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RESUMEN

El programa de control bioldgico en el cultivo de pimiento en invernadero en Uruguay,
se basa en liberaciones de Orius insidiosus y Amblyseius swirskii dirigidas al control
de Frankliniella occidentalis y Bemisia tabaci, respectivamente. A pesar de que O.
insidiosus es reportado como un eficiente depredador de trips, en nuestras condiciones
no logra establecerse y controlar a esta plaga. Por ser zoofitdéfago, las plantas
hospedantes de sus presas tienen efecto en su preferencia de oviposicion y en el
desempefio de su descendencia. Por ello, el primer objetivo de este estudio fue evaluar
la aptitud de los frutos de pimiento como sustrato de oviposicidén-alimentacion, en
comparacion con las vainas de poroto (sustrato utilizado para su multiplicacion). El
estudio de las variables bioldgicas de O. insidiosus (duracion de desarrollo,
supervivencia, fertilidad y longevidad) demostré que los frutos de pimiento fueron mas
apropiados que las vainas de poroto, descartandose el efecto de antibiosis. Como O.
tristicolor estd presente en la region, se incorpord al estudio a fin de determinar si
existian diferencias a nivel de especie y si era capaz de colaborar con O. insidiosus en
el control de dicha plaga. Como segundo objetivo se evalud si existian estimulos
olfativos desde otras plantas hospederas que llevaran a un comportamiento de
abandono del cultivo (no-preferencia o antixenosis). En experimentos de olfatometria
y de libre eleccion, comparando dos tipos de pimiento (Blocky y Lamuyo), maiz y
frutilla, se comprobd que ambas especies de Orius poseian mayor preferencia por las
plantas de frutilla que por las de pimiento. Ello explicaria el bajo establecimiento sobre
pimiento. El tercer objetivo fue estudiar la compatibilidad de A. swirskii y O. insidiosus
en el control de trips, en especial, la existencia de depredacion intragremial. En
condiciones de laboratorio se confirmé que O. insidiosus ejerce dicho fendbmeno sobre
A. swirskii, lo que aconseja prudencia si se los libera en forma conjunta. Seria
conveniente realizar nuevos estudios a nivel de invernadero y en la disposicion
espacial de los cultivos en los predios, que permitieran consolidar al control bioldgico

como herramienta clave del manejo sustentable de plagas del cultivo de pimiento.

Palabras clave: antibiosis, antixenosis, depredacidn intragremial, amblyseius swirskii,

antocoéridos
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BIOLOGY, PREFERENCE AND INTERACTIONS OF ORIUS INSIDIOSUS,
PREDATOR OF FRANKLINIELLA OCCIDENTALIS IN PEPPER

SUMMARY

The biological control program in greenhouse pepper cultivation in Uruguay is based
on releases of Orius insidiosus and Amblyseius swirskii for the control of Frankliniella
occidentalis and Bemisia tabaci, respectively. Despite the fact that O. insidiosus is
reported as efficient thrips predator, in our conditions it can not establish and control
this pest. Being zoophytophagous, the host plants of their prey have an effect on their
oviposition preference and the performance of offspring. For this reason, the first
objective of this study was evaluate the aptitude of pepper fruits as oviposition-feeding
substrate, in comparison with bean pods (substrate used for their multiplication). The
study of the biological variables of O. insidiosus (duration of development, survival,
fertility and longevity) showed that pepper fruits were more appropriate than bean
pods, ruling out the effect of antibiosis. As O. tristicolor is present in the region, was
incorporated into the study in order to determine if there were differences at the species
level and if it was capable of collaborating with O. insidiosus in the control of this
pest. As a second objective, was evaluated if there were olfactory stimuli from other
host plants that led to a behavior of abandonment of the culture (non-preference or
antixenosis). In olfactometry and free choice experiments, comparing two types of
pepper (Blocky and Lamuyo), corn and strawberry, it was found that both Orius
species had a higher preference for strawberry plants than for pepper plants. This
would explain the low establishment on pepper. The third objective was to study the
compatibility of A. swirskii and O. insidiosus in the control of thrips, especially, the
existence intra-guild predation. Under laboratory conditions it was confirmed that O.
insidiosus exerts this phenomenon on A. swirskii, which advises caution if they are
released together. It would be convenient to carry out new studies at the greenhouse
level and in the spatial ordering of the crops, which allow the consolidation of
biological control as a key tool for the sustainable management of pests of the pepper
crop.

Keywords: antibiosis, antixenosis, intragremial predation, amblyseius swirskii,

anthochorids
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1 INTRODUCCION GENERAL

1.1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

El pimiento, Capsicum annun L., es una planta herbacea perenne de la familia
Solanécea, segundo cultivo horticola en importancia en el mundo, después del tomate
(Rubaztky y Yamaguchi, 1997). El pimiento es susceptible a varias plagas que pueden
reducir la calidad de la fruta y el rendimiento (Weintraub, 2007, Brgdsgaard y Albajes,
1999). Entre los principales insectos plaga se encuentran las moscas blancas, trips,
acaro blanco y pulgones (Albajes et al., 1999). Una de las plagas méas importantes a
nivel mundial es el trips occidental de las flores, Frankliniella occidentalis Pergande
(Thysanoptera: Thripidae) (Reitz, 2009) que, debido a su alto potencial reproductivo
y amplio rango de distribucion geografica, puede alcanzar rapidamente grandes
poblaciones que se dispersan en diversos cultivos (Castresana et al., 2008), a campo o
en invernadero (Lewis, 1997).

