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1 Resumen

La mosca de alas manchadas, Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera: Drosophilidae), es
una especie invasora estudiada por su impacto sobre frutos de piel fina a nivel mundial, entre ellos
los arandanos (Vaccinium spp.). Desde una perspectiva del Manejo Integrado de Plagas, uno de
los métodos de control que se estudian para esta mosca es el control biol6gico por parte de
insectos parasitoides. La avispa Trichopria anastrephae (Costa Lima, 1940) (Hymenoptera:
Diapriidae) es un endoparasitoide de pupa generalista presente a nivel regional, con capacidad
para desarrollarse sobre D. suzukii. Ante el arribo de una especie invasora a una nueva region se
establecen interacciones novedosas en las redes troficas locales. Controladores naturales locales
como los parasitoides deberan discernir, potencialmente mediante claves quimicas volatiles, la
posicion precisa de un nuevo potencial hospedero. En este marco, esta tesina estudia el rol de
semioquimicos volatiles en la busqueda de hospederos por parte del parasitoide T. anastrephae,
especificamente para el caso de fruta infestada por D. suzukii. El trabajo evalla la respuesta de
hembras adultas de T. anastrephae en dispositivos de olfatometria (tubo en Y) a compuestos
volétiles resultantes del desarrollo de D. suzukii sobre arandanos (10 dias post-oviposicion), en
funcién de la primera y ultima eleccién en la busqueda de hospederos, y tiempo de permanencia
de la avispa en cada seccion del dispositivo. A su vez, siendo que los ritmos biol6gicos pueden
tener consecuencias en la eficiencia de estrategias de control bioldgico, estos parametros
comportamentales fueron analizados en relacién al horario del dia. Los resultados obtenidos
muestran que los olores procedentes de arandanos atacados por D. suzukii son detectados y
preferidos por hembras de T. anastrephae. La respuesta del parasitoide es maxima al comparar
los ardndanos atacados frente a aire limpio, mientras que se ve disminuida cuando se disponen
ardndanos sin atacar a modo de control, posiblemente como resultado de la interferencia entre
olores. La preferencia de T. anastrephae por arandanos atacados present6 un patron horario con
valores maximos hacia la mafiana y la tarde, y una disminucion de la respuesta hacia horas
centrales del dia. El conocimiento de la fluctuacion diaria del comportamiento de bldsqueda de
hospederos puede aportar informacién Util hacia una eventual estrategia de manejo de D. suzukii

en la que T. anastrephae sea el controlador biol4gico.

Palabras clave: Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae), parasitoides, Trichopria anastrephae
(Hymenoptera: Diapriidae), busqueda de hospederos, semioquimicos, control biolégico, variacion

circadiana.
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3 Introduccidn

3.1 Interaccién planta-insecto

La relacién planta-insecto, inmersa en contextos dinAmicos a nivel espacial y temporal (Meiners,
2015), representa la interaccién bidtica dominante en la naturaleza y es central en la mayoria de
los ecosistemas terrestres (Seastedt & Crossley, 1984; Weisser & Siemann, 2008). Las plantas
realizan la transduccidén de energia no asequible para los animales y la disponen para los niveles
troficos superiores, estableciendo la base de la estructuracion tréfica y el sentido del flujo
energético. Por su parte, los insectos son la clase mas representativa de los artrépodos y el grupo
de organismos que exhiben mayor diversidad del reino animal. En esta clase, una fraccion
considerable de especies y la méas diversa son fitfagas (Schoonhoven et al., 2005). Las plantas y
los insectos herbivoros han establecido una estrecha relacion a lo largo de una historia co-
evolutiva que asciende los 350 millones de afios (Labandeira, 1993). Su incidencia reciproca a
través del tiempo ha moldeado aspectos morfoldgicos, fisioldégicos y bioquimicos de ambos grupos
de forma tal de contrarrestar las estrategias de vulneracién, repercutiendo a niveles bioldgicos

superiores; poblacionales, comunitarios y ecosistémicos (Gatehouse, 2002; Carmona et al., 2015).

Lo conspicuo de las plantas y la imposibilidad de evadir la predacién a través de una respuesta
comportamental resulta en estrategias defensivas contra herbivoros particulares, directas e
indirectas, constitutivas o inducibles. Las plantas pueden afectar directamente la herbivoria a
través de estructuras de proteccién mecanica superficiales o la produccion de compuestos toxicos.
A su vez, la atraccion de enemigos naturales mediante compuestos volatiles o recompensas

nutricionales es un mecanismo indirecto de defensa contra herbivoros (War et al., 2012).

Los insectos herbivoros son el grupo mas representativo en términos de riqgueza y abundancia
(Stork, 2018), al igual que dentro de la categorizacidn antrépica de especies plaga (Dent & Binks,
2020). Al utilizar como fuente energética el nivel tréfico basico, y con la posibilidad de explotar un
mismo recurso de distintos modos a través de especializados habitos de alimentacion, los insectos
herbivoros disponen potencialmente de una gran cantidad de recursos (Herrera & Pellmyr, 2002).
En este sentido, los sistemas agricolas representan una fuente abundante de recursos.
Histéricamente, debido a las consecuencias ecolbgicas y econdmicas de las especies plaga, la
interaccion entre dichos niveles tréficos ha suscitado el interés de investigadores, principalmente

por la amenaza que significan para la produccion alimentaria (Oerke, 2006; Cook et al., 2011).



3.2 Interacciones tri-troficas

El enfoque de dos niveles de la interaccion planta-insecto proporciona una vision parcial de las
comunidades terrestres, las cuales presentan de dos a cinco niveles tréficos y tipicamente se
componen de tres niveles (Begon et al., 1986). Los seres vivos evolucionaron y son funcionales en
contextos multi-tr6ficos. Una comprensibn mas completa de las interacciones planta-insecto
requiere la consideracion de al menos un nivel adicional; las plantas, los herbivoros asociados a
éstas y sus enemigos naturales (Price et al., 1980; Schoener, 1989). Los enemigos naturales
(parasitoides y depredadores) son considerados fauna benéfica por reducir la presion de los
herbivoros sobre el primer nivel tréfico en los sistemas naturales, y explica su interés como
controladores bioldgicos aplicado a sistemas agricolas valiéndose de la interaccion ecoldgica
preexistente. El control de especies plagas es entendido como uno de los principales servicios
ecosistémicos que brinda la fauna benéfica (Losey & Vaughan, 2006; Power, 2010). Desde esta
perspectiva, los enemigos naturales pueden ser considerados parte del sistema defensivo de las
plantas y, en ciertos casos, favorecer el éxito reproductivo de las mismas (van Loon et al., 2000).

A su vez, el tercer nivel no estad exento de sus propios enemigos naturales. Los hiperparasitoides
son insectos que utilizan como hospederos a los parasitoides y reducen su capacidad de control

de plagas, adicionando un nivel tréfico y complejidad a las interacciones.

La divergencia evolutiva entre los niveles troficos no desliga las codependencias ecolégicas entre
las especies que interactian. Muchos rasgos fisiologicos, ecolégicos y comportamentales estan
influenciados por interacciones (directa o indirectamente) con organismos de otros niveles tréficos
consecuencia de la historia evolutiva compartida (Carmona et al.,, 2015). Las presiones
reguladoras entre los niveles son bidireccionales, y efectos en cascada permite que repercutan
indirectamente sobre toda la cadena tréfica (Vandermeer et al., 1985; Strauss, 1991; Hunter &
Price, 1992; Dicke & Baldwin, 2010). En las interacciones tri-tréficas (planta-herbivoro-parasitoide)
los niveles troficos inferiores pueden influir sobre la fisiologia y el comportamiento de los
parasitoides, y las plantas tienen particular importancia en el nexo de la interaccién a través de la

informacién quimica (Price et al., 1980; Heil, 2008; Felton & Tumlinson, 2008).

El estudio sobre interacciones tri-troficas que involucra herbivoros exéticos es escaso (White et al.,
2006; Gandhi & Herms, 2010). El presente estudio se centra en un sistema biolégico novedoso
gue involucra tres niveles tréficos, un cultivo establecido (Vaccinium spp.; Ericales: Ericaceae), una
especie herbivora invasora (Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera: Drosophilidae)), y un
potencial enemigo natural residente de la region (Trichopria anastrephae (Costa Lima, 1940)
(Hymenoptera: Diapriidae)).



3.3 Especies exoticas invasoras

Dentro de las interacciones bioldgicas, el estudio de las especies exoéticas invasoras plaga forman
un grupo de gran importancia. Estas especies son aquellas con propension a expandir su rango de
distribucién nativo extendiéndose sobre una nueva regién, y se consideran uno de los factores
promotores de pérdida de biodiversidad (Wilcove et al., 1998; Didham et al., 2005). Dicho impacto
ecolégico se produce a varios niveles; genéticos, individuales, poblacionales, comunitarios,
afectando los procesos ecosistémicos a escalas espaciales variables (Williamson, 1996; Parker et
al., 1999). Al invadir un nuevo ambiente, las especies exoticas interactlan con las especies
nativas, estableciendo nuevas interacciones troficas (Verhoeven et al., 2009; Harvey et al., 2010) e
interfiriendo sobre las interacciones preexistentes (White et al., 2006). Las especies invasoras
pueden afectar a la biodiversidad a través de interacciones directas como ser la explotacion de la
vegetacion establecida del nuevo ambiente y asi alterar indirectamente la composicion comunitaria
(Kenis et al.,, 2009; Gandhi & Herms, 2010). Este efecto ecolégico generalmente resulta en
pérdidas econdmicas cuando la presion de especies herbivoras invasoras actla sobre variedades
de plantas cultivables en la region invadida (Paini et al., 2016).

El establecimiento de una especie invasora se puede ver restringido tanto por las condiciones
ambientales, la habilidad para competir con especies locales, como por su susceptibilidad a ser
presa u hospedero de enemigos naturales nativos o establecidos (Schénrogge et al., 2012). De lo
contrario, podria ser un indicador de la ausencia de enemigos naturales o la ineficiencia de éstos
en controlar la nueva especie invasora. De hecho, multiples hip6tesis propuestas para explicar el
éxito de las especies invasoras son atribuidas directa o indirectamente al efecto de los enemigos
naturales (Jeschke & Heger, 2018). La colonizacion de un ambiente libre de los enemigos
naturales habitantes en su regién de origen supone para la especie invasora una ventaja inmediata
al ocupar un nicho disponible desprovisto de la presion ejercida por el nivel tréfico superior.

A pesar de que enemigos naturales locales puedan imponer una limitacién a la dispersién de una
especie invasora, la utilizacion de hospederos o depredacion de herbivoros exéticos puede tener
consecuencias a nivel de la comunidad local por el establecimiento de esta nueva asociacion

puesto que se reduce el control de los hospederos o presas habituales (Timms et al., 2012).

La invasion de especies ha estado estrechamente ligada a las actividades antrépicas y ha sido
potenciada por la globalizacion de los tiempos modernos. El intercambio de productos agricolas es
una de las principales vias de dispersion de especies asociadas a tales cultivos (Lantschner et al.,
2019; de la Vega et al.,, 2020). Una especie que ha adquirido gran relevancia en las ultimas

décadas por su capacidad invasiva e incidencia sobre la produccién de frutas de piel fina a nivel



mundial es la mosca de alas manchadas, D. suzukii. Ademas de la propagacion de la especie a
escalas menores dada por la capacidad autébnoma de dispersién de los adultos en busca de
hospederos para el desarrollo larval, la rapida dispersion a escalas mayores fue facilitada por la
comercializacion de fruta fresca a nivel global y la falta inicial de regulacion sobre la propagacion
de especies Drosophila (CABI, 2020).

3.3.1 Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae)

La mosca de alas manchadas, Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera: Drosophilidae),
pertenece al sub-género Sophopora y dentro del grupo melanogaster integra el sub-grupo suzukii.
El primer reporte de esta especie data de 1916 en Japon, donde inicialmente fue identificada como
una especie de Drosophila y posteriormente (1931) fue descrita por Shounen Matsumura como

Drosophila suzukii.

Los machos adultos miden aproximadamente 2 a 3.5 mm de largo (Fig. 1a), mientras que las
hembras son generalmente de mayor dimension, de 2.25 a 4 mm (Fig. 2a). Poseen 0jos rojos,
antenas aristadas, térax marrén-amarillento palido y bandas transversales oscuras en el abdomen.
La especie presenta evidentes caracteres sexuales dimérficos que permiten identificar el sexo
facilmente. El rasgo mas distintivo, no exclusivo dentro del género, son las manchas oscuras en la
parte distal-lateral de las alas de los machos (Fig. 1a y b) (Takamori et al., 2006), las cuales
pueden aparecer dos dias después de la emergencia del individuo (Hauser, 2011). Ademas, los
machos presentan peines oscuros (3 a 6 dientes cada uno) en el primer y segundo segmento

tarsal de las patas anteriores dispuestos en hilera en la zona distal de cada segmento (Fig. 1c).

