspedes, acompanados de estudios comportamentales, para la
correcta interpretacion de los resultados y determinacion del rango de
huéspedes. Los experimentos de laboratorio presentados en este capitulo
fueron realizados para estudiar si los huevos provenientes de adultos irradiados
de T. absoluta podrian afectar el comportamiento de T. nerudaiy T. pretiosum,
respecto a la aceptacion de los huevos para ser parasitados y a su adecuacién
para el desarrollo de los parasitoides.

En el ensayo de no eleccion, los huevos de la polilla del tomate obtenidos a
partir de parejas formadas por la hembra no tratada y el macho irradiado fueron
aceptados para la oviposicién y adecuados para el desarrollo de T. nerudai.
Sin embargo, la aceptacién y la adecuacion de los huevos depositados por las
hembras irradiadas fueron significativamente menores que las de los huevos
provenientes de parejas no tratadas. Se observé una reduccion del 60 % en el
parasitismo de huevos colocados por hembras irradiadas respecto a los huevos
procedentes de las hembras normales cruzadas con machos normales. En todo
evento de oviposicion, las avispas hembras evaluan muchas claves de los
potenciales huéspedes, tales como tamarno, olor, forma y calidad interna, para
decidir donde colocar sus huevos (van Alphen y Jervis 1996). Sin embargo, no
se conoce con certeza de qué modo la irradiacion de una polilla hembra en
estado de pupa puede afectar a los huevos que esta deposita, respecto de su
posterior aceptacién por un parasitoide y su adecuacion para el desarrollo de
este.

En la bibliografia se menciona que en los lepidépteros, como consecuencia
de la irradiacion de pupas hembras maduras, se podria interrumpir el curso
normal de la meiosis incluyendo la segregacion de los cromosomas. Ademas,
como consecuencia de la irradiacion también se producen efectos perjudiciales
secundarios en los oocitos, los cuales cuando son normales tienen una gran
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cantidad de citoplasma que contiene muchos de los componentes requeridos
para el desarrollo embrionario (Carpenter et al. 2005). En base a estos
conocimientos y suponiendo que las claves externas de los huevos de T.
absoluta no hubieran sido afectadas por la irradiacién de la hembra, se podrian
sugerir dos explicaciones de la disminucion del parasitismo de T. nerudai, que
estarian relacionadas a la calidad interna de los huevos. En primer lugar, los
parasitoides podrian haber detectado una calidad interna de los huevos de la
hembra irradiada inadecuada (ausencia de componentes requeridos para el
desarrollo embrionario por efecto de la irradiacién) y, como consecuencia
directa, haber parasitado en menor medida estos huevos respecto a los huevos
normales. La otra posible explicacion es que los parasitoides carezcan de esta
capacidad para percibir diferencias en la calidad interna de los huevos, y que el
registro de un parasitismo menor en los huevos depositados por las hembras
irradiadas se deba a limitaciones de la metodologia empleada para detectar si
hubo o no parasitismo, a las pocas horas de la exposicién de los huevos al
parasitoide. En este caso, huevos parasitados pero en los que el desarrollo
embrionario aborté poco tiempo después del evento de la oviposicion no
habrian sido registrados, resultando en el conteo de un menor nimero de
huevos negros por la presencia del parasitoide en estado de pupa. En este
ultimo escenario, podria sugerirse que los parasitoides aceptaron los huevos de
la hembra irradiada para parasitarlos debido a que fueron incapaces de
detectar la calidad interna inadecuada de estos huevos. La irradiacion no
afectaria entonces a la aceptacion por T. nerudai de los huevos de la hembra
irradiada pero si a la adecuacion de estos huevos para el desarrollo del
parasitoide.

Frente a estos resultados, se ve necesario realizar futuros estudios que
contemplen el reconocimiento de huevos parasitados por Trichogramma spp. a
las pocas horas del evento de oviposicion. Esto permitiria comprender qué
factores conducen a la respuesta de la hembra de T. nerudai a los huevos
depositados por hembras irradiadas de T. absoluta.