Los dafios provocados por F. occidentalis se traducen en importantes pérdidas
econdmicas (Lewis, 1997), tanto si ellos son directos provocados por su alimentacién
y oviposicion en frutos, como indirectos, por ser el principal vector del Tospovirus,
virus de la peste negra del tomate (TSWV, Tomato Spotted Wilt Virus) (Whitfield et
al., 2005, Quiroz et al., 2001, Ullman et al., 1997). Si bien este virus afecta a varios
cultivos horticolas, los mayores ataques se registran en pimiento, probablemente
debido a la no existencia de cultivares resistentes (Rubio et al., 2014). Los perjuicios
de este virus representan un problema sanitario muy importante para aquellos
productores que pretenden conducir sus cultivos con baja utilizacién de agrogquimicos,
dado que un pequefio numero de trips infectados puede contagiar a un gran nimero de
plantas de manera irreversible, obligando a aumentar la frecuencia de los controles
sanitarios (Maris et al., 2003, De Jager et al., 1995).

El manejo de los cultivos mediante la aplicacion de insecticidas sintéticos es la
tactica convencional en la lucha contra las plagas. Ello se debe a la relativa facilidad

de uso y su efecto inmediato. Sin embargo, los insecticidas quimicos generan efectos



nocivos, como la seleccidn de poblaciones de plagas resistentes y el impacto ambiental
negativo (Castresana et al., 2008). En el caso particular de F. occidentalis, la
utilizacion de insecticidas se ha mostrado poco eficaz, por su baja sensibilidad a los
principales grupos de insecticidas (Bielza, 2008) y su localizacion en lugares ocultos
de las plantas (Bielza, 2008, Brgdsgaard, 2004). En efecto, los trips generalmente
prefieren vivir en areas cerradas, como las flores, debajo del caliz de la fruta y en las
hojas recién abiertas, lo que los hace dificil de alcanzar por los insecticidas (Bielza,
2008, Brgdsgaard, 2004).

Estas condiciones sefialarian a la utilizacion del control biolégico como la tactica
mas promisoria de manejo de este insecto (van Driesche et al., 1998, van Lenteren y
Loomans, 1998, van Driesche y Bellows, 1996). Ello es asi, por su caracter amigable
con la salud humana y el ambiente (Barret et al., 2018, van Lenteren et al., 2018).
Como ejemplo, en Europa el control de plagas en cultivos protegidos ha mostrado un
avance notable en los ultimos diez afios, a través del reemplazo del control quimico
por el control bioldgico (van der Blom, 2017, Heimpel y Mills, 2017, Sanchez et al.,
2014). Es comun que en dichos programas de control biologico se recurra a la
utilizacion simultanea de varios enemigos naturales (Bredsgaard, 2004, Shipp y
Ramakers, 2004). Tal es el caso del pimiento, donde existe un complejo sistema de
multiples plagas y se recurre a varios enemigos naturales, entre ellos, diferentes
depredadores generalistas. Es asi que, para el control de trips, ademés de patdgenos y
parasitoides, los acaros fitoseidos del género Amblyseius y los antocoridos del género
Orius sean actualmente los agentes de control mas empleados (Bouagga et al., 2017,
Funderburk et al., 2000). Ello se ha reflejado en que estos depredadores sean los mas
comercializados en Europa y Estados Unidos para el control de F. occidentalis en
cultivos bajo invernadero (van der Blom et al., 2009). Dentro del género Orius, O.
laevigatus (Fieber) es la especie mas utilizado en Europa y O. insidiosus (Say) en
América (Brgdsgaard 2004, Shipp y Ramakers, 2004).

De estas dos especies, solo O. insidiosus ha sido reportada en nuestro pais
(Carpintero, 2002). Se caracteriza por su habito depredador tanto en estado ninfal
como adulto y alimentarse en diversos habitats de trips, acaros, pulgones y moscas
blancas (Calvo et al., 2009, Arné et al., 2008, Messelink et al., 2006, Nomikou et al.,



2002), siendo los primeros su presa principal (Jung et al., 2011, Chow et al., 2010,
Ramachandran et al., 2001). Este antécorido también se alimenta de la savia de las
plantas vasculares (Corey et al., 1998, Coll, 1996), por lo que se lo conoce como
zoofitéfago (Seagraves y Lundgren, 2010), y es capaz de consumir polen, lo que le
permite sobrevivir en momentos de escasez de presas (Corey et al., 1998).

Desde 2014, O. insidiosus es utilizado en cultivos horticolas de pimiento bajo
invernadero en Uruguay, dentro de programas de manejo de plagas que incluyen
control biologico. Este depredador es liberado en combinacion con Amblyseius
swirskii Athias-Henriot (Acari: Phytoseiidae), un acaro depredador destinado
principalmente a controlar la mosca blanca del tabaco, Bemisia tabaci Gennadius
(Hemiptera: Aleyrodidae). Dicho acaro, si bien se alimenta en forma secundaria de
trips, como sucede en otros paises como Espafia, no realiza un control suficiente de
esta plaga como para reducir el riesgo de infecciones por TSWV (Belda y Calvo, 2006,
Lacasa y Contreras, 1993) y la combinacion con Orius spp. es recomendada (Sanchez
etal., 2014).

La vigorosa adopcion inicial de la herramienta del control bioldgico en pimiento
por parte de productores horticolas en Uruguay ha dado paso a una etapa de
estancamiento en la expansion del area, fruto de la no correcta resolucion de los
problemas sanitarios del cultivo. En efecto, si bien las moscas blancas son bien
controladas por A. swirskii, en muchos casos los trips siguen provocando dafios al
cultivo. La causa mas probable de esta situacion radica en que la chinche O. insidiosus
no logra establecerse y actuar satisfactoriamente para controlar los trips. Este resultado
contrasta con experiencias similares en otras partes del mundo y compromete las
posibilidades de continuar aplicando estos métodos bioldgicos en nuestro pais.