_—— J
1 mm
C
. fj
0.5mm+

Figura 1. (a) Macho adulto de Drosophila suzukii sobre un arandano. (b) Mancha oscura
en la parte distal-lateral de las alas y (c) peines tarsales en las patas anteriores, ambas
caracteristicas presentes solo en los machos.



Por su parte, las hembras presentan un ovipositor aserrado en el extremo abdominal (tampoco
exclusivo dentro del género) con el que dafian la integridad de las frutas (Fig. 2b y Fig. 3a). El
ovipositor presenta una doble hilera de dientes fuertemente esclerotizados (Fig. 2b) que les
permite perforar el epicarpio de diversos frutos y depositar los huevos en su interior, al resguardo

de las inclemencias climaticas, de agentes bioldgicos y quimicos (Fig. 3b y Video del proceso de

oviposicion de D. suzukii).

Figura 2. (a) Hembra adulta de Drosophila suzukii. (b) Detalle del ovipositor aserrado y
esclerotizado en el extremo abdominal caracteristico de la especie.

Figura 3. (a) Hembra adulta de Drosophila suzukii perforando la piel de un arandano
con su ovipositor, previo a la deposicion del huevo en el interior del fruto. (b) Filamentos
de los huevos sobresaliendo del fruto.


https://github.com/Gdlv/videoTest
https://github.com/Gdlv/videoTest

El desarrollo de D. suzukii muestra que es una especie sumamente prolifica con breves tiempos
generacionales. La tasa de desarrollo es mas rapida a una temperatura constante de 28 °C,
tardando 10 dias el ciclo de huevo a adulto; 6 dias de huevo a pupa y 4 de pupa a adulto en
arandanos (Kanzawa, 1939; Lee et al., 2011b; Tochen et al., 2014). El periodo de pre-oviposicién
oscila de uno a tres dias y puede alcanzar los 25 huevos diarios en medios artificiales (Kinjo et al.,
2014). El nimero de generaciones anuales puede ascender a mas de 13 (Kanzawa, 1939; Tochen
et al., 2014). Los huevos, ovalados de color blanco brillante (aproximadamente 0.5 mm de largo),
son depositados en el interior de los frutos y los dos filamentos respiratorios que presentan en uno
de los extremos sobresalen de la piel del fruto (Fig. 3b). Antes de las 24 horas post-deposicion,
eclosiona una larva vermiforme de color blanco y sin cabeza definida, la cual desarrollara en los
siguientes estadios larvales mandibulas formadas por dos ganchos bucales esclerotizados de color
oscuro que se mueven verticalmente, con los que se alimentan y dafan el interior de la fruta.
Presentan tres estadios larvales morfolégicamente semejantes previo a empupar, excepto por el
incremento de tamafio a medida que avanza el desarrollo, alcanzando dimensiones de 5.5 mm de
largo y 0.8 mm de ancho. Tras un periodo de alimentacion y crecimiento de la larva, la transicion
del estadio inmaduro 4ptero a la etapa adulta alada transcurre a través de una etapa de pupa
tipica de los insectos holometabolos. El sitio para empupar de D. suzukii puede ser tanto en el fruto
en que se desarrolld el estadio larval como en el sustrato adyacente (Kanzawa, 1939),
observandose que lo hace preferentemente en el suelo inmediato (Woltz & Lee, 2017). La pupa
(coarctata), al igual que otras Drosophila, queda encerrada en una cubierta de cuticula rigida de
color marrén-rojizo de dimensiones aproximadas de 3.5 mm de longitud y 1.2 mm de ancho, dentro
de la que se desarrollard hasta alcanzar el estado adulto. Presenta dos proyecciones filamentosas
(espiraculos) en el extremo anterior y dos espiraculos en el extremo posterior. Los espiraculos
respiratorios consisten en una proyeccion con ramificaciones (7 ramas largas y 2 cortas) y
permiten la identificacion de la especie. Luego de cuatro o cinco dias de pupacion emerge el adulto

gue a los tres dias alcanzara la madurez sexual para dar continuidad al ciclo de la mosca (Fig. 8).

En el modo de desarrollo y su habito polifago radica la relevancia agronémica de la especie. Su
impacto se observa sobre la produccién de una amplia variedad de frutos pequefios de piel fina en
distintas regiones del mundo, principalmente de arandanos, frutillas y frambuesas, estimandose
reducciones en rendimiento entre el 20 y 80% segun el tipo de cultivo (Bolda et al., 2010; Goodhue
et al.,, 2011). El desarrollo de los estadios larvales deteriora directamente el interior del fruto
hospedero (Kanzawa, 1939). Ademas del dafio causado por el estadio larval, la perforacion del
epicarpio que resulta de la oviposicién permite que proliferen patégenos secundarios como hongos

y bacterias, contribuyendo y acelerando el proceso de deterioro de la fruta (De Camargo & Phaff,



1957; Cini et al., 2012) (Fig. 10). A diferencia de otras Drosophila, D. suzukii tiene la capacidad de
oviponer tanto en frutos en buen estado (comercializables) como en frutos dafiados y sobre-
maduros (Sasaki & Sato, 1995, 1996), siendo preferidos los frutos en proceso de maduracion
respecto a los sobre-maduros (Lee et al., 2011a; Atallah et al., 2014). La versatilidad en cuanto al
estado de preferencia de su hospedero les confiriere una ventaja competitiva ante otras especies
de Drosophila (Cini et al., 2012), estableciéndose una segregacién temporal en la colonizaciéon de
un recurso que es compartido. Mientras D. suzukii muestra preferencia por frutos en estados no
sobre-maduros para el desarrollo larval (Walsh et al., 2011), la mayoria de las Drosophila lo hace
en fruta sobre-madura o en estado de descomposicién (Atallah et al., 2014; Entling et al., 2019;
Stewart et al., 2014). De este modo, D. suzukii se anticipa a sus congéneres y reduce la
competencia interespecifica (Hardin et al.,, 2015; Jaramillo et al., 2015), faciltando el
establecimiento de las condiciones proclives para la posterior colonizacion del recurso por otras
especies de Drosophila u otros insectos (Rombaut et al., 2017; Shaw et al., 2018). A pesar de que
pueda existir un desfase en términos de nicho, la segregacién no es completa dado que ambas
especies co-ocurren y comparten especies hospederas para su desarrollo, tanto cultivadas como
silvestres (Kenis et al., 2016; Lee et al., 2015; Wang et al., 2016; Santoiemma et al., 2019; Tait et
al.,, 2020). A su vez, D. suzukii también tiene la posibilidad de oviponer en fruta en estado de
descomposicion, especialmente durante periodos en los que es limitada la disponibilidad de los
frutos maduros de preferencia (Bal et al., 2017; Silva-Soares et al.,, 2017; Santoiemma et al.,

2020), amplificando el nimero de hospederos que dispone la especie para desarrollarse.

La temperatura es un parametro determinante de la actividad, tiempos de desarrollo, fecundidad y
la supervivencia de los organismos poiquilotermos y condicionantes del alcance de su distribucién
geogréfica. La tolerancia térmica es una de las caracteristicas que explica el establecimiento de D.
suzukii a distintas latitudes. Los adultos exhiben morfotipos estacionales (de invierno y verano) que
le permite ampliar el rango de tolerancia térmica y adecuarse a condiciones ambientales mas
extremas. Los adultos son mas activos a temperaturas entre 15-20 °C (Kanzawa, 1939; Hamby et
al., 2013). Sin embargo, también toleran temperaturas extremadamente bajas (Sasaki & Sato,
1995; Mitsui et al., 2010).

Ademas de ser una especie muy prolifica con tiempos generacionales acotados, su amplia
tolerancia a condiciones ambientales, su habilidad competitiva y su habito polifago permiten
pronosticar un aumento de su distribucién geogréfica, convirtiéndola en una especie invasora por
excelencia. Inicialmente distribuida en el sudeste asiatico (China, Japon y Korea) (Walsh et al.,

2011), el primer registro fuera de su rango de distribucién nativo fue en Hawaii en 1980 (CABI,



2020). En las ultimas décadas expandié drasticamente su distribucion y actualmente alcanza a la
totalidad de Europa, el norte africano y América (Fig. 4). Calabria y colaboradores
(2012) estimaron que la expansion de distribucion de la especie se podria producir a razon de
1400 kilbmetros por afio. La tasa de dispersion y su impacto representan una importante
preocupacién para la produccion fruticola a nivel global. En 2008 fue reportada simultdneamente
en Europa (Espafa e lItalia) y en el oeste de Estados Unidos, donde han sido registrados
considerables dafios sobre la produccién fruticola, especialmente sobre cultivos de arandanos,
frutillas y cerezas (Bolda et al., 2010; Walsh et al., 2011). La dispersion dentro de los respectivos
continentes se produjo inmediatamente tras su deteccion. Su presencia al sur de la regién
neotropical es mas reciente, en Brasil fue detectada entre 2012-2013 (Depra et al., 2014), en 2014
en Argentina (Santadino et al.,, 2015, de la Vega et al., 2020) simultaneamente con Uruguay
(Gonzélez et al., 2015) y mas tardiamente en Chile entre 2015-2017 (Medina-Mufioz et al., 2015).
En Uruguay fue reportada en cultivos de arandanos en la region centro-sur del pais (Gonzélez et
al., 2015). Ademas, se detectd la presencia de D. suzukii en una gran variedad de cultivos
(arandanos, araza amarillo, araza rojo, guayabo del pais, caqui, higo, naranja, uvas, frambuesa,
zarzamoras, ciruelas y peras) al sur de Uruguay, en los departamentos de Montevideo, Canelones,
Maldonado y San José (Lauyé, 2017). Si bien ha sido reportada en algunos departamentos, en
base a modelos de distribucion potencial de D. suzukii que consideran las caracteristicas de la
especie y las condiciones ambientales, se ha propuesto que su presencia podria extenderse a la
totalidad del pais (Benito et al., 2016; dos Santos et al., 2017; Andreazza et al., 2017).

Figura 4. Distribucion de Drosophila suzukii a nivel global a la actualidad (2020). Se indican
los paises que han reportado la presencia de la especie, sea distribuida en la totalidad del
pais o reportes localizados. Informacién tomada de los articulos citados en el trabajo.


https://www.cabi.org/isc/datasheet/109283#2CBF56E2-DE3A-453F-BCD4-B10EEA352C4F
https://www.cabi.org/isc/datasheet/109283#2CBF56E2-DE3A-453F-BCD4-B10EEA352C4F

3.4 Parasitoides

Los parasitoides, en su mayoria pertenecientes a los érdenes Diptera e Hymenoptera, son los
principales enemigos naturales de los herbivoros invertebrados (Price, 1984). Son un grupo de
insectos que tienen vida libre de adultos, aunque son dependientes de otro artrépodo para
completar su ciclo de vida. El desarrollo larval se produce sobre o dentro de su hospedero, al cual
a diferencia de un verdadero parasito, indefectiblemente termina matando. Dado que todos los
estadios del desarrollo de los insectos son susceptibles al ataque de parasitoides, estos tienen un
efecto regulatorio sobre poblaciones de otros artrépodos (Hawkins et al., 1997; Hassell, 2000;
Letourneau et al.,, 2009). Se los puede clasificar de acuerdo al momento en que matan a su
hospedero en idiobiontes (si lo hacen inmediatamente) o coinobiontes (una vez avanzado el
desarrollo). Un ciclo basico de los parasitoides consiste en la puesta de los huevos en el interior (0
exterior) de algun estadio del desarrollo del insecto hospedero, en general en estados inmaduros
(huevo, larva o pupa) y con alta especificidad, con el posterior desarrollo de la larva del parasitoide
dentro (o sobre) del hospedero. El hospedero normalmente muere una vez que las larvas
empupan y, al alcanzar el estadio adulto, el parasitoide emerge de su hospedero (muerto) y
regresa al estado de vida libre (Fig. 8). La muerte del hospedero durante el desarrollo del
parasitoide explica su potencial uso de los parasitoides como agentes de control biologico
(Eggleton & Belshaw, 1992; Godfray, 1994; Quicke, 1997). Su utilizacién para controlar insectos
plaga en la agricultura es de larga data (Greathead, 1986). Por dicha razén, muchos trabajos sobre
parasitoides se han centrado en como reducen los niveles poblacionales de sus hospederos
directamente a través de la mortalidad y las consecuencias sobre las dinamicas poblacionales de
ambos insectos involucrados (parasitoides y hospederos). Sin embargo, también pueden producir
efectos indirectos no letales sobre los hospederos, alterando su comportamiento o su desempefio
(Abram et al., 2016; Kaser et al., 2018).