Por otro lado, la emergencia del parasitoide adulto, su tiempo de desarrollo
y la proporcion sexual registradas en un experimento sin eleccién también
determinan si un huésped es adecuado o no para el desarrollo de un
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parasitoide (Carpenter et al. 1996, Van Driesche y Murray 2004, Desneux et al.
2009, Botto y Glaz 2010, Murray et al. 2010). En el ensayo se observaron altas
proporciones de emergencia de los adultos de T. nerudai en todos los
tratamientos, aunque la emergencia en huevos provenientes de hembras
irradiadas fue reducida aproximadamente un 34 % comparada a los huevos
normales. Esto indicaria que el desarrollo del parasitoide fue afectado por los
huevos depositados por las hembras irradiadas de T. absoluta, sugiriendo que
la adecuaciéon de estos huevos para el desarrollo del parasitoide no es tan
buena como la de aquellos colocados por las hembras no tratadas. El tiempo
de desarrollo de T. nerudai y la proporcion sexual fueron similares
independientemente de la procedencia de los huevos evaluados.

A pesar de las diferencias observadas en el parasitismo y la emergencia del
parasitoide adulto entre los huevos de los diferentes tipos de cruzamientos, se
podria sugerir que, en general, todos ellos fueron aceptados para la oviposicion
y adecuados para el desarrollo de T. nerudai.

Los resultados obtenidos respecto al parasitismo de T. nerudai sobre
huevos de T. absoluta producidos por parejas con uno de sus miembros
irradiados, fueron similares a aquellos encontrados por otros autores para otros
sistemas plaga-parasitoide (Carpenter et al. 1996, 2004, Saour 2004, Botto y
Glaz 2010). Botto y Glaz (2010) observaron que los huevos producidos por
hembras de C. pomonella esterilizadas con rayos gamma fueron aceptados
para parasitismo y adecuados para el desarrollo de T. nerudai, aunque la
aceptacion de estos huevos por Trichogramma cacoeciae (Marchal) fue
significativamente menor respecto de huevos normales. Carpenter et al. (2004)
encontr6 que huevos de C. leucotreta fueron significativamente menos
parasitados por Trichogrammatoidea cryptophlebiae Nagaraja (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) cuando la hembra de C. leucotreta del cruzamiento
parental habia sido irradiada. En otra especie de la familia Gelechiidae, P.
operculella, los huevos depositados por hembras irradiadas a 300 Gy también
fueron significativamente menos parasitados que huevos procedentes de
padres no tratados por tres especies del género Trichogramma (Saour 2004).

En el ensayo de eleccidén, T. nerudai no mostré preferencia para parasitar
huevos de T. absoluta procedentes de padres no irradiados o de padres con la
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hembra o el macho irradiados. Si bien los huevos colocados por hembras
irradiadas podrian tener una menor calidad para la aceptacion y el desarrollo
del parasitoide segun las pruebas de no eleccion, ante la posibilidad de elegir
las hembras del parasitoide no eligieron ningun tipo de huevo. Este resultado
es consistente con observaciones comportamentales realizadas bajo lupa que
demostraron que las hembras de T. nerudai muestran similar actividad de
parasitismo sobre los huevos de cruzamientos de individuos no tratados o de
cruzamientos con uno de los individuos irradiados. El tiempo asignado a
tamborileo y oviposicion fue equivalente entre los tratamientos. El tamborileo es
el comportamiento mediante el cual el parasitoide hembra examina el huésped
potencial, moviendo las antenas hacia arriba y hacia abajo sobre la superficie
del huevo.

A semejanza de estas observaciones, en otros estudios con parasitoides de
huevos de lepidépteros no se encontré preferencia por la progenie de parejas
no irradiadas o parejas con uno de los individuos irradiados (Mannion et al.
1994, 1995, Zhang y Cossentine 1995, Carpenter et al. 1996). Este resultado
es positivo desde el punto de vista de la integracién exitosa de la EH vy el
control biol6gico mediante el uso de parasitoides, ya que esta requiere que los
parasitoides no elijan entre los dos tipos de huevos (viables o0 no viables). No
obstante, para este sistema en particular seria interesante realizar futuros
ensayos de eleccion en arenas experimentales de mayor tamano para evitar la
posibilidad de “falsos positivos”, frecuentemente encontrados en estudios con
parasitoides debido a que en arenas pequenas se crea un efecto de confusion
en el enemigo natural (Van Driesche y Murray 2004).