Cabe aclarar que, en Europa, donde se han logrado muy buenos resultados en el
control de los trips en pimiento, se recurre a la utilizacion de otra especie, O. laevigatus
(Bouagga et al., 2017, Urbaneja et al., 2003). También, las variedades de pimiento
utilizados en la mayoria de las regiones del mundo son del tipo Blocky, mientras en
Uruguay son del tipo Lamuyo. Asimismo, en Uruguay, a diferencia de lo que sucede
en esas experiencias exitosas, los invernaderos no estan cerrados con una barrera fisica

0 mallas permanentes que puedan evitar la salida de los depredadores antes de



establecerse en el cultivo. Orius spp. es un agente de control polifago que presenta una
gran movilidad fruto de la capacidad de vuelo de sus adultos, por lo que puede
trasladarse facilmente de un lugar a otro y asi localizar nuevas presas. El sistema
horticola en Uruguay presenta una gran diversidad de cultivos (maiz, frutilla, sorgo,
etc.) plantados simultdneamente, que pueden atraer a estos depredadores. Factores que
podrian estar afectando el establecimiento y la colonizacion de O. insidiosus en el
cultivo de pimiento en nuestro pais.

En la basqueda de las claves que permitan explicar la situacion, los estudios
Ilevados adelante se dirigieron a conocer el complejo O. insidiosus - A. swirskii - F.
occidentalis - planta del pimiento. Se partié de la base que las relaciones ecoldgicas
surgidas de esas interacciones eran un factor relevante en el éxito del control bioldgico
de plagas en el cultivo. En muchos de estos estudios se incorpord otra especie, Orius
tristicolor (White) (Ribeiro y Castiglioni, 2008, Carpintero, 2002), dado que es comun
encontrarla en forma abundante en nuestro pais, sobre todo en cultivos de maiz (Zea
mays L., Poaceae) y frutilla (Fragaria sp., Rosaceae) proximos a los invernaderos de
pimiento. Se busco de este modo determinar si la especie de Orius era un factor
también a considerar, y si esta especie podria llegar a colaborar con O. insidiosus en
el control de los trips si se la utilizara.

En primer lugar, se estudio la influencia de las plantas hospederas de sus presas
en las variables bioldgicas de los depredadores. Como se dijo, las especies de Orius
son insectos zoofitéfagos, al punto que son capaces de completar su desarrollo en
alimentos de origen vegetal (Cocuzza et al., 1997, Kiman y Yeargan, 1985). No
obstante, ello, las plantas tienen un efecto dramético en varios componentes de su
fitness, relacionado con la preferencia de oviposicion de los adultos y el desarrollo de
su descendencia (Coll, 1998).

Los insectos al alimentarse en sus plantas hospederas pueden activar multiples
mecanismos de defensa de parte de ellas (Wu y Baldwin, 2009, Howe y Jander, 2008).
Un tipo de resistencia es el llamado mecanismo de antibiosis, por el cual las plantas
afectan el crecimiento, desarrollo o supervivencia del insecto (Painter, 1951). Otro
mecanismo de defensa es la antixenosis o no-preferencia, la cual permite a las plantas

no compatibilizar con el insecto, evitando que éste las utilice para oviposicion,



alimento o refugio. De este modo, este mecanismo afecta en forma adversa el
comportamiento del insecto, no permitiéndole utilizar ciertas plantas como hospederas
(Painter, 1951). Ejemplo de ello es que las hembras de Orius prefieren oviponer en
algunos vegetales y no en otros (Lundgren et al., 2008, Lundgren y Fergen 2006). Por
un lado, porque sus posturas son endofiticas y las caracteristicas anatomicas de las
plantas hospederas de sus presas como sitios de oviposicién son criticos. Por otra parte,
junto con estimulos visuales, gustativos y tactiles, los compuestos volatiles juegan un
papel fundamental en el proceso de reconocimiento y aceptacion del hospedero. En
base a ello, se estudio si existia un efecto de antixenosis que llevara a O. insidiosus a
no seleccionar a la planta de pimiento como hospedera.

Otra de las claves en el éxito del control bioldgico, es el conocimiento de las
relaciones que se establecen en el complejo de enemigos naturales que coinciden
espacio-temporalmente en los cultivos (Weidenmann y Wilson, 1996). En base a ello,
estudiamos la compatibilidad entre A. swirskii y O. insidiosus en el control de F.
occidentalis. Las interacciones multiples de enemigos naturales pueden llevar a
diferentes resultados que conduzcan tanto a incrementar la supresion de las plagas a
las cuales estan asociados o a reducir el efecto de control, debido a interacciones
negativas tales como interferencia, canibalismo, comportamiento de evasion vy
depredacion intragremial (DIG) (Prasad y Snyder, 2006, Snyder y Wise, 1999). La
DIG es una interaccién muy extendida entre agentes de control bioldgico que ocurre
cuando dos especies comparten un mismo recurso (presa extragremial) y por lo tanto
compiten por él, y también existe entre ellos una interaccion tréfica (depredacion o
parasitismo) (Rosenheim et al., 1995). En este caso, A. swirskii y O. insidiosus pueden
interaccionar entre ellos y su uso conjunto podria ser aditivo, sinérgicamente positivo
0 negativo sobre el control de los trips (Rosenheim et al., 1995).