La tendencia hacia practicas mas ecoldgicas aplicada a los sistemas agricolas de las ultimas
décadas ha impulsado investigaciones sobre enemigos naturales. La preocupacion generada por
D. suzukii a nivel mundial, ha potenciado el estudio de parasitoides del género Drosophila en su
region de origen y en algunas de las regiones invadidas. Aproximadamente 50 especies de
himendpteros parasitan y ejercen una importante regulacion de especies de Drosophila,
pertenecientes a cuatro familias (al menos 16 géneros reconocidos) (Carton et al.,, 1986). La
mayoria son parasitoides de larvas del género Asobara (Braconidae), Leptopilina y Ganaspis
(Figitidae). Otros son de pupa, pertenecientes al género Pachycrepoideus (Pteromalidae) y

Trichopria (Diapriidae). Diversas especies de los géneros mencionados anteriormente han sido



descriptas en asociacion con D. suzukii en la regién nativa de la especie (Daane et al., 2016;
Giorgini et al., 2019). Cada especie de parasitoide presenta un grado de especificidad y eficiencia
para desarrollarse en un hospedero particular. Algunos parasitoides pueden atacar indistintamente
hospederos relacionados filogenéticamente que comparten propiedades fisiolégicas y mecanismos
de defensa similares (Biondi et al., 2020). La ausencia de parasitoides eficientes contra D. suzukii
en muchas de las regiones invadidas han dirigido el estudio hacia aquellas especies que
comparten una historia evolutiva. La adaptacion de parasitoides nativos al nuevo hospedero podria
resultar en candidatos més eficientes para controlar la especie (Daane et al., 2016). La informacién
disponible sobre parasitoides himenopteros nativos de la regidbn neotropical esta basada
mayormente en parasitoides de dipteros tefritidos (Ovruski et al., 2000). Los trabajos sobre
parasitoides de especies de drosofilidos en la regibn son mas escasos. En Uruguay, los
parasitoides son un grupo de insectos poco estudiados y no se dispone de un relevamiento

exhaustivo de las especies presentes.

3.4.1 Trichopria anastrephae (Hymenoptera: Diapriidae)

El parasitoide Trichopria anastrephae (Costa Lima, 1940) (Hymenoptera: Diapriidae) pertenece a la
familia Diapriidae y a la subfamilia Diapriinae. Diapriidae es una de las mayores familias de
himendpteros, representada por microhimendépteros pertenecientes a 197 géneros, 79 presentes
en la region neotropical con 2300 especies descriptas. Se estima que el nUmero de especies a
nivel mundial asciende a 4000 (Arias-Penna, 2003; Masner, 2006). Tradicionalmente fue incluida
en la superfamilia “Proctotrupoidea”, actualmente fue asignada a la superfamilia Diaprioidea
(Sharkey, 2007). El género Trichopria incluye microhimendpteros parasitoides idiobiontes de pupa,
de los cuales muchas especies utilizan como hospedero estados inmaduros del orden Diptera,
excepto algunas especies registradas como hiperparasitoides (Huggert & Masner, 1983) o aquellas

gue parasitan especies de hormigas (Loiacono et al., 2013).

La descripcion inicial de la especie T. anastrephae fue realizada por Costa Lima en 1940, a partir
de estadios inmaduros (pupas) de Anastrepha spp. (Diptera: Tephritidae) de Rio de Janeiro, Brasil.
Esta avispa mide 2 mm y tiene un evidente dimorfismo sexual en sus antenas, siendo de mayor
longitud y mas pilosas en los machos. Este parasitoide es un endoparasito de pupa (Ovruski et al.,
2000; Corseuil & Garcia, 2004; Cruz et al., 2011) —deposita los huevos en el hemocele de sus
hospederos— (Fig. 7) y su desarrollo en el interior del hospedero generalmente resulta en la

emergencia de un unico adulto (loriatti, 1995). La duracion del ciclo bioldgico (huevo-adulto)



promedio de los machos es de 19 dias y 22 dias para las hembras bajo las siguientes condiciones:
temperatura 25 + 2°C; humedad relativa 70 = 10%; fotoperiodo 12:12) (Krtiger et al., 2019) (Fig. 8).

1 mm

Figura 5. Adultos de Trichopria anastrephae; (a) macho y (b) hembra.

Los reportes sobre la presencia de la especie se concentran en la regién neotropical (Fig. 6). En
Brasil, T. anastrephae se ha registrado en estados de la zona centro sur-sudeste de Brasil; Rio de
Janeiro (Lima, 1940; De Santis, 1980; Aguiar-Menezes et al., 2001), Minas Gerais (Silva et al.,
2003), Goias (Marchiori & Penteado-Dias, 2001), Santa Catarina (Corseuil & Garcia, 2004) y Rio
Grande del Sur (Cruz et al., 2011). En Argentina fue reportada al noroeste del pais en la provincia
de Tucuman (Ovruski et al., 2000, 2004) y en Venezuela en el estado de Aragua (Boscan &
Godoy, 1996). Recientemente (2019), fue encontrado en el departamento de Montevideo, Uruguay

(de la Vega com. pers.).

Figura 6. Paises de América del Sur donde se ha registrado a Trichopria anastrephae;
Brasil, Argentina, Venezuela y Uruguay.



Trichopria anastrephae es una especie generalista que se desarrolla en al menos dos familias de
Diptera (Drosophilidae y Tephritidae). A pesar de que la mayoria de los registros de la especie han
sido asociados con moscas del género Anastrepha (Tephritidae) (De Santis, 1980), algunos
investigadores proponen que T. anastrephae estaria mas asociado a Drosophilidae (Ovruski et al.,
2000) y que se podria reproducir mas facilmente en pupas de Drosophila (Turica & Mallo, 1961).
Por lo pronto, ésta especie demuestra versatilidad en cuanto a la preferencia por hospederos de
Diptera. Esta caracteristica es usual en parasitoides generalistas, los cuales pueden exhibir
comportamientos de cambio de hospederos ante un hospedero alternativo mas abundante para

maximizar su reproduccion (Murdoch, 1969; Jaworski et al., 2013).

En condiciones de laboratorio, asi como en cultivos de frutilla y zarzamora, T. anastrephae ha
demostrado capacidad para parasitar a D. suzukii (Wollmann et al., 2016; Andreazza et al., 2017;
Vieira et al.,, 2020a y b). La cria experimental de T. anastrephae en el Laboratorio de Ecologia
Quimica (Facultad de Quimica) fue establecida en pupas de Drosophila spp. (D. melanogaster y D.
suzukii) donde se desarrollaron satisfactoriamente (Fig. 8). Bajo condiciones controladas [22°C,

65% de RH, 12:12 L:D] completan su ciclo en aproximadamente 20 dias (Anexo 9.2 y 9.3).

Figura 7. Hembra de Trichopria anastrephae introduciendo
su ovipositor en una pupa de Drosophila suzukii (ver Video
del proceso de oviposicién de T. anastrephae sobre pupas
de D. suzukii).



https://github.com/Gdlv/videoTest
https://github.com/Gdlv/videoTest

3.4.2 Busqueda de hospederos por parte de parasitoides

En blsqueda de pareja, alimento, hospedadores o refugios, los insectos deben ser capaces de
diferenciar claves precisas dentro de un complejo mundo de estimulos de mdltiples fuentes y de
diversa naturaleza (Eisner & Meinwald, 1995; Schoonhoven et al., 2005). Los insectos son
minUsculos componentes de un ambiente complejo y dindmico, donde la busqueda y encuentro de
hospederos 6ptimos (identidad y estadio) que permitan el desarrollo de los parasitoides estan
acotados temporalmente por los ciclos biolégicos de las especies involucradas. Las presiones
evolutivas contrapuestas sobre los distintos niveles tréficos suponen una complejidad adicional en
el proceso de busqueda de hospederos por los parasitoides. Los hospederos, poco conspicuos per
se, buscan activamente pasar desapercibidos a través de diversas estrategias. En este contexto
natural, la deteccion de claves provenientes del segundo nivel tréfico pudo haber limitado la
eficacia para encontrar hospederos por parte de enemigos naturales, por lo que la informacién
proveniente de las plantas adquiri6 mayor relevancia en el proceso (Vet & Dicke, 1992).

La basqueda de hospederos por parte de parasitoides es realizada por las hembras adultas. En
general, acto seguido al encuentro de un hospedero prosigue la oviposicion, por lo cual el éxito de
la busqueda es determinante en el éxito reproductivo de estos insectos. Dada la importancia del
encuentro de hospederos adecuados y las dificultades que interceden en el proceso, la estrategia
de busqueda deberia resultar ser mas eficiente que una simple busqueda aleatoria. En este
sentido, las sefiales visuales y especialmente las claves olfatorias son importantes en la ubicacion
del hospedero y optimizan el comportamiento de blsqueda (Vinson, 1976). Ademas, la experiencia
en diferentes estadios del desarrollo puede influir sobre el comportamiento de blsqueda a través
de la asociacion de estimulos y el reconocimiento condicionado de claves que revelan

indirectamente la presencia de su hospedero (Turlings et al., 1993).

Diversos factores fisicos o quimicos intervienen sobre el proceso de seleccion de hospedero de los
parasitoides. En este proceso, la informacion quimica parece tener un rol importante y de particular
importancia para los parasitoides himenépteros (Vinson, 1976). La mayoria de los receptores
olfativos de los insectos que permiten la deteccion de la informacién quimica de alta sensibilidad,
con umbrales de deteccion y discriminacibn muy pequefios se concentran en las antenas.
Posiblemente, la alta sensibilidad sea resultado de interacciones intraespecificas en las que las
presiones selectivas son equiparables y la variacién cualitativa de la sefial es minima (Masson &
Mustaparta, 1990). Muchos compuestos volatiles, por si mismos o en combinacién con otros, son
capaces de producir una sensacion olfativa dependiente de la concentracion de dichos

compuestos.



3.5 Semioquimicos

Los compuestos quimicos involucrados en las interacciones entre organismos son denominados
semioquimicos (Law & Regnier, 1971). En base a las especies que interaccionan, es decir, si la
interaccion es intraespecifica o interespecifica, los semioquimicos se clasifican en feromonas o
aleloguimicos, respectivamente (Nordlund & Lewis, 1976). Ademas, dependiendo si la sustancia
liberada beneficia al emisor, al receptor o a ambas partes, se denominan alomonas, kairomonas y
sinomonas, respectivamente (Brown et al., 1970; Whittaker & Feeny, 1971; Nordlund & Lewis,
1976). El concepto de aleloquimico incluye compuestos que actian como claves quimicas entre
especies que permiten distinguir entre fuentes emisoras a partir de la capacidad asociativa del
receptor. Una sutil distincién entre los términos clave y seflal quimica es que estas Ultimas
transmiten informacion mas concisa y dirigida, mientras que las claves pueden ser potencialmente
explotadas por cualquier organismo, sin ser necesariamente destinatario directo de la informacién.

En las interacciones tri-tréficas (planta-herbivoro-parasitoide), los aleloquimicos pueden provenir
del hospedero (segundo nivel tréfico), la planta de la que se alimenta (primer nivel tréfico), de otros
organismos asociados al herbivoro (microorganismos) o de las interacciones entre los niveles
anteriormente mencionados (Vet & Dicke, 1992; Godfray, 1994; Powell & Poppy, 2001). Tanto las
plantas como los herbivoros son fuentes odoriferas potencialmente perceptibles por los enemigos
naturales, proporcionando informacion sobre su posicién, asi como eventualmente su identidad y
estado/condicion (De Moraes et al., 1998; Heil, 2008).

A diferencia de otras modalidades sensitivas que pueden ser obstaculizadas por barreras fisicas
(e.g., la vision es limitada si se trata de detectar hospederos ocultos dentro de frutos), las claves
guimicas resultan mas informativas a larga distancia, particularmente aquellas que derivan de las
plantas por una cuestion de biomasa. Sin embargo, la deteccién de estimulos quimicos esta sujeta
a multiples factores en la naturaleza; la tasa de emision de los compuestos, la distancia entre el
insecto y la fuente emisora, el area de liberacion, asi como la velocidad del viento, turbulencias, el
contraste con olores de fondo, entre otros que pueden interferir en su percepcion.

Ademas, el uso de la informacién quimica supone la dificultad adicional de la fidelidad de la sefial y
cuan asequible sea su deteccion. En general, las claves derivadas directamente del hospedero son
fidedignas, pero dificiles de detectar y de alcance limitado, mientras que aquellas provenientes del
primer nivel tréfico son faciimente detectables a pesar de ser menos informativas en términos de
fiabilidad de la sefial (Dicke et al., 1990; Turlings et al., 1991). Ante este inconveniente, los

parasitoides pueden utilizar claves derivadas de los estadios mas conspicuos de los hospederos,



aprender claves asociadas al herbivoro detectables con mayor facilidad, o utilizar claves

procedentes de las plantas atacadas por su hospedero (Vet & Dicke, 1992; Turlings et al., 1993).