Con respecto a la otra especie de Trichogramma estudiada, mas alla del
origen de los huevos (individuos no tratados o irradiados), T. pretiosum no
mostré diferencias significativas en el numero de huevos parasitados, la
emergencia de los parasitoides adultos y el tiempo de desarrollo. Esta
diferencia con T. nerudai indica que las claves presentes o ausentes (dado que
se desconoce el mecanismo) en los huevos producidos por las hembras
irradiadas que afectaron el parasitismo de T. nerudai no estarian afectando el
parasitismo de T. pretiosum. Esta especie tampoco mostré preferencia por
huevos de T. absoluta de ninguno de los cruzamientos de procedencia.
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Cabe mencionar que los valores de parasitismo de T. pretiosum obtenidos
en estos experimentos son consistentes con aquellos obtenidos en otros
experimentos donde los huevos de T. absoluta fueron expuestos en exceso a
este parasitoide (Faria et al. 2008, Chailleux et al. 2012). Es notable que en
esos trabajos asi como en esta tesis, T. pretiosum tuvo menores valores de
parasitismo y emergencia del adulto comparado a T. nerudai. Chailleux et al.
(2012) encontraron que el nivel de parasitismo puede diferir enormemente
entre diferentes especies de Trichogramma e incluso entre razas de la misma
especie de Trichogramma cuando parasitan huevos de T. absoluta. Estos
autores comentan que el bajo parasitismo registrado para algunas especies de
Trichogramma podria ser atribuido a dos factores: el tamafio pequefo de los
huevos de T. absoluta y la alta susceptibilidad a los trichomas de las plantas de
tomate (Romeis et al. 1999, Kennedy 2003, Kauffman y Kennedy 1989,
Kashyap et al. 1991). Estos factores podrian afectar en mayor medida a T.
pretiosum en comparacién con T. nerudai. Ademas Chailleux et al. (2012)
encontraron que las caracteristicas del huésped original y la de la planta
hospedera son altamente influyentes en la eficiencia de los parasitoides del
género Trichogramma. Esto también podria explicar el mayor parasitismo de T.
nerudai comparado a T. pretiosum ya que el primero ha sido encontrado
espontaneamente parasitando huevos de T. absoluta en el campo.

La EH es una técnica especie especifica que es efectiva especialmente
cuando se combina con otros métodos de control tales como confusion sexual,
trampeo masivo, remocion del habitat, resistencia de la planta huésped vy
control biologico (Bloem et al. 2005). Escenarios tedricos posibles en los cuales
la EH y el control biolégico podrian ser integrados para el control de
lepidépteros plagas fueron propuestos por Carpenter et al. (1996, 2005).
Carpenter et al. (2005) demuestran que es posible un efecto aditivo o sinérgico
entre la EH y el empleo de enemigos naturales en el control de lepidopteros
plagas. Ademas, varios estudios experimentales con otras especies de polillas
demostraron la existencia de sinergismo entre ambas estrategias (Mannion et
al. 1994, 1995, Carpenter et al. 1996, Bloem et al. 1998b, Cossentine y Jensen
2000, Wang et al. 2002).
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Segun Carpenter (1993) para que exista una combinacion exitosa entre la
EH y el CB en un manejo integrado de plagas, el enemigo natural no debe
impactar negativamente sobre la progenie de los adultos irradiados mas
severamente que sobre la poblacion silvestre de la plaga, y los insectos
irradiados no deben impactar negativamente sobre la eficacia del enemigo
natural. En el caso estudiado, los parasitoides no afectaron mas a los huevos
colocados por hembras irradiadas de T. absoluta o por hembras normales
cruzadas con machos irradiados, que a los huevos provenientes de
cruzamientos entre adultos no tratados. Por otro lado, la emergencia de
parasitoides adultos de los huevos de la hembra irradiada parasitados no es
tan alta como aquella de los huevos normales, asi los huevos de la hembra
irradiada contribuirian menos al crecimiento poblacional del parasitoide,
respecto a los huevos normales. Sin embargo, debido a que la aplicacién del
CB mediante el uso de Trichogramma spp. se realiza de forma inundativa, la
integracién exitosa entre la EH y la liberacion de T. nerudai podria ser posible
para el control de T. absoluta.

4.5. CONCLUSION

No existen datos experimentales previos acerca del potencial uso de la EH
en T. absoluta, combinada con la liberacion de Trichogramma spp. en una
estrategia de manejo integrado de plagas. Estos ensayos proveen evidencia
experimental que sugiere que la liberacion inundativa de estos parasitoides
combinada con el uso de la EH puede ser practicable, y posiblemente mas
efectiva que cualquiera de estas dos técnicas usada sola para el control de

esta plaga.
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Capitulo V
Integracion de la Esterilidad
Heredada con un predador
para controlar Tuta absoluta
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5.1. INTRODUCCION

Una gran diversidad de predadores ha sido encontrada en asociacién con
lepidépteros plagas de cultivos horticolas y forestales. Sin embargo, no existen
trabajos en los cuales se haya investigado la combinacién de la EH y el CB
mediante el uso de predadores para el control de lepiddpteros plagas. En este
capitulo se plantea el objetivo inédito de estudiar la combinacién de estas dos
técnicas para el control de T. absoluta usando un predador de huevos de esta
plaga.