Por lo que es necesario realizar estudios que
proporcionen informacion para responder a estas interrogantes y que ayuden a afianzar

el control bioldgico de plagas en los invernaderos horticolas.



1.2 MARCO CONCEPTUAL

1.3 INTERACCIONES TRITROFICAS

Las plantas y los insectos herbivoros constituyen aproximadamente la mitad de
la biodiversidad macroscopica del mundo y representan una de las interacciones
dominantes y mas complejas en los ecosistemas terrestres (Strong et al., 1984). Estos
ecosistemas se caracterizan por una gran diversidad de especies y una correspondiente
diversidad de interacciones entre estas (Dicke, 2004). Sin embargo, los estudios sobre
ecologia han estado histéricamente dirigidos principalmente a las interacciones entre
solo dos niveles tréficos; las plantas y el herbivoro o el depredador y la presa (Dicke,
2004). No obstante, estas interacciones no pueden entenderse completamente sin
incorporar en estos estudios al tercer nivel trofico; el de los enemigos naturales de los
herbivoros, como son los depredadores y parasitoides (Price, 1980). Los enemigos
naturales afectan desde una posicion superior de la cadena tréfica a los niveles
inferiores de ésta, afectando a la estructura y dinamica de las comunidades de
herbivoros (a través de las interacciones depredador-presa o parasitoide-huésped). En
consecuencia, estas interacciones pueden influir en el desarrollo o en la abundancia de
las plantas (Schmitz et al., 2000). Del mismo modo, también las plantas pueden mediar
efectos que transcurren desde abajo hacia arriba en la red alimentaria, influenciando
asi la diversidad y la dinamica de poblaciones de niveles troficos superiores (Hunter y
Price, 1992). Ademas, los depredadores y parasitoides también pueden ser atacados
por insectos hiperparasitoides, un cuarto nivel tréfico que, a su vez, puede ser atacado
por sus propios hiperparasitoides facultativos (Brodeur, 2012). De forma frecuente,
puede presentarse también depredacion intragremio entre los enemigos naturales, que
ocurre cuando se mata y consume entre posibles competidores y tiene el potencial de
afectar la distribucion, abundancia y evolucion de las especies involucradas (Polis et
al., 1989, Holt y Polis, 1997).

Se pone de manifiesto la necesidad de realizar estudios con un enfoque

multitréfico, integrando conocimientos en ecologia en campos aplicados, como puede



ser la agricultura sostenible (Vaello, 2019). Hay que destacar que el tercer nivel trofico
es la base del control bioldgico, donde los depredadores y parasitoides son los

encargados de mantener a las plagas de herbivoros bajo control.

1.4 SENALES QUIMICAS ENTRE LOS ORGANISMOS

Todos los organismos dentro de un ecosistema estan interconectados unos con
otros por medio de cadenas alimentarias y redes troficas (Hunter y Price, 1992), y la
comunicacion entre ellos es facilitada fundamentalmente por sefiales quimicas
presentes en el medio ambiente (Turlings y Wackers, 2004, Karban y Baldwin, 1998,
Vet y Dicke, 1992). Estas interacciones ocurren frecuentemente entre organismos
sobre y bajo el suelo, y son mediadas principalmente por compuestos quimicos,
procedentes de las plantas y de los propios insectos, los cuales pueden afectar positiva
0 negativamente a los receptores o a los emisores de estas sefiales quimicas (van der
Putten et al., 2001).

1.5 DEFENSAS DE LAS PLANTAS

En la naturaleza, las plantas interactdan con una gran variedad de organismos,
algunos de los cuales son dafiinos (patdgenos o insectos herbivoros) mientras que
otros son benéficos (depredadores, parasitoides, entomopatdgenos, micorrizas,
polinizadores) (Pieterse y Dicke, 2007). Las plantas han desarrollado estrategias de
defensa altamente sofisticadas para defenderse de los organismos dafiinos, como son
los herbivoros plaga y los patdgenos. Estas defensas pueden ser: 1) constitutivas, lo
que significa que estan presentes en todo momento, independiente de la presencia o
ausencia de herbivoros o 2) defensas inducidas, que aparecen en respuesta al ataque o
dafio de los herbivoros (Kessler y Baldwin, 2002). Estas Gltimas pueden ser directas
o indirectas, y desempefian un papel crucial en la proteccion de las plantas contra los
herbivoros plagas (Schoonhoven et al., 2005).

Las defensas directas son cualquier rasgo vegetal fisico (espinas, tricomas) o
quimico (metabolitos primarios o secundarios) que afectan la vulnerabilidad o el

rendimiento del insecto herbivoro atacante (Dicke y van Loon, 2000). Se inducen a



través de la herbivoria y se caracterizan por su modo de operacion. Por su parte, las
defensas indirectas tienen como objetivo reducir la presion de las plagas atrayendo
enemigos naturales y promoviendo su eficiencia (Karban, 2011). Una forma es
mediante la emision de compuestos volatiles que atraen a los enemigos naturales de
niveles troficos més altos hacia la planta dafiada (Vet y Dicke, 1992).