Los insectos liberan sustancias odoriferas en baja cuantia procedentes de las heces, su cuticula y
exuvios, secreciones de glandulas, feromonas, hemolinfa, entre otras (Vet & Dicke, 1992). La
discrecién en cuanto a la emisién de informacidn que pueda revelar su presencia posiblemente sea
el resultado evolutivo que ha favorecido la inadvertencia ante los enemigos naturales (Vet & Dicke,
1992). Sin embargo, de la herbivoria resultan inevitablemente emisiones de volatiles que informan
indirectamente su presencia. La emision bajo condiciones de estrés bidtico tiende a estar
relacionado con el grado de herbivoria (Niinemets et al., 2013). En este sentido, los hospederos
guiescentes (huevos y pupas) no proporcionarian informacién para sus enemigos naturales, los
cuales deberian recurrir a la informacion proporcionada por estadios precedentes (estadio adulto y
larval, respectivamente), mientras que la co-ocurrencia de estadios permitiria potencialmente
explotar la informacion derivada de ambos (Vet & Dicke, 1992). De este modo, las plantas
adquieren mas relevancia al proporcionar informacién quimica adicional, de mayor alcance e
inclusive con cierta especificidad en funcién de la identidad del herbivoro (Vet & Dicke, 1992; De
Moraes et al., 1998). El dafio por herbivoria y/u oviposicion puede alterar el perfil de volatiles
emitido por la planta, proporcionando claves para la orientacion y atraccion de enemigos naturales
hacia la fuente de emision (Dicke et al., 1990; Turlings et al., 1990; Mumm & Dicke, 2010).



3.6 Arandanos; Vaccinium spp. (Ericales: Ericaceae)

El término blueberries refiere a los frutos producidos por cualquier especie perteneciente al género
Vaccinium (de la seccién taxonémica Cyanococcus) y de la familia Ericaceae. Son plantas lefiosas,
perennes y de porte arbustivo. Las especies mas conocidas comercialmente son Vaccinium
corymbosum L. (highbush blueberry), Vaccinium angustifolium Ait. (lowbush blueberry) vy
Vaccinium ashei Reade (V. virgatum Ait.) (rabbiteye blueberry), cominmente reconocidas como
arandanos. Los arandanos son bayas esféricas de colores mayormente azulados, de 6.2 a 20.8
mm de didmetro y una masa de 0.14 a 3.4 g (Soots et al., 2017). Son frutos climatéricos que
requieren manejos apropiados y delicados post-cosecha para preservar su calidad y propiedades
organolépticas. Entre las caracteristicas que contribuyen a la calidad del fruto se incluye su color,
firmeza, sabor, aroma, tamafio, asi como que se encuentre libre de contusiones. Su contenido de
antocianinas se asocia a sus cualidades benéficas sobre la salud humana (Kalt et al., 2020). Tales
cualidades popularizaron el fruto, incrementaron su demanda y promovieron la expansion de las
areas cultivadas a nivel global. El mercado de ardndanos es uno de los que mayor crecimiento ha
experimentado a nivel mundial (Moore, 1993; Strik, 2006), y las proyecciones indican que la
tendencia a incrementarse sera sostenida (IBO, 2018).

Las variedades de arandanos mencionadas inicialmente son nativas de Norteamérica (Vander
Kloet, 1988). Su propagacion fuera del rango de distribucién de origen fue impulsada por intereses
comerciales. América del Sur es una de las principales regiones que acapard su expansion en la
década del '80 y su produccion abastece mayormente el mercado europeo. Chile es el principal
pais productor y exportador de Latinoamérica. El cultivo en el hemisferio sur cubre la produccion
en contra-estacion y ofrece una ampliacion del periodo de abastecimiento de fruta fresca, limitando
los cuidados post-cosecha que demanda el producto con sus costos asociados, y posiciona a la
region austral como un punto comercialmente estratégico.

La primera plantacion en Uruguay se realizé en 1988. En los inicios del 2000 se produce una
rapida expansion del area cultivada a nivel nacional y en 2003 se realiza la primera exportacion a
Estados Unidos. Sin embargo, desde sus inicios a la actualidad, el sector ha experimentado
importantes transformaciones en cuanto a la extension y las variedades cultivadas. En 2009 se
superaron las 800 ha. cultivadas, pero esta cifra se redujo a la mitad en los afios siguientes. La
adversidad climatica y una reconversion varietal provocaron una disminucién del &rea cultivada
hacia 2015, en 2012 habian 492 ha. y en 2015 346 ha. Las principales zonas cultivadas en el pais
se encuentran en el litoral norte (Salto y Paysandu), donde se cosecha tempranamente (octubre-
noviembre) y en el centro-sur con cosechas mas tardias (noviembre-diciembre) (Vilaré & Soria,
2006).



El arandano es uno de los tantos cultivos susceptibles a D. suzukii. No obstante, la preocupacion
gue suscita la especie en el sector productivo a nivel global, en términos de impacto no tiene un
correlato con la situacion a nivel nacional, a pesar de que lleva establecida mas de media década
(Gonzalez et al., 2015).

La maduracién de los frutos, entendida como la secuencia de cambios morfol6gicos, fisioldgicos y
bioquimicos, puede diferir sustancialmente bajo el ataque de insectos. En nuestro sistema de
estudio, el proceso de maduracion natural del ardndano es notoriamente alterado y acelerado
consecuencia del desarrollo de los estadios inmaduros de D. suzukii. Los cambios en la fruta son
evidentes desde el momento de la oviposicidn, dado que los espiraculos de los huevos quedan
expuestos hacia el exterior a través del orificio generado por el ovipositor (Fig. 3b). La perforaciéon
de la piel del fruto ocasiona la pérdida de tension de la misma. Ademas, la actividad de la larva y
su desarrollo en el interior de la fruta aceleran su colapso durante el progreso de la maduracion,
provocando la pérdida de consistencia y la reduccion de tamafio. La figura 10 muestra la diferencia

de los arandanos madurados naturalmente y el efecto del ataque de D. suzukii sobre los mismos.



3.7 Métodos de control de Drosophila suzukii

Actualmente, el principal método de control de la especie es mediante la aplicacion de insecticidas
de amplio espectro (Bruck et al., 2011; Burrack et al., 2015; Shawer et al., 2018). Las aplicaciones
se realizan peridédicamente desde el inicio de la maduracién del fruto hasta su cosecha (Haviland &
Beers, 2012; Van Timmeren & Isaacs, 2013). El limitado control residual de los insecticidas y los
acotados tiempos entre generaciones de D. suzukii, requiere recurrir frecuentemente a productos
guimicos para mantener las densidades poblacionales bajas (Renkema et al., 2016; Van Timmeren
& Isaacs, 2013). El habito polifago de D. suzukii no estéa limitado a variedades cultivables, de forma
alternativa se puede desarrollar en diversas especies silvestres que se encuentran fuera del area
protegida por interés productivo y le permiten eludir las practicas dirigidas para su mitigacion (Cini
et al., 2012; Lee et al., 2015; Poyet et al., 2015; Kenis et al., 2016). A pesar de su efectividad, el
uso continuado de insecticidas redunda en contaminacion ambiental, riesgo toxicologico y
presiones selectivas de poblaciones resistentes a estos productos. Su baja selectividad produce
efectos adversos sobre la fauna benéfica, incluidos los enemigos naturales de la plaga (Roubos et
al., 2014; Fontes et al., 2018). Insecticidas comerciales comunmente utilizados para controlar a D.
suzukii fueron testados sobre T. anastrephae y Pachycrepoideus vindemmiae (ambos parasitoides
de pupa de Drosophila) por Schlesener y colaboradores (2019), resultando tener una
susceptibilidad variable seguin la clase de compuestos y la especie. En términos generales, T.
anastrephae mostré ser menos susceptible a muchos de los productos probados (Schlesener et
al., 2019). Este resultado favoreceria a T. anastrephae como candidato a ser utilizado como
agente controlador en esquemas de manejo que involucre aplicaciones de insecticidas. No
obstante, el arandano es un producto de consumo mayoritariamente fresco cuyo principal destino
es su comercializacion al mercado exterior. El limite maximo permitido de pesticidas permitido en
productos de consumo humano impuestos por los paises importadores es variable y supone una
restriccion para el control quimico de plagas de incidencia tardia como lo es D. suzukii. Asimismo,
la utilizacion de la mayoria de los productos de sintesis es incompatible con préacticas de cultivo
organicas, las cuales tienen mas acotadas las opciones para controlar a D. suzukii y donde el
desarrollo de resistencia resulta mas desafiante. Recientemente, se reportaron los primeros casos
de resistencia de D. suzukii a uno de los principales bio-insecticidas utilizados para el control de la
especie en Estados Unidos (spinosad) (Iglesias & Liburd, 2017; Gress & Zalom, 2018).

Dado el impacto de D. suzukii en el sector fruticola a nivel global y la preocupacién que suscitan
las practicas dirigidas para su mitigacién, mas la tendencia global hacia practicas agricolas que
buscan prescindir del uso indiscriminado de productos quimicos, resulta indispensable la basqueda

de estrategias alternativas de control de la especie.



3.8 Manejo Integrado de Plagas

El control de plagas incluye toda accién dirigida a evitar, atenuar o retrasar el impacto de las
especies en cuestiéon. A mediados del siglo pasado, el control a través de productos quimicos
acaparo la atencion y el uso excesivo de dichas sustancias alcanz6 un punto algido en la historia.
En consideracion de los efectos secundarios asociados a tales practicas; aparicion de insectos
resistentes, resurgimiento de plagas secundarias y contaminaciébn ambiental, en las décadas
siguientes se produce un cambio de paradigma hacia un enfoque mas integral del problema en
detrimento de la dependencia del control quimico (Kogan, 1998). Las distintas técnicas surgidas y
la integracién de métodos para abordar el tema fueron consolidando el concepto de un Manejo
Integrado de Plagas (MIP). EI MIP es una estrategia de manejo de especies plaga que,
considerando el ambiente y la dinamica poblacional de la plaga, compatibiliza todas las acciones
adecuadas para mantener los niveles poblacionales por debajo de los que causan dafio econémico
(Smith & Reynolds, 1966). Uno de los objetivos centrales es compatibilizar el control quimico con
los agentes de control bioldgico y la biota restante a través de la incorporacion de insecticidas mas
selectivos (Cloyd, 2012). Un enfoque integral de practicas requiere un conocimiento profundo de la
biologia de las especies involucradas y qué factores afectan su desarrollo. Esto permite
desfavorecer las condiciones adecuadas para la proliferacion de la especie a través de la adopcion
de précticas culturales de manejo de los sistemas agricolas.

Las técnicas que incluyen aleloquimicos representan un nuevo enfoque dentro del MIP. En
particular, los volatiles producidos por las plantas en respuesta al ataque por herbivoros han
recibido gran atencion (Wajnberg & Colazza, 2013), asi como las interacciones tri-tréficas que
interrelacionan plantas, herbivoros y predadores (parasitoides o depredadores de herbivoros). Este
nuevo enfoque consiste en manipular mediante claves y/o sefiales quimicas al tercer nivel tréfico
para atraerlos y conservarlos en el area a proteger (Khan et al., 2008; Wajnberg & Colazza, 2013).
Las estrategias de control que utilizan semioquimicos presentan ventajas en cuanto a que no dejan
residuos en el ambiente, actian a bajas concentraciones y con una elevada especificidad (Thacker
& Train, 2010; Witzgall et al., 2010; loriatti et al., 2011).

En la region de origen de D. suzukii utilizan métodos alternativos y/o complementarios para el
control de la especie. En Japon, su control en cultivos de cerezas (Prunus avium) y ardndanos
(Vaccinium spp.) incorpora el uso de redes de exclusion (Yamakawa & Watanabe, 1991; Kawase
et al., 2008). El control mediante redes resulta extremadamente efectivo en los cultivos de
arandanos (Cormier et al., 2015). Sin embargo, es una opcion aplicable a escalas reducidas de

produccion organica.



3.8.1 Control bioldgico

El control bioldgico puede considerarse parte de un servicio ecosistémico basado en las
interacciones ecoldgicas preexistentes en la naturaleza. Resulta de la accién de los enemigos
naturales (predadores, parasitoides, patdégenos) en el descenso de la densidad poblacional de otro
organismo en relacion a los niveles poblacionales que ocurririan en su ausencia (DeBach, 1964).
Esta estrategia de control es un componente fundamental dentro del Manejo Integrado de Plagas
(Ehler, 2006). Una de las estrategias de control bioldgico se basa en la liberacion masiva de
enemigos naturales criados en laboratorio, los cuales se encuentran presentes a bajos niveles
poblacionales en el campo, en busqueda de una rapida mortalidad en las poblaciones del
hospedero (Parra et al., 2002).