Como se mencioné anteriormente, combinando la EH con el CB se logran
efectos aditivos o sinérgicos en el control de lepidopteros plagas (Knipling
1992, Carpenter 1993, 2000, Bloem y Carpenter 2001, Carpenter et al. 2005).
Por lo tanto, se espera que con el empleo combinado de un predador y la EH
para el control de la polilla del tomate, se alcancen mejores niveles de
supresién poblacional que con el uso de cualquiera de estos métodos por
separado. Al igual que para la combinacién de la EH con el CB utilizando
parasitoides o6fagos, para una integracion exitosa entre la EH y la liberacién de
un predador el impacto negativo del enemigo natural no debe ser mayor sobre
la progenie de los individuos irradiados que sobre la poblacién silvestre de la
plaga. A su vez, la liberacion de los insectos irradiados no debe impactar
negativamente sobre la eficacia del enemigo natural (Carpenter 1993). Un
escenario negativo podria darse en caso de que el predador prefiera
marcadamente los huevos (presas), procedentes de los adultos irradiados de la
plaga que son liberados en el campo.

En Europa donde T. absoluta ha ingresado recientemente 15 especies de
artropodos fueron registradas predando sobre esta polilla. En general, estos
predadores son chinches zoofitéfagas, que usualmente colonizan cultivos con
estrategias de manejo integrado de plagas o estrategias de manejo organico.
Alli se establecen y desarrollan sus poblaciones previo al arribo de T. absoluta,
explotando presas alternativas como moscas blancas, trips, &caros, afidos,
minadores y otros lepiddpteros (Desneux et al. 2010). Las dos especies de
mayor dispersién en cultivos de tomate europeos son los predadores miridos N.
tenuis y M. pygmaeus. Ambos se han observado consumiendo activamente
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sobre huevos y larvas de diferentes estadios de T. absoluta (Arné et al. 2009,
Molla et al. 2009, Urbaneja et al. 2009).

En los paises de América del Sur, se han realizado escasos trabajos sobre
los predadores de huevos y larvas de la polilla del tomate, en comparacién con
el vasto conocimiento que ha sido generado acerca del parasitismo de las
especies del género Trichogramma sobre los huevos de T. absoluta. En Brasil
se ha registrado la presencia de los siguientes predadores de huevos y larvas
de T. absoluta: Cycloneda sanguinea L. (Coleoptera: Coccinellidae),
Staphylinidae, Orius sp. y Xylocoris sp. (Hemiptera: Anthocoridae), Podisus
nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae), Formicidae (Hymenoptera) y
Phlaeothripidae (Thysanoptera). También se han encontrado algunos
predadores de pupas y adultos como Pyemotes sp. (Acari: Pyemotidae)
(Miranda et al. 2005, de Oliveira et al. 2007, Vivian et al. 2002, 2003, Torres et
al. 2002). Chrysoperla externa (Hagen) (Neuroptera: Chrysopidae) ha
demostrado ser un buen predador de larvas de T. absoluta bajo ensayos de
laboratorio (Carneiro y Medeiros 1997). En Venezuela, Orius insidiosus (Say)
(Hemiptera: Anthocoridae) ha sido registrado como un predador importante de
huevos y larvas de la polilla del tomate por Salas (1995). En Chile, Vargas
(1970) ha mencionado que Nabis sp. (Heteroptera: Nabidae), Polistes sp.
(Hymenoptera: Vespidae) y las aranas son predadores de T. absoluta hallados
en campos de cultivos de tomate.