El resultado actual de la coevolucion entre los vegetales y los insectos fitofagos
es la existencia de insectos mas o menos especializados y vegetales mas 0 menos
resistentes. Los insectos fitofagos al alimentarse en sus plantas hospederas, pueden
activar maltiples mecanismos de defensa (Wu y Baldwin, 2009, Howe y Jander,
2008). Tres mecanismos segun Painter (1951) explican la resistencia vegetal. Por un
lado, la antibiosis, por el cual las plantas afectan el crecimiento, desarrollo o
supervivencia del mismo, por la presencia de factores aleloquimicos o nutricionales.
Otro tipo de resistencia contra los insectos es el llamado mecanismo de antixenosis o
no-preferencia, que permite a las plantas no compatibilizar con el insecto, evitando
que éste la utilice para oviposicion, alimento o refugio. Dicho mecanismo afecta en
forma adversa el comportamiento del insecto no permitiéndole parasitar ciertos
genotipos de sus hospedantes. Por altimo, el mecanismo de tolerancia, es un
mecanismo de resistencia por el cual la planta demuestra una cierta capacidad para
crecer y reproducirse o para reparar en cierta medida los dafos, a pesar de soportar
una poblacién de insectos aproximadamente igual a aquella que causaria dafios a un
hospedante susceptible.

La naturaleza coevolutiva y dinamica de las interacciones bi6ticas, en las que
las respuestas de un jugador se han seleccionado para contrarrestar las respuestas del
otro, hace que estas respuestas sean muy dificiles de estudiar (Baldwin y Preston,
1999).

1.6 COMUNIDAD DE ENEMIGOS NATURALES

La comunidad no es solo una coleccion de especies diferentes que viven en el
mismo ecosistema, Sino que es un sistema integral de especies que dependen unas de

otras y que debido a ello estan interaccionando constantemente (Aquilino et al., 2005).



Las interacciones entre los seres vivientes de una comunidad se manifiestan via
diversos tipos de relaciones, incluyendo la competencia (intra o/y interespecifica), la
depredacion, el mutualismo o el parasitismo. Los recursos son siempre limitados y
hay que competir por ellos (Byrnes et al., 2005).

Un rasgo fundamental de la supervivencia es la competencia con los individuos
de su misma especie (intraespecifica) y contra los de especies afines (interespecifica),
es decir contra las especies que le disputan el alimento, sitio de oviposicion u otros
recursos. Cada especie representa y ocupa un nicho ecolégico unico, definido como
lo que cada especie hace durante toda su vida, sus relaciones con el ecosistema, sus
interacciones y sus estrategias de supervivencia y reproduccion (Byrnes et al., 2005)

1.7 SISTEMA DE ESTUDIO

El sistema de estudio se centra en los diferentes niveles tréficos: la planta, el
herbivoro y el agente controlador.
Primer nivel tréfico: el cultivo de pimiento, Capsicum annum L. (Solanacea) de gran
importancia econdmica en los invernaderos en nuestro pais después de tomate
(MGAP-DIEA, 2019).
Segundo nivel trofico: los herbivoros plaga. El trips de las flores, F. occidentalis,
considerado un insecto polifago en todo el mundo y una de las plagas principales del
pimiento en nuestro pais. Se alimenta del tejido celular de la hoja o del polen de las
plantas (Janssen et al., 2003) y ademas causan dafios indirectos como vectores de
tospovirus (Belliure et al., 2005).
Tercer nivel tréfico: los enemigos naturales. Por un lado, la chinche depredadora O.
insidiosus utilizada en numerosos paises para el control bioldgico de trips en diversos
cultivos horticolas protegidos (Chow et al., 2010, Belda y Calvo, 2006). Tanto las
ninfas como los adultos son depredadores polifagos que pueden alimentarse de un
amplio rango de presas (Arno et al., 2008). Por otro lado, el acaro A. swirskii, que
empezd a comercializar en nuestro pais en 2013 y se utiliza como agente de control de
mosca blanca y trips. Este depredador mata principalmente larvas de primer estadio de

F. occidentalis (Wimmer et al., 2008), pero es mas eficaz que otros acaros fitoseidos



comercialmente disponibles para el control de trips en pepinos (Messelink et al.,
2006), pimientos (van Houten et al., 2005) y rosas (Pijnakker y Ramakers, 2008).

1.8 HIPOTESIS

La baja eficacia de O. insidiosus en el control de trips en el cultivo de pimiento se
debe a un efecto negativo en las interacciones entre los integrantes de la asociacion O.
insidiosus - A. swirskii - F. occidentalis - planta del pimiento.

1.9 OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

Obijetivo general

Estudiar las interacciones mas importantes del sistema depredadores-fito6fago-planta
hospedera que involucran al cultivo de pimiento y su entorno en Uruguay, que puedan
explicar las fallas en la aplicacion del metodo del control bioldgico contra una de las

plagas principales de dicho cultivo.

Objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto de la planta hospedera de sus presas sobre las variables
bioldgicas de O. insidiosus y O. tristicolor bajo condiciones de laboratorio en
dos sustratos de oviposicion — alimentacion (vainas de poroto y frutos de
pimiento).

2. Determinar la preferencia de O. insidiosus y O. tristicolor por la planta de
pimiento tipo Blocky y Lamuyo, frutilla y maiz en condiciones de olfatometria
y experimentos de libre eleccion.

3. Comprobar si existe depredacion intragremial en la asociacion O. insidiosus -
A. swirskii - F. occidentalis en su relacién con el pimiento, y sus posibles

efectos en el control de dicha plaga.

Los objetivos especificos 1, 2 y 3 seran tratados en los capitulos 3, 4 y 5.