En este sentido, D. suzukii ha puesto a prueba a los enemigos naturales de distintas regiones del
mundo. Numerosas especies de parasitoides se han asociado con D. suzukii, cada una presenta
un grado de especificidad y eficacia particular. A pesar de que las especies que tienen la
capacidad de regular las densidades poblacionales eficientemente son limitadas (Chabert et al.,
2012; Rossi Stacconi et al., 2013; Gabarra et al., 2015; Rossi-Stacconi et al., 2015), la introduccién
de agentes de control biolégico eficientes en nuevos ambientes requiere estudios de impacto
(Louda et al., 2003; Pearson & Callaway, 2005). Los géneros Asobara, Ganaspis, Leptopilina,
Trichopria y Pachycrepoideus incluyen especies de enemigos naturales presentes en la regién de
origen de D. suzukii con mayor posibilidad de controlar eficientemente la especie dado su historia
de co-evolucion (Daane et al., 2016). Sin embargo, el uso de poblaciones locales de Trichopria
drosophilae como en México e Italia resultd més efectivo y dio inicio al desarrollo de técnicas para

su produccion masiva (Rossi Stacconi et al., 2018).

Drosophila suzukii posee un complejo sistema de defensa inmune caracterizado por una elevada
carga de hemocitos en la hemolinfa (Lavine & Strand, 2002; Poyet et al., 2013). La encapsulacion
es el principal mecanismo fisiolégico de defensa descrito contra endoparasitoides, activado cuando
son superadas las dimensiones para ser fagocitados e involucra distintos tipos de hemocitos del
estadio larval (Carton & Nappi, 1997). En este aspecto, D. suzukii y D. melanogaster, comparten
similitudes morfoldgicas y funcionales en cuanto a las clases de hemocitos. Sin embargo, en
términos cuantitativos, algunos estudios sefialan que las larvas de D. suzukii presentan cantidades
considerablemente superiores a las de D. melanogaster y ha sido asociado con una mayor
habilidad de D. suzukii para sortear parasitoides (Poyet et al., 2013).

Dada la eficaz respuesta del sistema inmune por parte del estadio larval de D. suzukii y la
ausencia de encapsulamiento de los huevos depositados en pupas, los parasitoides de pupa como



P. vindemmiae (Rondani) (Hymenoptera: Pteromalidae) y Trichopria drosophilae (Perkins)
(Hymenoptera: Diapriidae) podrian ser mas exitosos ante D. suzukii que los parasitoides de larva
(Kacsoh & Schlenke, 2012). Una especie del género Trichopria, Trichopria anastrephae (Lima)
(Hymenoptera: Diapriidae), es un endoparasitoide de pupa nativo de Sudamérica (Corseuil &
Garcia, 2004; Cruz et al., 2011) capaz de utilizar a D. suzukii como hospedero (Wollmann et al.,
2016; Andreazza et al., 2017). Esta cualidad capté la atencién de la especie como un potencial
agente de control de D. suzukii en la region neotropical. Si bien es limitada la informacion de T.
anastrephae en la literatura cientifica, en los Ultimos afios se ha sefalado esta especie por su
capacidad de parasitar a D. suzukii (Wollmann et al., 2016; Andreazza et al., 2017; Bernardi et al.,
2017; Schlesener et., al 2019).
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3.9 Ritmo biologico del comportamiento

La diversificacion de los seres vivos tuvo lugar en un contexto marcado por regimenes periédicos
de fases alternantes de luz y oscuridad dictadas a nivel planetario por la rotacion de la Tierra. En
consecuencia, la gran mayoria de los organismos presentan mecanismos moleculares endégenos
sensibles a dicha fluctuacién ambiental que subyacen a aspectos fisiolégicos y comportamentales,
permitiendo su anticipacién y optimizacion de sus respuestas al ambiente (Panda et al., 2002;
Bell-Pedersen et al., 2005).

Los ritmos circadianos poseen una periodicidad entre 20 y 28 horas en ausencia de clave
ambiental sincronizadora. Basicamente, la referencia del sistema se suele explicar por la
oscilacion de relojes internos que se anclan a claves externas y tipicamente la periodicidad luz-
oscuridad es el factor exdgeno que establece el ritmo (Pittendrigh, 1960; Bell-Pedersen et al.,
2005).

Comprender la ecologia del comportamiento de los parasitoides, como ser los patrones de
actividad circadiana, puede contribuir a desarrollar programas efectivos de manipulacion de
laboratorio y liberacion en el campo para el control biolégico de plagas. En algunos sistemas, el
conocimiento de los patrones horarios de eclosion y busqueda de pareja permite restringir
temporalmente las liberaciones y generar controles mas eficaces (Chen et al., 2020). Otro caso
puede suceder con la superposicion de picos de actividad entre especies de parasitoides con lo
que la liberacion simultdnea de ambas puede resultar en una competencia sustancial, reduciendo
la eficacia del control (Miranda et al., 2015). Ademas, la estrategia podria ser optimizada teniendo
en consideracion otros métodos de control como ser la aplicacion de insecticidas, dado que la
crono-toxicidad de los insectos puede estar en funcion de los picos de actividad (Pszczolkowski et
al., 2004; Hamby et al., 2013).



4 Objetivos

4.1 Objetivo general

El comportamiento de busqueda de hospederos por parte de parasitoides es fuertemente
influenciado por claves quimicas. Ante el arribo de una especie invasora, el parasitoide residente
deberia discernir mediante claves quimicas volatiles resultantes de una interaccién novedosa, la
posicion precisa de un potencial hospedero, imprescindible para completar su desarrollo y
consecuentemente en su consideracion como agente de control bioldgico. En algunos sistemas
biolégicos bajo condiciones no naturales esta documentada la capacidad de asociar nuevos
estimulos relacionados al hospedero, asi como la habilidad de parasitar un hospedero exético

relacionado filogenéticamente a su habitual hospedero.

El presente trabajo estudia la atraccidon de un parasitoide residente de la regién, T. anastrephae
(Hymenoptera: Diapriidae), hacia un hospedero exético, D. suzukii (Diptera: Drosophilidae),
mediada por semioquimicos a través de ensayos de olfatometria en condiciones de laboratorio. El
sistema tri-trofico de estudio fue evaluado en base a la respuesta comportamental de preferencia
hacia compuestos volatiles resultantes de la interaccion entre los niveles tréficos inferiores,
especificamente de D. suzukii desarrollandose en arandanos (Vaccinium spp.; Ericales:
Ericaceae), para evaluar la capacidad de deteccién y atraccién a distancia hacia un potencial

hospedero por parte de T. anastrephae.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1. Evaluar la atraccion de T. anastrephae hacia arandanos atacados por D. suzukii.

4.2.2. Analizar la respuesta comportamental de T. anastrephae en funcién del horario del dia.



5 Materiales y Métodos

5.1 Insectos

El trabajo experimental fue realizado en el Laboratorio de Ecologia Quimica en Facultad de
Quimica (UdelaR). Los insectos empleados se obtuvieron de la cria artificial realizada en el
Laboratorio de Ecologia Quimica, la cual estda basada en dos especies de moscas Drosophila, D.
suzukii y D. melanogaster, y parasitoides microhimendpteros de larva (Leptopilina sp.) y pupa (P.
vindemmiae y T. anastrephae) de Drosophila (ver Anexo 9.3). Las colonias de D. suzukii y T.
anastrephae fueron establecidas en abril de 2019 (mas de 35 y 25 generaciones a la fecha,
respectivamente) a partir de ejemplares capturados en el predio de Facultad de Agronomia
(UdelaR), Montevideo. El sexado de los parasitoides se realiza por las dimensiones y tipo de

antena que es un caracter sexual dimorfico facilmente identificable (Fig. 5a y b).

5.2 Dispositivo experimental

Para evaluar si las hembras de T. anastrephae responden a arandanos atacados por D. suzukii, se
realizaron ensayos comportamentales en olfatbmetros de doble opcién. En los dispositivos de
olfatometria se evalla la respuesta comportamental de un artrépodo en base a las preferencias a
dos o mas olores que recrean un contexto ecolégicamente relevante. Son ampliamente utilizados
en investigacion en el area de la Ecologia Quimica para evaluar la localizacién de hospederos,
particularmente el comportamiento de busqueda y atraccibn a hospederos por parte de
parasitoides. En este caso, la estimulacion se restringié exclusivamente a la percepcion a distancia

de volétiles emitidos de una fuente no visible para el insecto.

Se realizaron ensayos preliminares durante la configuracion del sistema de estudio y la puesta a
punto del mismo. Fueron testados distintas dimensiones de olfatémetros, tipo de iluminacion,
métodos de grabacién y trackeo del comportamiento a partir del material de grabacion, asi como

fueron ajustados y optimizados los tiempos de cria de los insectos y la estimulacién utilizada.



Figura 9. Esquema del dispositivo de olfatometria utilizado. El aire procedente del exterior es
impulsado por una bomba (no representada) en el sentido indicado por la flecha, el cual
previamente a ingresar al sistema, es filtrado con carbén activado (a) y humidificado (c). El caudal
de aire circulante es controlado por el regulador de flujo (b). Los recipientes (d) contienen los
estimulos y la corriente de aire arrastra los compuestos volétiles que ingresan por los brazos del
olfatémetro (e). El tubo en Y se dispone sobre un iluminador de luz fria (h) y dentro de una caja de
paredes blancas (f). En la parte superior de la caja se encuentra la caAmara de video que registra la
actividad del parasitoide (g).

5.3 Estimulos

Se evaluaron dos estimulos; frutos atacados por D. suzukii y frutos sin atacar. Cada estimulo
consistio de 25 g de arandanos comerciales (Frusan, Frutera San Fernando, Chile)
cuidadosamente seleccionados procurando la integridad de los mismos, previamente lavados con
abundante agua destilada y secados. Para el estimulo atacado con D. suzukii, los 25 g de
ardndanos dispuestos en recipientes de vidrio fueron incubados por 24 horas con 10 hembras
adultas de D. suzukii apareadas bajo las mismas condiciones en que se mantiene la cria de
insectos para que ovipongan. El control del ataque (misma cantidad de arandanos sin atacar) fue
acondicionado en igualdad de condiciones y por el mismo lapso temporal. Los recipientes fueron
cubiertos con un tul en la parte superior sujetados con una banda elastica. Al término de las 24
horas fueron retiradas las moscas y se corroboré el grado de ataque bajo lupa por la presencia de
perforaciones en la piel de la fruta por las que quedan expuestos el par de espiraculos de color
blanco de los huevos. El recipiente con el estimulo se dispuso en la incubadora por 10 dias para
gue avanzara el desarrollo de los estadios inmaduros de la mosca sobre la fruta y asegurar que se
alcance el estadio de pupa hospedero del parasitoide. Transcurridos los 10 dias, y como
consecuencia del desarrollo larval en su interior (Fig. 10), la fruta posee un perfil de volatiles
diferente al de los arAndanos madurados naturalmente (de la Vega et al., 2020, en revision). Dicho

grado de maduracion es representativo de la estimulacion ofrecida en los ensayos de olfatometria.



Huevo

Estadios larvales (L1-L2-L3) Pupa

Figura 10. Progreso de la maduracion durante 13 dias de un arandano madurado naturalmente
(arriba) y de arandano atacado durante 24 horas por Drosophila suzukii (abajo). Los numeros
indican los dias correspondientes post-oviposicién. En la parte inferior se referencia el estadio de
desarrollo de la mosca aproximado bajo las condiciones en que fueron acondicionados.

5.4 Procedimiento experimental

Se evaluaron individualmente por Unica vez hembras adultas de T. anastrephae de entre dos a
cinco dias de edad, obtenidas de tubos con pupas de D. melanogaster, previamente alimentadas
(50:50 agua:miel) y apareadas. En total se evaluaron tres tratamientos; dos de los cuales
contenian arandanos atacados con D. suzukii como estimulo, uno con arandanos libres de ataque
(Atacados vs Sin dafo) y otro con aire limpio (Atacados vs Aire limpio) a modo de control. El
restante tratamiento ofrecia arandanos libres de ataque contra aire limpio (Sin dafio vs Aire limpio).
Los ensayos fueron realizados en distintos dias dentro del rango horario de 09:00 a 18:00 horas,
comprendido en la fase luminica de la incubadora de cria (el fotoperiodo (12:12) donde se
mantienen los insectos es de 09:00 a 21:00 horas). Las avispas eran depositadas en una pre-
camara en la base de la seccion comun del tubo en Y e ingresaban al dispositivo por sus propios
medios. Una vez dentro del olfatobmetro, se iniciaba la grabacion y se registraba la actividad del
parasitoide durante 300 segundos. Transcurridos los 300 segundos, el individuo era retirado
utilizando un aspirador de insectos en caso de ser necesario.

En cada repeticibn se alternd el brazo por el que procedia el estimulo para evitar cualquier
asimetria en el dispositivo experimental. Previo a cada repeticion, se hacia circular aire limpio
durante 60 segundos por el brazo en que procedia anteriormente el estimulo para eliminar
cualquier residuo que pudiera interferir en la siguiente réplica. Cada 30 minutos se registraba
simultaneamente la temperatura y humedad en el interior del olfatbmetro mediante un sensor de
temperatura y humedad (sensor DHT22 conectado a micro-controlador Arduino). Las temperaturas
probadas oscilaron entre 21.5 a 24.9°C y la humedad entre 64.5 y 81.9%.
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El olfatbmetro fue limpiado con agua y jabén, alcohol y acetona previo a ser secado en estufa a

100°C al finalizar cada jornada de registro.