En Argentina, recientemente, la chinche Tupiocoris cucurbitaceus (Spinola)
(Hemiptera: Miridae) ha sido encontrada en cultivos de tomate en invernaculos
infestados con Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae) (del Pino et
al. 2009). Este mirido prefiere desarrollarse sobre plantas pilosas,
especialmente Solanaceae y Cucurbitaceae, cuyas superficies proveen mayor
proteccién y suficiente disponibilidad de agua a los huevos que son insertados
en el tejido vegetal (Agusti y Gabarra 2009, Ingegno et al. 2011). Al igual que
otros miridos, T. cucurbitaceus es principalmente una chinche predadora,
aunque también ha sido registrada su fitofagia (Carpintero 1998, Ohashi y
Urdampilleta 2003). Se encuentra frecuentemente asociada con moscas
blancas en el campo pero también es predadora de huevos de T. absoluta
(Lopez et al. 2012). Ha sido demostrado que la chinche T. cucurbitaceus es un
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agente de control biolégico potencial contra T. absoluta, siendo la hembra la
que muestra el mayor consumo (Lépez et al. 2012).
El objetivo de este capitulo fue:
I.  Evaluar si los huevos producidos por individuos irradiados de T.
absoluta son adecuados como presas para la chinche T.

cucurbitaceus

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Colonias de insectos

El trabajo de investigacién fue realizado en el Insectario de Investigaciones
para Lucha Biologica (lILB), Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola
(IMYZA), CICVyA- INTA (Castelar, Buenos Aires, Argentina). Los individuos de
T. absoluta y T. cucurbitaceus, empleados en los experimentos
correspondientes a este capitulo fueron obtenidos de las colonias mantenidas
en el laboratorio. El procedimiento para la cria de la polilla del tomate fue
descripto en el capitulo | (materiales y métodos: a) colonias de insectos).

Los adultos y las ninfas de T. cucurbitaceus fueron originalmente
coleccionados en cultivos de tomate en invernaculos localizados en La Plata,
provincia de Buenos Aires, en 2009. La especie fue identificada por Diego
Carpintero del Museo Argentino de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia,
Buenos Aires, Argentina, y especimenes voucher fueron preservados en la
coleccion del IILB. Acorde a la bibliografia existente sobre la cria de miridos
(Agusti y Gabarra 2009), estas chinches fueron criadas sobre plantas de
tabaco (Nicotiana tabacum L.) y alimentadas con huevos de S. cerealella,

sistema que demostr6 ser adecuado para la multiplicacion del predador.

5.2.2. Aparato de rayos X

El aparato de rayos X con el cual se irradiaron las pupas de T. absoluta fue

descripto en materiales y métodos del capitulo I.
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5.2.3. Estudios con T. cucurbitaceus

Los ensayos fueron realizados con la hembra de T. cucurbitaceus, dado que
es el estado y sexo mas voraz de la especie (Lépez et al. 2012) (Fig. 39b).
Para obtener los adultos hembras de T. cucurbitaceus necesarias para realizar
los ensayos, ninfas del ultimo estadio (V) fueron tomadas al azar de la cria (Fig.
39a). Estas fueron aisladas individualmente en tubos de vidrio y solo se les
proporcioné agua mediante un algoddén humedo por un periodo de 24 h, hasta
la emergencia del adulto. Tanto las ninfas como los adultos fueron mantenidos
en una camara con las condiciones ambientales controladas hasta su uso en
los ensayos (25 £ 2 °C, 50-80% HR y fotoperiodo 14L: 100).

Figura 39: T. cucurbitaceus a) ninfa v, b) adulto hembra

5.2.3.1. Experimento de no eleccién

Se evalué la predacion de las hembras de T. cucurbitaceus sobre tres tipos
de huevos de T. absoluta, procedentes de distintos cruzamientos (padres no
irradiados o padres donde uno de los individuos progenitores fue irradiado).

Pupas de T. absoluta fueron separadas por sexo como se indicé en el
capitulo I. Luego, se colocaron en cajas de Petri (1,5 cm de altura y 5 cm de
didmetro) y se irradiaron 48-72 h previas a la emergencia de los adultos. La
dosis de radiacion (minima- maxima) utilizada fue 198,73-200 Gy. Luego de la
irradiacién, los adultos emergidos fueron separados en parejas segun los
siguientes cruzamientos & y x @ n (control), &/ x @ vy & N X @ (donde & N =
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macho no tratado, YN = hembra no tratada, & = macho irradiado y Q| = hembra
irradiada). Para obtener los huevos necesarios para realizar este experimento,
cada una de las parejas de T. absoluta fue colocada individualmente en una
jaula conteniendo una planta de tomate (similar a la descripta para los ensayos
realizados en los capitulos previos). Los huevos depositados por las hembras
de T. absoluta sobre las plantas de tomate fueron coleccionados con un pincel
fino y empleados en los estudios de predacion. Doscientos (200) huevos
obtenidos de distintas parejas de T. absoluta pero de un mismo tipo de
cruzamiento fueron transferidos sobre la superficie de un foliolo de tomate (3 x
2 cm aprox.) mediante el uso de una lupa estereoscopica.