10



2 EFECTO DE DOS SUSTRATOS DE OVIPOSICION - ALIMENTACION
DE ORIUS INSIDIOSUS Y ORIUS TRISTICOLOR (HEMIPTERA:
ANTHOCORIDAE)

Orius insidiosus (Say) es reconocido a nivel mundial como un eficiente controlador de
trips, particularmente en invernaderos de pimiento (van de Veire y Degheele, 1992).
Sin embargo, cuando se lo libera en nuestro pais no logra colonizar el cultivo de
pimiento y controlar la poblacion de trips. Este antocorido es reportado como
depredador, tanto de los estados inmaduros como del estado adulto de dicha plaga
(Chow et al., 2010, Ramachandran et al., 2001), asi como de &fidos, pulgones, psilidos
y otros artropodos (Jung et al., 2011, Funderburk et al., 2000). Ademas, se alimenta
de lasavia y el polen de las plantas (Corey et al., 1998, van den Meiracker y Ramakers,
1991), por lo que son conocidos como zoofitéfagos y considerados especies
generalistas (Seagraves y Lundgren 2010). Es por ello que las plantas hospederas de
sus presas tienen efecto en varios componentes de la aptitud de O. insidiosus y esto se
relaciona con la preferencia de oviposicion y el desempefio de su descendencia (Coll,
1998). Se planted entonces, si los frutos de pimiento como sustrato de oviposicion —
alimentacion podrian afectar los pardmetros de la historia de vida de los depredadores,
aspecto en el que la planta difiere en su idoneidad para el crecimiento, supervivencia
y reproduccion del insecto. Los resultados obtenidos en el marco de este estudio fueron
objeto de la publicacién del siguiente articulo cientifico: Effect of two oviposition
feeding substrates on Orius insidiosus and Orius tristicolor (Hemiptera:
Anthocoridae).
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Effect of two oviposition feeding substrates
on Orius insidiosus and Orius tristicolor
(Hemiptera: Anthocoridae)

Maria E. Lorenzo**, Leticia Bao?, Luciana Mendez', Gabriela Grille?, Olivier Bonato’,

and Cesar Basso*

Abstract

Western flower thrips, Fronkliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae), is one of the most significant pests of commercial vegetables,
fruits, and ornamental crops workdwide, causing both direct and indirect damage. Chemical control is the most common methodology for dealing
with F. ocddentalis, but this pest lays its eggs inside plant tissues, and adults and larvae feed in concealed locations, which canmake chemical control
of this pest difficult. Asan alternative to chemical control, research attention has been focused on biological control through inoculative augmenta-
tion using anthocorid flower bugs of the genus Orius (Hemiptera: Anthocoridae). Although Onus insidiosus (Say) (Hemiptera: Anthocoridae) ts an
effective predator used worldwide for suppressing populations of western flower thrips, its use on pepper crops in Uruguay {Salto) has not achieved
favorable results to date. Taking into account that O. insidiosus can supplement Its diet by feeding on pollen and plant tissues, the aim of this study
was to assess the effects of pepper fruits compared to bean pods, a vegetable substrate widely used for multiplying this predator, on the duration of
the embryonic and nymph developmental stages, survival, fertility, and longevity of this species. Since Orius tristicolor (White) (Hemiptera: Anthocori-
dae) is present also In the horticultural region of Salto, this species was Incorporated Into the study in order to evaluate If significant differences
exist between these 2 species, When biological parameters were measured, pepper fruits proved to be a more appropriate substrate than bean for
the 2 Orius species studied. We reject the hypothesis that an antibiosis effect would explain the difficulties for the establishment of O. insidiosus
in the greenhouses of Salto. These results show the need to examine other factors contributing to low establishment of these predatory bugs in
greenhouses in Uruguay.

Key Words: biological control; omnivory; plant-feeding predators; pepper; Frankliniello occidentalis; oviposition substrates

Resumen

El trips occidental de las flores, FranMiniello occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae), es una de las plagas mas importantes de hortalizas
comerciales, frutas y cultivos omamentales en todo el mundo, causando dafio tanto directo como Indirecto, El control quimico es la metodologia
mas comn para el control de F. occidentolls, pero esta plaga pone sus huevos dentro de los tejidos vegetalesy los adultos y las larvas se alimentan
en lugares ocultos, lo que puede dificultar el control quimico de esta plaga. Como una alternativa al control quimico, mucha de la atencion de la
investigacion se ha enfocado en el control bioldgico a través del aumento inoculativo usando insectos antocorklos del género Orius (Hemiptera:
Anthocoridae). Aunque Orius insidiosus (Say) (Hemiptera: Anthocoridae) es un depredador eficaz utilizado en todo el mundo para suprimir pobla-
ciones de trips occidental de las flores, su uso en cultivas de pimiento en Uruguay (Salto) no ha dado buenaos resultados hasta la fecha. Teniendo en
cuenta que O. insidiosus puede complementar su dieta alimentandose de polen y de tejidos vegetales, el objetivo de este estudio fue evaluar los
efectos de los frutos de pimiento, en comparacidn con las vainas de frijol (un sustrato vegetal ampliamente utilizado para multiplicar este depreda-
dor), en la duracién de las etapas de desarrollo embrionario y ninfal, supervivencia, fertilidad y longevidad de esta especie. Como Orius trsticolor
{White) (Hemiptera: Anthocoridae ) estd presente también en la regién horticola de Salto, esta especie se Incorpord al estudio para evaluar sl existian
diferencias significativas entre estas dos especies. Cuando se midieron los pardmetros bioldgicos, los frutos de pimiento probaron ser un sustrato
mas apropiado para las dos especies de Orius estudiadas que 1as vainas de frijol. Rechazamos la hipatesis de que un efecto de antibiosis explicaria las
dificultades para el establecimiento de 0. insidiosus en los Invernaderos de Salto. Estos resultados muestran la necesidad de examinar otros factores
que contribuyen al bajo establecimiento de estos insectos depredadores dentro de los invemaderos en Uruguay.