A partir de la grabacion se analizé la permanencia temporal en las distintas zonas de interés del
dispositivo experimental, la primera elecciéon y la posicion final de la avispa. A su vez, dichos
pardmetros se analizaron en relacién a tres rangos horarios: mafana (09:00 a 12:00), mediodia
(12:00 a 15:00) y tarde (15:00 a 18:00). Las grabaciones fueron analizadas manualmente a través
del reproductor de video VLC Media Player desde donde se extrajeron los tiempos de permanencia
en cada brazo, la primera opcion (registrada una vez que la avispa atravesé una linea definida en
cada brazo a 5 mm de la bifurcacién del olfatdmetro) y la Gltima posicién de la avispa a los 300

segundos.

5.5 Analisis estadistico

Las variables a evaluar fueron la primera eleccién, la posicién al finalizar el experimento y el
tiempo de permanencia en cada seccion del olfatometro. Tanto la primera eleccion como la uUltima
posicién en el tubo en Y son representados en forma porcentual a partir del conteo directo de las
veces que optaron por cada brazo. Para su andlisis estadistico, se realiz6 un test binomial exacto
con probabilidad 0.5 de éxito para la primera eleccion (brazo del estimulo o brazo control) y
probabilidad de 0.33 para la posicién final (brazo del estimulo, control o seccidon en comuan). Para
los tiempos de permanencia en cada brazo del dispositivo se promediaron los tiempos de las
réplicas de cada tratamiento y se representaron porcentualmente en funcién de brazo estimulo y
brazo control con su error estandar correspondiente. Las diferencias entre los promedios se
evaluaron mediante un test de Student pareado. Para observar la variacion de la preferencia a lo
largo del dia se realizd un indice de preferencia (indice = (Tiempo estimulo — Tiempo control) /
Tiempo total). La magnitud (0 a 1) es proporcional a la preferencia y el signo indica el brazo optado
(indice > 0: Estimulo; indice < 0: Control). Todos los andlisis de datos, estadisticos y graficos

fueron realizados en R (R Core Team, 2019).



6 Resultados

Los ensayos de olfatometria totalizaron 304 réplicas entre los tres tratamientos (103 Sin dafio vs
Aire limpio, 92 Atacados vs Aire limpio, 109 Atacados vs Sin dafo). Del numero total de réplicas,
fueron excluidas del andlisis de datos aquellas réplicas en las que el insecto permanecié inmovil
durante la totalidad del tiempo del ensayo (75 Sin dafio vs Aire limpio, 39 Atacados vs Aire limpio,
37 Atacados vs Sin dafo). Las réplicas analizadas representan un 27% de Sin dafio vs Aire limpio
(28 réplicas), 58% de Atacados vs Aire limpio (53 réplicas) y 66% de Atacados vs Sin dafio (72
réplicas) en relacion al total de los respectivos tratamientos. Como una forma de evaluacion de la
metodologia utilizada, en la figura 11 se muestra la cantidad de muestras totales realizadas y el

namero de insectos que mostraron movilidad en funcién de los rangos horarios establecidos.
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Figura 11. NGmero total de réplicas de cada tratamiento por rangos horarios; mafiana (09:00 a
12:00), mediodia (12:00 a 15:00) y tarde (15:00 a 18:00). Las barras en color mas intenso
representan el nimero de réplicas donde se registré movilidad de la avispa (153 réplicas en
total) y se superponen al total de réplicas realizadas (color mas tenue).

Como se observa en la figura 11, la mayor cantidad de réplicas descartadas por inmovilidad en los
tres rangos horarios corresponden al tratamiento que no involucra arandanos atacados por D.
suzukii (Sin dafio vs Aire limpio). En tanto que la presencia del ataque de D. suzukii en los demas

tratamientos genera aproximadamente un 60% de movilidad en las hembras de T. anastrephae.



6.1 Deteccion y atraccién a los estimulos

Los resultados del andlisis de la primera eleccién tomada por la avispa sin considerar el horario
(Fig. 12), muestran que existe una preferencia hacia el brazo del estimulo para los tres
tratamientos por sobre el brazo control. Estas diferencias fueron comprobadas estadisticamente
solo para para el tratamiento Atacados vs Aire limpio donde la diferencia a favor del estimulo
(ardndanos atacados por D. suzukii) resulté ser significativa (p-valor = 0.027). Sin embargo, para
los tratamientos Atacados vs Sin dafio y Sin dafio vs Aire limpio, las diferencias observadas no

tienen significancia estadistica (p-valor = 0.288 y p-valor = 0.571, respectivamente).

Atacados vs Sin dafio p-valor = 0.288

Atacados vs Aire limpio p-valor =0.027

Sin dafio vs Aire limpio p-valor =0.571
100 50 0 50 100

Figura 12. Porcentaje de primeras elecciones de hembras de Trichopria anastrephae en
olfatometro de doble opcion en respuesta a los volatiles emitidos de arandanos atacados por
Drosophila suzukii y a ardndanos sin atacar. Las barras hacia la izquierda representan el brazo
del estimulo y hacia la derecha su respectivo control. En el margen derecho se informa el valor
del p-valor del test binomial exacto (p = ¥2).



El tiempo de permanencia promedio en los brazos del olfatbmetro para cada tratamiento (Fig. 13)
muestra la misma tendencia, es decir, el brazo por el que procedia el estimulo fue mas preferido
en términos de tiempos promedios. Los valores promedios en el brazo elegido por las hembras de
T. anastrephae siempre fueron superiores a 100 segundos, un tercio del total de la grabacién en
cada bioensayo; Atacados vs Sin dafio (113 £ 13 segundos), Atacados vs Aire limpio (130 + 16
segundos) y Sin dafio vs Aire limpio (116 + 22). Las diferencias estadisticas muestran que sélo la
tendencia del tratamiento Atacados vs Aire limpio tiene diferencias significativas (ts, = 3.17, p-valor
= 0.0019). En tanto que no existen diferencias significativas para los tratamientos Atacados vs Sin
dafio (t;; = 1.61, p-valor = 0.1084), ni Sin dafio vs Aire limpio (t,; = 1.62, p-valor = 0.1094).

Atacados vs Sin dafio t;1=1.61, p-valor = 0.1084

Atacados vs Aire limpio ts2 = 3.17, p-valor = 0.0019

Sin dario vs Aire limpio ty7 = 1.62, p-valor = 0.1094

100 50 0 50 100

Figura 13. Porcentaje del tiempo de permanencia promedio de hembras de Trichopria anastrephae en
cada brazo del olfatdbmetro de doble opcion en respuesta a los volatiles emitidos de arandanos
atacados por Drosophila suzukii y arandanos sin atacar. Las barras hacia la izquierda representan el
brazo del estimulo y hacia la derecha su respectivo control. Cada barra posee asociado su
correspondiente error estandar. En el margen derecho se informa el valor del estadistico y el p-valor
del t-test pareado.



En el caso de la posicién de la avispa transcurridos los 300 segundos (posicion final) (Fig. 14), la
tendencia observada hacia el brazo del que procede el estimulo en la primera eleccion, asi como
en el tiempo de permanencia, se acentla. La preferencia por el brazo del estimulo es significativa
para los tratamientos Atacados vs Aire limpio y Atacados vs Sin dafio (p-valor = 0.000638 y p-valor
= 0.003, respectivamente). En el tratamiento Sin dafio vs Aire limpio no se observan diferencias

significativas (p-valor = 0.548).

Atacados vs Sin dafio p-valor = 0.003
Atacados vs Aire limpio 57 13 p-valor = 0.000638
Sin dafio vs Aire limpio 39 14 p-valor = 0.548
100 50 0 50 100

Figura. 14. Porcentaje de ultimas elecciones de hembras de Trichopria anastrephae en olfatometro
de doble opcion en respuesta a los volatiles emitidos de ardndanos atacados por Drosophila
suzukii y a arandanos sin atacar. Las barras hacia la izquierda representan el brazo del estimulo y
hacia la derecha su respectivo control. La diferencia porcentual que resta en cada tratamiento se
corresponde a la cantidad de réplicas en que el insecto termind en la zona neutral del dispositivo
(31% para el tratamiento Atacados vs Sin dafio, 30% en Atacados vs Aire limpio y 47% en Sin
dafio vs Aire limpio). En el margen derecho se informa el p-valor del test binomial exacto (p = %4).



6.2 Respuestas en funcién del horario

De acuerdo con el analisis de la primera eleccion (Fig. 12), el Unico tratamiento que presentd
diferencias significativas a favor del brazo del estimulo fue el que compara arandanos atacados
con aire limpio (Atacados vs Aire limpio). Sin embargo, al analizar la primera eleccién
considerando el momento del dia, no se registra un momento del dia donde se observe diferencias
significativas. No obstante, la tendencia a ser mas preferido el brazo del estimulo se mantiene y es
mas acentuada en la tarde con diferencias marginalmente significativas (p-valor = 0.065). En los
restantes tratamientos (Atacados vs Sin dafio y Sin dafio vs Aire limpio) también resulta en una
tendencia no significativa a ser mas preferido el brazo del estimulo, excepto en el horario de la
mafiana donde no se observa una preferencia (Atacados vs Sin dafio) o es ligeramente favorable

al brazo control (Atacados vs Aire limpio).

09:00a12:00 12:00 a 15:00 15:00 a 18:00
Atacados vs Sin dafio < (n=42) (n=17) (n=13)

p-valor =1 p-valor =0.332 p-valor =0.266

Atacados vs Aire limpio (n=20) (n=22) (n=11)
p-valor =0.5 p-valor = 0.286 p-valor = 0.065

Sin dafio vs Aire limpio = (n=13) (n=13) (n=2)
p-valor =1 p-valor = 0.581 p-valor =0.5

100 50 0 50 100100 50 0 50 100100 50 0 50 100

Figura 15. Porcentaje de primeras elecciones en cada tratamiento por rango horario; mafiana
(09:00 a 12:00), mediodia (12:00 a 15:00) y tarde (15:00 a 18:00). Las barras hacia la izquierda
representan el brazo del estimulo y hacia la derecha su respectivo control. Debajo de cada
gréafico de barra se indica el p-valor del test binomial exacto (p = ¥2) y a la derecha el nUmero de
réplicas entre paréntesis en cada caso.



Asi como se observé una diferencia significativa en el tiempo de permanencia (sin considerar el
horario) para el tratamiento Atacados vs Aire limpio favorable al estimulo (Fig. 13), también se
presenta una preferencia en términos del momento del dia. La tendencia hacia el brazo del
estimulo observada para los distintos rangos horarios en dicho tratamiento resulta significante
Unicamente para el rango de 15:00 a 18:00 (p-valor = 0.0008). A su vez, no se observa una
diferencia significativa para el tratamiento con arandanos madurados naturalmente como control
del ataque por D. suzukii (Atacados vs Sin dafio) (Fig. 16).

09:00 a 12:00 12:00 a 15:00 15:00 a 18:00

Atacados vs Sin dafio -

ta1 = 0.82, p-valor = 0.409 t16 = 0.35, p-valor = 0.725 t12 = 1.71, p-valor = 0.099

Atacados vs Aire limpio =

tie = 1.28, p-valor = 0.205 ty = 1.20, p-valor = 0.236 t10 = 3.94, p-valor = 0.0008

Sin dario vs Aire limpio =

t1, = 0.47, p-valor = 0.638 ti, = 1.12, p-valor =0.272 t1=2.42, p-valor = 0.249

100 50 0 50 100100 50 O 50 100100 50 O 50 100

Figura 16. Tiempo promedio porcentual de permanencia en cada brazo por tratamiento y en cada
rango horario; mafana (09:00 a 12:00), mediodia (12:00 a 15:00) y tarde (15:00 a 18:00). Las
barras hacia la izquierda representan el brazo del estimulo y hacia la derecha su respectivo
control, ambos con su error estandar asociado. Debajo de cada grafico se informa el valor del
estadistico y el p-valor del t-test pareado.



Al descomponer las réplicas del andlisis de la ultima eleccién al finalizar el experimento segln su
horario de realizacién (Fig. 17), encontramos que la preferencia varia con la hora y segun el
tratamiento. Mientras que para el tratamiento cuyo control es aire limpio (Atacados vs Aire limpio)
las diferencias significativas se registran al mediodia (p-valor = 0.04037) y a la tarde (p-valor =
0.001264), para el tratamiento que contiene ardndanos madurados naturalmente como control
(Atacados vs Sin dafo) las diferencias a favor del estimulo con significancia estadistica se
encuentran en la mafiana (p-valor = 0.0493). El tratamiento que no contiene arandanos atacados
(Sin dafio vs Aire limpio) se observa una tendencia no significativa a favor del estimulo.

La diferencia porcentual para completar la totalidad (100%) en cada par de barras representa la
cantidad de réplicas en las que la avispa culmina el ensayo en la zona neutra del olfatdmetro.