Los foliolos fueron colocados en una caja de Petri (9 cm de diametro y 1.5
cm de altura) sobre un papel de servilleta humedo (Fig. 40) y ofrecidos a una
hembra de T. cucurbitaceus (recién emergida y en condiciéon de inanicién por
24 h). Los huevos fueron expuestos a la chinche hembra durante 24 h.

Figura 40: Dispositivo utilizado en el ensayo de no eleccion

Después de la exposicion, la cantidad de huevos predados (total o
parcialmente) fue registrada usando una lupa estereoscopica. Los huevos
consumidos se distinguen facilmente debido a que luego de la predacion se
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observa el corion del huevo vacio o con restos del contenido interno cuando el

consumo no es total (Fig. 41).

Figura 41: Huevo normal de T. absoluta y corion de
huevo predado

Se realizaron 10-11 réplicas para cada tipo de presa (huevos provenientes
de los diferentes cruzamientos). El experimento se llevd a cabo en una camara
con las condiciones ambientales controladas a 25 + 2 °C, 44-80% HR y 14L:
100 como fotoperiodo. Las condiciones ambientales fueron medidas con un
termohigrometro digital TFA modelo 30.5003 (Dostmann GmbH & Co.KG,
Germany).

La cantidad de huevos predados fue analizada estadisticamente con un
andlisis de la varianza de un factor (ANOVA) con tipo de cruzamiento como
fuente de variacién en Statistica para Windows (Statsoft 2000).

5.2.3.2. Experimento de eleccion

Se estudio la preferencia de las hembras de T. cucurbitaceus por huevos de
T. absoluta procedentes de cruzamientos entre individuos no irradiados o de
cruzamientos con uno de los individuos irradiado. Los huevos de T. absoluta 'y
las hembras del predador necesarios para realizar este ensayo se obtuvieron
como fue descripto para el experimento de no eleccion.
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En este ensayo, cada una de las hembras de T. cucurbitaceus tuvieron que
elegir entre dos opciones de huevos diferentes. Estas chinches recién
emergidas fueron expuestas, cada una de ellas a 400 huevos de T. absoluta,
200 del cruzamiento control (& n x @ n) Y los restantes 200 de uno de los
cruzamientos con uno de los individuos irradiados (3 x @ n 0 & N X Q). Los
huevos (24-48 h de edad) fueron colocados con un pincel sobre un foliolo de
tomate previamente dividido en cuatro cuadrantes. Cada cuadrante tuvo 100
huevos. En los cuadrantes opuestos se colocaron los huevos del mismo tipo de
cruzamiento. Los foliolos fueron expuestos al mirido hembra durante 24 h
dentro de una caja de Petri similar a la utilizada en el ensayo de no eleccién.

Se realizaron 10 réplicas para la combinacion de huevos procedentes de los
cruzamientos N X 2N Y 31 X @ N Y 8 réplicas para la combinacion S nx @ nY &
N X 91 Se registrd la cantidad de huevos consumidos total y parcialmente.

El experimento se realiz6 en una cdmara con las condiciones ambientales
controladas a 25 + 2 °C, 40-65% HR y 14L:100 como fotoperiodo. Los datos se
analizaron usando una prueba de t con Statistica para Windows (Statsoft 2000).

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Estudios con T. cucurbitaceus

5.3.1.1. Experimento de no eleccion

El nimero de huevos predados por T. cucurbitaceus no fue afectado por el

origen de los huevos de T. absoluta (tipo de cruzamiento parental) (F = 1,37 df
=2 P =0,27) (Fig. 42).
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Figura 42. Consumo de presas por la hembra de T. cucurbitaceus (media = EE) en el
experimento de no eleccion. Presas: huevos de T. absoluta de los cruzamientos J'y X
Ony 31 X Pn Y dn X Q1. Letras iguales indican que no hubo diferencias significativas
entre tipos de presas (ANOVA, P > 0.05). N= no tratado, I= irradiado