Palabras Clave: control biokigico; omnivoro; depredadores que se alimentan plantas; pimiento; Frankfliniello occidentalis; sustrato de oviposicion

Western flower thrips, Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thy-  vegetables, fruits, and ornamental crops worldwide; these factors
sanoptera: Thripidae), possess a varlety of biological factors that include small size, short generation time, 6 developmental stages,
have made it one of the most significant pests affecting commercial strong reproductive ability, serious crop plant damage, and vector-
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ing of significant plant viruses (Kirk & Terry 2003). Direct or cosmetic
damage results from feeding and ovipositionon plant leaves, flowers,
and fruits of more than 200 vegetables and ornamental crops (Lewis
1997; Reitz 2009). Indirect damage is caused by virus transmission,
of which the tomato spotted wilt virus is the most important from
an economic point of view (De Jager et al. 1995; Maris et al. 2003).
In addition to feeding on pollen and plant tissues, adult £ occidenta-
lis individuals can supplement their diet with high-protein resources
by feeding on other herbivores, such as spider mite eggs (Trichilo &
Leigh 1986) and thrips larvae (van Rijn et al. 1995), These omnivorous
habits may provide F. occidentalis with a competitive advantage over
other specles, such as Thrips tabaci Lindeman (Thysanoptera: Thripi-
dae) in greenhouses, given that a variety of food resources such as
pollen and prey are available, Those ecosystem attributes (as well as
a warm, protected environment) predispose F. occidentalis to per-
manent establishment and spread, especially in greenhouse crops
(Morse & Hoddle 2006).

The most common methodology for dealing with F. occidentalis
is chemical control, especially in virus-sensitive crops, where a large
number of specifictreatments are carried out to control thrips. How-
ever, it is difficult to control F. occidentalis with chemicals because
this species lay their eggs inside plant tissues, and the adults and
larvae feed in concealed locations, such as flower buds, which pro-
tect the pest from insecticides (Jensen 2000; Brpdsgaard 2004). Fur-
thermore, in recent yr, failures in the chemical control of this species
have been reported because of the emergence of different levels of
resistance to various insecticides, including organochlorines, organo-
phosphates, carbamates, pyrethroids, and spinosad (Jensen 2000;
Bielza 2008). These resistance phenomena are facilitated by the short
generation time, high fertility, and the presence of haploid males in
which the resistance genes can be rapidly selected (next generation)
when the parents are exposed to pesticide treatments (Espinosa et
al. 2002).

As an alternative to chemical control, research attention has been
focused on biological control through inoculative augmentation (i.e.,
deliberate introductions of mass-reared natural enemies into crop-
ping systems with most of the control being provided later by the
offspring of the released organism) (van Driesche & Bellows 1996),
In this control method, the quality of the organisms released can de-
termine, among other factors, the success of biological control (van
Lenteren 1991). The artificial bre eding conditions of natural enemies,
compared with those of the habitat where they will be released,
could influence their later effectiveness. Quality control of the re-
leased natural enemies must be carried out to avoid failures in the
control of the pests because of the process of their mass production
(Bigler 1989, 1994).

Phytoseiid mites of the genus Amblyseius (Mesostigmata: Phyto-
selidae) or anthocorid flowe r bugs of the genus Orius have been used
for the biological control of F. occidentalis (Ramakers 1995). In par-
ticular, O. insidiosus was shown to be an effective predator that sup-
pressed populations of western flower thrips in field peppers grown
during a period when thrips were rapidly colonizing and developing
in the flowers (van de Veire & Degheele 1992; Funderburket al, 2000;
Viglianchino 2013). This anthocorid preys on both larval and adult
thrips (Ramachandran et al. 2001; Chowet al. 2010), as well as on
aphids, psyllids, mite larvae, flies, and other arthropods (Funderburk
et al. 2000; Junget al. 2011).

Anthocorids also may feed on the sap of vascular plants (van den
Meiracker & Ramakers 1991; Coll & Ridgeway 1995; Naranjo & Gib-
son 1996; Corey et al. 1998). They also may consume pollen; how-
ever, they are considered omnivorous. The chemical properties of
plants and prey differ greatly, and their relative nutritional values for
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the omnivore are likely to be a major determinant on the proportion
of plant and prey consumption by O. insidiosus in the continuum be-
tween herbivorous to predaceous habits (Coll & Izralevich 1997). The
interactions between plant-prey-omnivore influence the behavioral
(plant selected for oviposition) and physiological (plants differ intheir
suitability for the insect’s growth, survival, and reproduction) aspects
(Coll 1996).

As a consequence, plant hosts may have a dramatic effect on sev-
eral components of O. insidiosus fitness, mostly related to the prefer-
ence for oviposition in adults and the performance of the offspring
(Coll 1998). Physical and chemical factors, including plant volatiles, the
texture and thickness of the plant tissue, or even the combination of
both, influence selection of oviposition substrates (Richards & Schmidt
1996). Orius spp. females lay their eggs inside plant tissues; therefore,
the preference of females for a given substrate depends on the ease
of ovipositor insertion, or even the appropriateness of different plants
or specific plant tissues for development of the eggs (Coll 1996). It is
known that plants have different defense mechanisms for protection
from insects which can affect their fertility, longevity, growth, or ovipo-
sition (Painter 1951), The preference-performance hypothesis predicts
that insects will use plants that provide higher offspring fitness (Bal-
agawi et al. 2013; Clark et al. 2011).