En ambos tratamientos con arandanos atacados (Atacados vs Aire limpio y Atacados vs Sin dafio),
el mayor numero de posiciones finales en zona neutra se registra a la mafana (50% y 33%,
respectivamente) y disminuye en el transcurso del dia. La disminucion es mayor para el
tratamiento Atacados vs Aire limpio (22% al mediodia y 9% a la tarde), mientras que en el

tratamiento Atacados vs Sin dafio disminuye a 29% al mediodia y a 23% en la tarde.

09:00 a 12:00

12:00 a 15:00

15:00 a 18:00

Atacados vs Sin dafo =

Atacados vs Aire limpio =

Sin dafio vs Aire limpio

(n=28)

p-valor = 0.0493

45 H (n=10)

p-valor = 0.3407

p-valor = 1

(n=12)

p-valor =0.118

Pk (n=17)

p-valor = 0.04037

(n=6)

p-valor = 0.7693

(n=10)

p-valor = 0.1394

(n=10)

p-valor = 0.001264

p-valor = 0.1089

50 0 50

100100

50 0 50

T T T

100100

50 0 50 100

Figura 17. Porcentaje de Ultimas elecciones en cada tratamiento por rango horario; mafiana
(09:00 a 12:00), mediodia (12:00 a 15:00) y tarde (15:00 a 18:00). Las barras hacia la izquierda
representan el brazo del estimulo y hacia la derecha su respectivo control. Debajo de cada gréfico
de barra se indica el p-valor del test binomial exacto (p = ¥s) y a la derecha el nimero de réplicas
entre paréntesis en cada caso.



1.0

0.51

0.01

Indice

-0.54

-1.04

09:00 12:00 15:00 18:00

1.0 ¢

0.51

0.01

Indice

-0.51

-1.04

0900 12:00 15:00 18:00

1.01

0.5 1

0.0 1

Indice

-0.51

-1.04

09:00 12:00 15:00 18:00

Figura 18. indice de preferencia en funcion de la hora del dia para cada
tratamiento con su correspondiente curva de ajuste; Atacados vs Sin dafio (p-
valor = 0.6292) en verde, Atacados vs Aire limpio (p-valor = 0.02357) en azul y
Sin dafio vs Aire limpio (p-valor = 0.6554) en color rojo.



El indice de preferencia presenta una relacion con la hora del dia para el tratamiento que evalla
arandanos atacados por D. suzukii contra aire limpio (Atacados vs Aire limpio) (Fig. 18b), mientras
gue en los restantes tratamientos (Atacados vs Sin dafio y Sin dafio vs Aire limpio) (Fig. 18a y 18c,
respectivamente) no se observa una preferencia en ningun rango horario. El tratamiento Atacados
vs Aire limpio muestra un descenso del indice de preferencia hacia las horas centrales del dia e
incrementos hacia horas iniciales y finales del dia (Fig. 18b). La linea de tendencia del indice de
preferencia en funcién de la hora que resulta del tratamiento Atacados vs Aire limpio presenta
valores positivos en los extremos y nulos en el centro. Comienza con valores proximos a 0.5,
desciende a 0 hacia las horas centrales del dia y se incrementa con las horas hasta valores

préximos a la unidad.



7 Discusion

El presente trabajo evalu6 la preferencia de un parasitoide residente, T. anastrephae, a claves
guimicas que resultan de la interaccion entre niveles troficos inferiores de un sistema tri-tréfico que
involucra una especie invasora de gran relevancia a nivel mundial, D. suzukii, presente en Uruguay
hace mas de media década, y una de las principales frutas de piel fina de exportacion del pais, el
arandano (Vaccinium spp.). La tesina desarrolla dos objetivos especificos: en primer lugar, se
indago si existia una preferencia de T. anastrephae a los estimulos quimicos relacionados con
ardndanos atacados por D. suzukii. En segundo lugar, si existia una variacién en la respuesta

comportamental del parasitoide en funcion del horario del dia.

Respuesta comportamental y capacidad de deteccion del hospedero

Nuestros resultados muestran que la presencia de arandanos atacados en la estimulacion ofrecida
en el olfatbmetro provoca una mayor movilidad de las hembras adultas de T. anastrephae. Este
punto es evidente en el numero de réplicas que si tuvieron una eleccion, ya sea el brazo del
estimulo o el brazo control para cada tratamiento. Del tratamiento que no involucra arandanos
atacados (Sin dafio vs Aire limpio) el 73% de las réplicas fueron descartadas por inmovilidad del
parasitoide, mientras que para los restantes tratamientos (Atacados vs Aire limpio y Atacados vs
Sin dafio) las réplicas en las que el insecto permanecié inmovil representan el 42% y 34%,
respectivamente. Por un lado, dicha observacion nos podria servir para evaluar la metodologia
utilizada y los resultados obtenidos, demostrando que la estimulacién es percibida por el insecto.
Asimismo, nos da la pauta de que la estimulaciébn derivada directamente de su hospedero o
resultantes de la herbivoria provocarian una mayor actividad en los parasitoides y responden de

manera diferencial a ella.

Cabe mencionar que la metodologia aqui utilizada, un olfatbmetro de doble opcién (tubo en Y), es
un dispositivo de uso comun en Ecologia Quimica y de gran utlidad para evaluar el
comportamiento de parasitoides microhimendpteros en base a dos o mas fuentes odoriferas. No
obstante, ha sido cuestionado en cuanto a la naturalidad del comportamiento exhibido de los
organismos testados (Vet et al., 1983). Ademas, la actividad en el olfatbmetro puede estar sujeta a
la concentracion de los estimulos utilizados, el flujo de aire y caracteristicas intrinsecas de los

insectos, entre otros aspectos (Ballhorn & Kautz, 2013).

Los resultados obtenidos para eleccion final y el tiempo de permanencia a favor del estimulo
indican que los arandanos atacados son detectados y desencadenan una respuesta de orientacién

de las hembras de T. anastrephae. En ausencia de otros olores que interfieran en la percepcion, al



ser comparado contra aire limpio, T. anastrephae discrimina sin ambigliedad la posiciéon donde se
encuentra un potencial hospedero y es orientado hacia él a través de la percepcion de la
informacion quimica procedente de la interaccion entre estadios inmaduros de D. suzukii y los
arandanos. Las diferencias observadas en la primera eleccién tomada por la avispa no son
significantes entre la estimulacion y su respectivo control para cada tratamiento, excepto para el
tratamiento que incluia ardndanos atacados por D. suzukii y aire limpio. En dicho tratamiento fue
preferido el brazo del estimulo por sobre su control con diferencias significativas, lo que indicaria
qgue los olores que se deprenden de los arandanos atacados inducen un comportamiento de

orientacion y busqueda mas activo.

La posicion de la avispa transcurridos los 300 segundos fue significativamente favorable al brazo
por el que procede el estimulo para los tratamientos que contienen arandanos atacados por D.
suzukii, por lo que, en términos generales, los resultados obtenidos de los ensayos de olfatometria
muestran que las hembras de T. anastrephae tienden a preferir el brazo del dispositivo por donde

proceden volatiles derivados de arandanos atacados por D. suzukii.

Un estudio previo realizado en nuestro laboratorio sugiere que el perfil de volatiles emitido por
ardndanos atacados por D. suzukii difiere en composicion y cantidad de la mezcla liberada
respecto a ardndanos madurados naturalmente (de la Vega et al., 2020, en revisién). Esta
diferencia odorifera pareceria ser percibida y potencialmente informar sobre la posicién del
hospedero durante el proceso de busqueda, lo cual resultaria en una busqueda mas activa por
parte del parasitoide. La mezcla de volétiles liberada por los arandanos atacados se asemejaria
cualitativamente al de la fruta sobre-madura (Farneti et al., 2015; de la Vega et al.,, 2020, en
revision). Dicho estado de la fruta es preferido por otras especies de Drosophila, las cuales
posiblemente sean hospederos mas habituales de T. anastrephae. Entonces, del ataque y
desarrollo de los estadios inmaduros de D. suzukii en el interior de los arandanos resulta en
informacién quimica perceptible a distancia por las hembras adultas de T. anastrephae. Visto que
la colonizacion de los recursos por parte de D. suzukii se produce preferentemente de forma
anticipada en relacion a otras Drosophila (Mitsui et al., 2006; Atallah et al., 2014) y los parasitoides
generalistas pueden ser versétiles en cuanto a la preferencia por hospederos en funcion de la
abundancia en que se encuentren (Jaworski et al., 2013), la atraccion de T. anastrephae hacia un
sitio donde encuentra hospederos en los cuales puede desarrollarse y la relativa ausencia de
hospederos alternativos (e.g., otras especies de Drosophila de incidencia mas tardia) resultaria en

una mayor presion del parasitoide sobre D. suzukii.



Las estrategias de orientacion en la busqueda de hospederos por parte de los parasitoides pueden
ser respuestas innatas o haber sido adquiridas por la experiencia (Vet & Groenewold, 1990;
Turlings et al., 1993; Hedlung et al., 1996; Biondi et al., 2017). Debido a que los insectos fueron
criados en medios artificiales de cria en D. melanoganster, sin haber experimentado durante su
desarrollo un contacto tanto con D. suzukii ni con arAndanos, asi como tampoco en generaciones
anteriores, la capacidad de reconocer los olores derivados de un posible hospedero o aquellos que
resulten del desarrollo de los estadios que le preceden, podria ser una respuesta comportamental

innata de las hembras T. anastrephae.

Variacion periddica del comportamiento de busqueda de sitios de oviposicion

La preferencia por los ardndanos atacados por D. suzukii asociada con la busqueda de su
hospedero tiende a estar relacionada con la hora a lo largo del dia. Las fases de luz y oscuridad
son es el principal modulador exdégeno de los ritmos biolégicos (Bell-Pedersen et al., 2005). La
percepcién de la variacion temporal y la segregacién temporal de procesos biolégicos a nivel
individual permite responder anticipadamente a las variaciones peridédicas del ambiente y presenta
un valor adaptativo para los organismos (Yerushalmi & Green, 2009).

Los resultados de esta tesina indicarian que la preferencia de T. anastrephae por el estimulo es
mayoritaria en las primeras horas de la fase luminica (09:00 a 12:00), disminuye hacia las horas
centrales del dia (12:00 a 15:00) y vuelve a incrementarse hacia las horas finales del dia (15:00 a
18:00). El horario de realizacién de los ensayos fue el Unico parametro variable durante la fase
experimental, mientras que los restantes parametros registrados fluctuaron en rangos acotados; la
temperatura entre 21.5 a 24.9°C y la humedad entre 64.5 y 81.9%. La tendencia mencionada
anteriormente es mas evidente en el tratamiento que dispone arandanos atacados contra aire
limpio (Atacados vs Aire limpio) respecto al tratamiento cuyo control es ardndanos sin atacar
(Atacados vs Sin dafio). Es decir, los indices de preferencia (mayormente en 6rdenes de magnitud
entre 0.5 y 1) muestran una tendencia hacia uno de los brazos del dispositivo a distintas horas del
dia, no asi cuando se lo compara contra ardndanos sin atacar (Atacados vs Sin dafo), lo que
podria indicar que la capacidad de percepcion del parasitoide se ve reducida y no discierne la
procedencia de los olores asociados o derivados de D. suzukii del mismo modo que lo hace en
ausencia de arandanos sin dafio. No obstante, la posicién final del tratamiento Atacados vs Sin
dafio en la mafiana a favor del estimulo es significativa. A pesar de no mostrar ninguna preferencia
en el tiempo de permanencia, pareceria ser que con el transcurso del tiempo del ensayo logra

descifrar la procedencia y tiende a posicionarse en el brazo del estimulo.



Si bien la metodologia experimental no permite evidenciar la existencia de un ritmo circadiano,
puesto que para ello los insectos deberian ser privados de la pista ambiental luminica que modula
los ritmos, se pudo demostrar la existencia de una variacion a lo largo del dia en el
comportamiento de busqueda de hospederos bajo las condiciones probadas. En un sistema tri-
trofico cada componente posee inherentemente su ritmo biolégico y puede haber un
condicionamiento entre los distintos niveles, modulando el comportamiento del parasitoide con
distinta intensidad (Zhang et al., 2010). Ademas, la presencia de microorganismaos que contribuyen
en el deterioro de la fruta también lo pueden hacer en el perfil de volatiles que esta siendo
detectado por la avispa (Vet & Dicke, 1992) y podrian impartir sus ritmos biolégicos. En sistemas
tri-tréficos, la sincronizacion de las emisiones de volatiles de la planta y de la actividad del

parasitoides podria incrementar la defensa contra la herbivoria (Turlings & Erb, 2018).