5.3.1.2. Experimento de eleccién

En este ensayo, las chinches hembras predaron de modo similar los huevos
procedentes de individuos no tratados y los provenientes de parejas con el
macho irradiado (t = 0,48 df =9 P = 0,64) (Fig. 43). Sin embargo, los huevos de
hembras irradiadas fueron significativamente mas consumidos que aquellos de
hembras no tratadas (t = -3,07 df = 7 P = 0,02) (Fig. 44). El nimero (media *
EE) de huevos de T. absoluta provenientes del cruzamiento dn X 9w
consumidos fue 77,25 £ 5,01 y el de hembras irradiadas fue 99,13 + 6,33.
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Fig. 43: Consumo de presas por T. cucurbitaceus (media + EE) en el experimento de
eleccion. Presas: huevos de T. absoluta de los cruzamientos d'y X @n Y & X @n. Letras
iguales indican que no hubo diferencias significativas entre tipos de presas (t test, P >
0.05). N = no tratado, | = irradiado
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Fig. 44: Consumo de presas por T. cucurbitaceus (media = EE) en el experimento de
eleccion. Presas: huevos de T. absoluta de los cruzamientos Jy x $n Y dn X Q1. Las
letras distintas indican que hubo diferencias significativas entre tipos de presas (t test,
P < 0.05). N = no tratado, | = irradiado
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5.4. DISCUSION

Teniendo en cuenta la premisa de que con la integracion de la EH con otro
método, por ejemplo el CB, se puede generar un efecto aditivo o sinérgico
sobre el control de una plaga, se condujeron los ensayos de predacion sobre
huevos de la polilla del tomate con el predador T. cucurbitaceus en
combinacién con la EH. En el experimento de no eleccién se observd que las
hembras de T. cucurbitaceus fueron capaces de consumir un nimero alto de
huevos de T. absoluta, mas alla del origen de ellos (hembras no tratadas o
irradiadas). En el ensayo de eleccién, las hembras predaron de forma similar
huevos provenientes de parejas no tratadas como de parejas donde el macho
habia sido irradiado. Sin embargo, T. cucurbitaceus predé significativamente
mas huevos procedentes de hembras irradiadas que aquellos de hembras no
tratadas.

Los predadores, al igual que los parasitoides, siguen senales externas y
otras asociadas a la calidad interna para la eleccién de sus presas. En relacion
con la calidad interna, una de las caracteristicas que determina la preferencia
del predador por algun tipo de presa es la calidad nutricional de la misma, ya
que cuanto mayor es el valor nutritivo de esta, mayor es el fitness del predador
(mayor supervivencia, fecundidad, etc.) (Eubanks y Denno 2000).

Hagler et al. (1992) encontraron que los predadores miridos consumen mas
huevos jovenes que viejos y concluyeron que esto es debido al hecho de que
los huevos jovenes tienen mayor contenido de vitelo (menor desarrollo
embrionario) que los huevos con mayor edad (mayor desarrollo embrionario).
El vitelo es la principal fuente proteica en el huevo, y es consumido de manera
constante y progresiva por el embrion en desarrollo. Debido a que los huevos
de T. absoluta colocados por las hembras irradiadas con rayos X a 200 Gy son
infértiles (resultado presentado en el capitulo | de la tesis) en ellos no se
produce el desarrollo del embrién. Entonces, es probable que esos huevos
contengan mas vitelo que los huevos fértiles. De esta manera, estos huevos
infértiles son una fuente de proteina para el predador y, por esta razén, podrian
ser preferidos por la hembra de T. cucurbitaceus. Dado que no existe evidencia
concreta de los elementos que son alterados en un huevo depositado por una
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hembra irradiada, seria necesario clarificar este tema. Para esto se deberian
desarrollar futuras investigaciones donde se analicen los niveles de vitelo y
otros elementos nutritivos en los huevos de T. absoluta procedentes de
cruzamientos entre individuos no irradiados y de parejas con la hembra o el
macho irradiados.