A partir del conocimiento del patron de preferencia hacia el estimulo en funcién del horario por
parte del parasitoide se podria incrementar su eficiencia de control al restringir temporalmente los
momentos de liberaciéon de parasitoides (o0 aplicacion de insecticidas) en un eventual uso de T.
anastrephae como agente de control biolégico de D. suzukii. La deteccion de la posicion, el
reconocimiento y la atraccion hacia el hospedero a partir de la informacion quimica por parte del
parasitoide es determinante en el ciclo biolégico del grupo e imprescindibles para su uso como
agentes controladores (Lewis et al., 1976; Vet & Dicke, 1992; Godfray, 1994). La orientacién a
distancia hacia la posicion de su hospedero delimita el espacio de blsqueda a la planta que
hospeda a su hospedero, incrementando las posibilidades de encuentro, de su reproduccion y
consecuentemente redunda en una mayor incidencia sobre las poblaciones de la especie plaga
hospedera. El interés de este efecto inmediato para la agricultura es en términos de reduccion
directa de las especies que inciden negativamente sobre los cultivos y en la diferencia de

productividad que resultaria de su ausencia.



8 Perspectivas

Esta tesina intenta colaborar en la resignificacién de un grupo de insectos relegado en cuanto a
estudio en Uruguay si consideramos el servicio ecosistémico que prestan como controladores de
especies plaga y su potencialidad de ser aplicado a los sistemas agricolas, disponiendo un
abordaje alternativo para controlar una especie amenazante para el sector fruticola a nivel nacional
y regional. El estudio de la interaccidbn parasitoide-hospedero en un contexto tri-tréfico,
especialmente de la mediacion de los semioquimicos en la interaccién, permite potenciar la
eficiencia de control de la plaga por parte de enemigos naturales a través de la manipulacién mas

dirigida de la interaccion tri-tréfica.

El presente estudio es parte de una linea de investigacion que ahondard en el estudio de
microhimendpteros presentes en Uruguay capaces de parasitar y controlar a D. suzukii. La
metodologia utilizada ofrece una aproximacion experimental de utilidad que puede ser aplicada
para evaluar a otras especies de parasitoides. La relevancia radica en que, de observar
controladores biolégicos eficientes contra la plaga y de ser factible su cria en laboratorio, evitaria la
necesidad de introducir nuevas especies a los ecosistemas del pais y sus posibles consecuencias
asociadas, con los recaudos ecoldgicos Yy la investigacion detrds del posible impacto que podrian

ocasionar.



9 Anexo

9.1 Consideraciones sobre el dispositivo de olfatometria (Tubo en Y)

El comportamiento es sumamente susceptible a multiples factores interferentes, por lo tanto, su
respuesta al entorno en condiciones naturales puede resultar mas impredecible. Las condiciones
en las que son evaluados los parasitoides en los dispositivos de olfatometria simplifican la
complejidad natural en cuanto a la limpieza e intensidad de los olores ofrecidos y percibidos por los
insectos. Las respuestas de los insectos a estimulos quimicos pueden ser dependientes del
contexto en el que son percibidos (Meiners, 2015). El “paisaje quimico” en un entorno natural es
mas complejo. Ademas de la variabilidad en relacién al grado de emision y la composicién, las
fuentes de emisién se encuentran heterogéneamente distribuidas en el espacio, reduciendo la
intensidad de los compuestos perceptibles e informativos por un efecto de dilucion. A su vez,
existen mdltiples y diversas fuentes odoriferas que pueden interferir en la percepcion de los
compuestos de mayor relevancia para los parasitoides en la busqueda de hospederos. Esta
informacién volatil esta sujeta a factores ambientales cambiantes (viento, temperatura, humedad,
radiacion, entre otros) y a la descomposicion/transformacion quimica de los compuestos. Las
condiciones bajo las que fueron testados pueden distar de las condiciones naturales,
principalmente por las fluctuaciones de las variables ambientales. Mediante esta técnica, el insecto

se encuentra aislado de otros factores que pueden modular su comportamiento.

Un punto débil del tubo en Y para evaluar las preferencias a estimulos es que, en la zona neutra
del dispositivo, el insecto recibe los olores del estimulo mas diluidos cuando se utiliza aire limpio
como control o mezclas de ambos brazos cuando del control procede informacion. Es decir, en los
casos en los que se utiliza aire limpio como control del estimulo, cualitativamente permanece
invariante la informacién perceptible por el insecto (de lo contrario, se produce una mezcla de
compuestos), pero la estimulacion disminuye en términos cuantitativos, lo que nos limita la
capacidad de interpretacion o qué tan preferido es el estimulo. De este modo, la preferencia es
demostrada una vez que el insecto alcanza el punto de bifurcacién del dispositivo, donde recibiria

compuestos volatiles provenientes de una direccion a mayor intensidad.



9.2 Performance de Trichopria anastrephae sobre Drosophila suzukii

Para observar el grado de parasitismo de T. anastrephae se realizaron ensayos de parasitismo en
pupas de D. suzukii sin opcion. Se transfirieron larvas (L3) desde los tubos de cria hacia
recipientes de vidrio con una cantidad de minima de dieta artificial a base de maiz, a razén de
cinco larvas por frasco para controlar la edad de la pupa. Las pupas de un dia de edad fueron
expuestas a una hembra adulta de T. anastrephae por 72 horas. Previo al ensayo de parasitismo
las hembras del parasitoide fueron alimentadas con solucién de agua y miel (50:50) y expuestas a
machos entre 7 y 10 dias post-eclosion. En total, el ensayo consistié de 45 frascos (225 pupas), 30
fueron incubados con T. anastrephae (nh = 150) y los 15 restantes actuaron de control (n = 75). El
ensayo se hizo en las condiciones de cria de D. suzukii (22 °C, 12:12 L:D y 65% de RH).
Transcurridas las 72 horas, se retiraron los parasitoides. Los frascos fueron tapados con algodén,
el cual era minimamente humedecido cada dos dias para evitar el resecado de las pupas y permitir
gue continve el desarrollo del insecto (mosca o parasitoide). Diariamente a partir del décimo dia se
constatd la emergencia de los insectos. Se determind el nimero de individuos emergidos, el
tiempo que tardaron en completar el desarrollo y el sexo. A partir de estos datos, se determinaron
la tasa de parasitismo entendida como la reduccion del porcentaje del nimero inicial de pupas de

D. suzukii y el de natalidad de hembras de T. anastrephae con las siguientes formulas:
Porcentaje D. suzukii inicial = (Nro. de moscas — Nro. de parasitoides) / Nro. de moscas;

Tasa natalidad hembras T. anastrephae = Nro. parasitoides hembras / Nro. total de parasitoides.

El tiempo de desarrollo de T. anastrephae fue de 21 + 1 dias. El porcentaje de pupas atacadas
muestra una reduccion cercana a la mitad (52%) por parte de T. anastrephae sobre D. suzukii. Por
su parte, el porcentaje o tasa de nacimientos de parasitoides hembras fue del 60% con una
relacién de fecundidad de casi tres nuevos individuos por cada hembra.

Si bien estos resultados son preliminares, muestran que (1) la poblacién local de T. anastrephae
criada en D. melanogaster (sin contacto previo con D. suzukii) puede completar su ciclo sobre D.
suzukii, (2) al menos en laboratorio puede reducir un 50% la presion de D. suzukii y (3) puede
generar una descendencia con posibilidades de establecerse en el nuevo lugar. Tales
caracteristicas preliminares ponen de manifiesto la importancia de desarrollar mas estudios sobre

el parasitoide que permitan entender cémo poner un freno a la plaga en la region.



9.3 Método de cria de parasitoides microhimenodpteros

Se presenta un método de cria de parasitoides microhimenopteros utilizando como hospedero a D.
melanogaster en condiciones de laboratorio con el propdsito de su investigacion. La siguiente
metodologia es aplicable a parasitoides de larva (Leptopilina spp.) y de pupa (T. anastrephae y P.

vindemmiae) con ligeras variantes segun el estadio hospedero de la avispa.

La cria de parasitoides comprende tres etapas: (1) Mantenimiento del cultivo de moscas para
disponer de los estadios hospederos 6ptimos de cada parasitoide, (2) acondicionamiento de
hembras adultas con su hospedero para que completen su ciclo biolégico y (3) alimentacién y
apareamiento de los parasitoides previo a iniciar nuevamente el proceso de cria. En la figura 19 se

resumen esquematicamente dichas etapas.

(1) Las moscas Drosophila son criadas en tubos de vidrio (90 mm de alto y 27 mm de diametro)
con medios artificiales a base de maiz (504 mL de agua, 66 g de azucar, 6 g de levadura de
panaderia, 2.3 g de agar, 52 g de harina de maiz, 1.3 mL de &cido propionico, 0.8 g de nipagina).
Los tubos contienen una cantidad de medio aproximada de 20-25 mm de alto y se mantienen a
temperatura de heladera desde la preparacion hasta su utilizaciéon (previamente templado a
temperatura ambiente). El extremo libre de los tubos es tapado con algodén para evitar el cierre
hermético y permitir el intercambio de aire.

Consideramos que D. melanogaster resulta mas adecuada para la cria de parasitoides por ser mas
prolificas en los medios artificiales utilizados y por la tendencia de las larvas a ascender por las
paredes del tubo para empupar, quedando mas expuestas y facilitando el acceso de los

parasitoides a un mayor nimero de pupas.

(2) En la seleccién de los tubos en que serdan sembrados los parasitoides se procura que
contengan mayormente el estadio hospedero éptimo de las avispas. Este momento es, para el
caso de los parasitoides de pupa (T. anastrephae y P. vindemmiae), a medida que se comienzan a
observar pupas en la pared del tubo y se encuentra una buena proporcién de larvas en estado
avanzado del desarrollo (L3). Para el caso del parasitoide de larva (Leptopilina spp.), los tubos son
seleccionados cuando se encuentran preferentemente larvas en los estados iniciales del desarrollo
(L1). Se procede a remover los adultos presentes hacia un nuevo tubo con medio para continuar la
cria de la mosca y se depositan hembras adultas de parasitoides, previamente apareadas y
alimentadas con una solucién de agua y miel (50:50), sean provenientes de colectas en campo o

de una nueva generacion del laboratorio, a razén de 5-10 individuos por tubo.



Para los parasitoides de larva, una vez removidos las moscas del tubo de cria, la porcién de medio
gue contiene las larvas es fraccionada en partes equitativas (aproximadamente en tres fracciones)
y colocadas en tubos de cria sin medio donde se introducirdn hembras adultas de parasitoides. El
motivo del fraccionamiento se debe al nimero de larvas por tubo que excede la posibilidad de
ataque del parasitoide dada la habilidad de encapsular los huevos por parte del estadio larval a
medida que progresa el desarrollo. Una opcién alternativa para evitar la transferencia de medio
con larvas entre tubos es utilizar tubos de cria que contengan un menor nimero de moscas, de
esta forma se minimiza el namero de larvas por tubo.

Acondicionados los parasitoides con sus hospederos y transcurridos aproximadamente 15-25 dias,
los tubos de cria se encuentran con un numero disminuido o ausencia de moscas, el medio
comienza a descomponerse y el color amarillento inicial adquiere colores mas oscuros al momento
de la emergencia de parasitoides adultos. En caso de fraccionar el medio de partida para los
parasitoides de larva, es posible que se encuentre deshidratado para el momento que alcanzan el

estadio adulto.

(3) A medida que emergen parasitoides son transferidos a matraces de 500 mL (previamente
lavados y secados en estufa a 100 °C). Completado el pasaje de avispas, se coloca un tapon de
algoddén que sostiene una porcion de algodon mas pequeiia embebida en una solucién de agua
destilada y miel (50:50) (procurando que no gotee) y el recipiente con los parasitoides es
acondicionado en la incubadora. El algodén a través del cual se hidratan y alimentan las avispas

se recambia diariamente.

Una vez que trascurren aproximadamente 48 horas desde que se alimentaron y fueron
acondicionados ambos sexos en el mismo recipiente podemos volver a repetir el procedimiento de
cria. De lo contrario, se deberia continuar con la alimentacién diaria y de esta manera se dispone
de un stock de parasitoides por 20-30 dias aproximadamente. A través de dietas a base de miel y
agua destilada (50:50) para T. anastrephae se logra extender la longevidad de ambos sexos a 35.4

y 47.5 dias para hembras y machos, respectivamente (Vieira et al., 2020b).

En el laboratorio, las crias de los insectos se mantienen en camaras de incubacién bajo
condiciones controladas de temperatura, humedad y fotoperiodo [22°C, 65% de RH, 12:12 L:D h].
En estas condiciones, el tiempo aproximado para completar el ciclo es de 12 dias para las moscas

y 25 dias para los parasitoides.
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Figura 19. Esquema del procedimiento de cria de parasitoides microhimenépteros a partir de tubos
de cria de Drosophila melanogaster (1); desde arriba y en sentido horario los estadios son: adultos,
huevos, estadios larvales y pupas. (2) Ciclo de los parasitoides de larva (Leptopilina spp.) (2a) y de
pupa (Trichopria anastrephae y Pachycrepoideus vindemmiae) (2b). (3) Almacenamiento y

mantenimiento de parasitoides.
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