Como se mencioné en el capitulo anterior, para que la integracion de la EH
y el CB sea exitosa, los enemigos naturales no deben impactar negativamente
sobre la progenie de los individuos irradiados mas que sobre la poblacién
silvestre de la plaga, y a la inversa, los individuos irradiados que se liberen no
deben afectar la eficacia del enemigo natural. Por un lado, esto significa que los
predadores no deberian alimentarse mas de los huevos colocados por las
hembras normales cruzadas con los machos irradiados que sobre los huevos
provenientes de cruzamientos normales. Esto es debido a que la idea de usar
la EH para el control de lepidopteros plagas es que sobrevivan los hijos del
macho irradiado que son mas estériles que este y se crucen con las hembras
silvestres de la plaga. Entonces, la estrategia para controlar T. absoluta
combinando la EH y el uso de T. cucurbitaceus parece ser posible, ya que en
los ensayos presentados el predador consumié de forma similar huevos
procedentes de cruzamientos entre individuos no tratados, y aquellos
procedentes de los cruzamientos entre machos irradiados y hembras normales.
De esta forma, el enemigo natural no estaria afectando a la progenie F1 del
macho irradiado mas que a la poblacién silvestre de la plaga, y efectivamente,
los efectos de la radiacion generados sobre los machos parentales serian
transmitidos a sus descendientes a través de la EH. Esta situacion contribuiria
positivamente a mejorar el nivel de control de T. absoluta utilizando ambos
métodos. Por otro lado, el predador mostré preferencia por los huevos estériles
colocados por las hembras irradiadas de T. absoluta, es decir, por aquellos
huevos que no van a dejar descendencia pero si pueden servir para mantener
la poblacién del predador en el campo a niveles basales. Asi, el predador
aprovecharia estos huevos estériles como una fuente alimenticia extra, cuya
energia podria ser usada para crecimiento del individuo o para aumentar su
éxito reproductivo, esto seria traducido en un crecimiento del tamafio de la
poblacién del predador. Entonces, considerando estos resultados en conjunto
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podria esperarse que el empleo del predador y la técnica de la EH sean
compatibles y complementarios.

Independientemente del objetivo del ensayo, un dato relevante para
destacar es que el numero de huevos consumidos por T. cucurbitaceus fue
mayor que aquellos registrados para los predadores europeos de huevos de
lepidépteros M. pygmaeus y N. tenuis por Arné et al. (2009), Urbaneja et al.
(2009) y Chailleux et al. (2013).

5.5. CONCLUSION

Basados sobre los resultados generales aqui presentados, seria factible
combinar la EH con el uso de T. cucurbitaceus para el control de la polilla del
tomate. Asi, el enfoque de estrategias integradas para el control de plagas
parece ser una herramienta prometedora para el control de las poblaciones
silvestres de T. absoluta.
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CONSIDERACIONES
GENERALES Y
CONCLUSIONES



Las demandas actuales del uso de productos inocuos para el ambiente en
el manejo de organismos perjudiciales, hacen que la EH sea una importante
alternativa de control contra lepiddpteros plagas. Dadas las caracteristicas
propias de la EH, su uso para el control de lepidépteros plagas podria
enmarcarse dentro de las tecnologias compatibles con el desarrollo de una
agricultura sustentable. Los conocimientos basicos generados a lo largo de la
ejecucion de esta tesis permiten dar los pasos iniciales para el desarrollo de un
protocolo de aplicacién de la EH contra T. absoluta. Esto implica que la
investigacion aqui presentada se considere de relevancia para su integracién

con otras tecnologias de bajo impacto ambiental.

Se ha contribuido a la generacién de conocimientos basicos acerca del
efecto de la radiacion X sobre parametros biol6gicos de T. absoluta, siendo
este el primer paso para un futuro desarrollo de la EH para el control de esta
polilla. Ademas, en el contexto de un invernaculo experimental, se ha generado
informacién sobre la capacidad de esta técnica para suprimir poblaciones
silvestres de la polilla. Estos aportes son de importancia para pasar a evaluar el
uso de la EH para control de la polilla a una escala mayor (estudios en cultivos

comerciales de invernaculo y a campo).

Asimismo, los estudios donde se combinaron la EH y el control biologico
(parasitoides o predadores), aportan informacién de utilidad para la posible

integracién de ambas técnicas en sistemas de MIP.

Los resultados obtenidos permiten arribar a las siguientes conclusiones
generales:
v' La aplicaciéon de radiacion (rayos X) sobre T. absoluta permite el
desarrollo de la esterilidad heredada (EH).

v La exposicién de pupas de T. absoluta a una dosis éptima de rayos X,
permite obtener hembras totalmente estériles y machos parcialmente
estériles con capacidad competitiva para el apareamiento respecto de
machos silvestres.
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v" Los huevos producidos por hembras irradiadas de T. absoluta y por
hembras no tratadas cruzadas con machos irradiados fueron aptos
(aceptacion/ adecuacion) para parasitoides o6fagos Trichogramma spp.
y para el predador T. cucurbitaceus

v La integracion de la EH y el CB para el control de la polilla del tomate es
factible.
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