Since 2011 in Uruguay, O. insidiosus has been used for pest control
in Capsicum annuum L. (Solanaceae) pepper crops in greenhouses in
the horticultural region of Salto. This predator is released as part of a
strategy of biological control through inoculative augmentation, which
also includes the predator mite Amblyseius swirskii Anthias-Henriot
(Mesostigmata: Phytoseiidae), However, the populations of O. insid-
iosus showed a low rate of increase in those crops into which it was
released in Salto, even though its prey, F. occidentalis, s easily avail-
able, This leads to significant damage to the crops caused by thrips,
and interest in the reasons why population growth of this predator
has failed under these crop conditions. After studies carried out in the
Entomology Laboratory of the Faculty of Agronomy of Uruguay, poor
quality of the released predators was disregarded as a cause of their
low establishment in the crops. The lots of Q. insidiosus supplied by
Brometan Company SA (Buenos Aires, Argentina) were tested, and the
criteria defined by the International Organization for Biological Control
(IOBC) were fulfilled, l.e., a sex-ratio 2 45% of females (n = 100) and a
fertility > 30 eggs per female in 14 d (van Lenteren 2003).

As a first step to answer this question, the effect of the host plant
on the biological parameters of O. insidiosus (duration of embryonic
and nymphal stages, survival, fertility, and longevity) was determined.
Because 0. tristicolor also is abundant in the horticultural region of
Salto (Carpintero 2002; Ribeiro & Castiglioni 2008), this species was
incor porated into the study in order to evaluate if differences between
these 2 Orius species existed,

In the current study, fruits of the variety of pepper most widely
planted in Salto (‘Bilano’ variety, ‘Lamuyo’ type) were used, and their
effects were compared with those caused by bean pods Phaseolus
vulgaris L. (Fabaceae), a feeding-oviposition substrate widely used for
breeding Orius spp. in laboratory (Castaiié & Zalom 1994; Richards &
Schmidt 1996; Mendes et al, 2005).

Materials and Methods

INSECT COLONIES AND EXPERIMENTAL CONDITIONS

Specimens of O. insidiosus, O. tristicolor, and Ephestia kuehniella
Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) used in the experiments were mass-
reared in the Faculty of Agronomy (Salto, Uruguay) Entomology Lab-
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oratory. Colonies of O. insidiosus were established from individuals
coming from Argentina, purchased from the Brometan Company SA
(Buenos Aires, Argentina) that distributes O. insidiosus to the horticul-
tural growers in Salto. Individuals of O. tristicolor were collected from
corn Zea mays L., sorghum Sorghum spp. (both Poaceae), and straw-
berry Fragaria sp. (Rosaceae) in fields located in the vicinity of the city
of Salto, Uruguay (31.3500°S, 57.8833°W).

Colonies were reared in the laboratory for at least 1yr before their
use in the experiments. The anthocoridae were fed with E. kuehniella
eggs, an excellent protein source for these predators (Mendeset al.
2002; Zambrano 2009; Sobhy et al, 2010). The colonies were kept un-
der controlled conditions, i.e., 25+ 1 *C, 65 £ 10% RH, and a 16:8 h(L:D)
photoperiod, according to the protocol described by Mendes and Bue-
no (2001). Rearing was carried out in glass boxes (35 cm Lx 20 cm W x
14 cm H) containing corrugated paper or vermiculite, a source of water
(wetted cotton) and food (E. kuefinielia eggs) ad libitum, Females and
males from each of the 2 Orius species were put in each box; the sub-
strate for oviposition was either green bean (P. vulgaris) pods, about 15
cm long (Castaniié & Zalom 1994; Richards & Schmidt 1996; Mendes
et al. 2005) or recently set pepper fruits (Capsicum annuum) (about
1 c¢m long), determined from previous studies. Boxes were placed In
controlled climate chambers with the following conditions: 25 + 1 °C,
70 + 10% RH, and a 16;8 h (L:D) photoperiod.

DURATION OF THE EMBRYONIC AND POST-EMBRYONIC DEVEL-
OPMENT

In order to obtain cohorts of O. insidiosus and O. tristicolor, 117
females and 39 males were extracted from the offspring of each spe-
cies. They were then distributed in arenas constituting of plastic boxes
(Biriden, Montevideo, Uruguay) (20 cm in diam) covered with polyeth-
ylene extendible film (Naka SA, Montevideo, Uruguay). As oviposition
substrate, 4 pods of P. vulgaris (about 15 cm long) or 7 peppers (about
1cm long) were placed in each box. Thirteen boxes were used for each
species, and 9 males and 3 females were introduced into each of them,
After 24 h, adults were removed, and the eggs laid in the pods and pep-
per fruits were counted under a stereoscopic microscope (Nikon SMZ
1B-X35, Nikon Corporation, Montevideo, Uruguay) in each box, Pods
and peppers were gathered into 7 groups of 30 eggs each. Each group
was considered a replication, and the pods and peppers from each
replication were put in plastic boxes (Biriden, Montevideo, Uruguay)
(20 cm In diam) covered with polyethylene extendible film (Naka SA,
Montevideo, Uruguay) and kept until the nymphs hatched, following
the procedure reported by Avellaneda et al. (2016).

Todetermine the duration of embryonic development, the number
of eggs and first-stage nymphs present in each replication were count-
ed every 24 h until no new nymphs were found. In order to calculate
the duration of the nymphal developmental stage, the nymphs found
daily were collected from the arenas, and were separated in order to
prevent cannibalism or mutual interference, as reported for Orius spe-
ciesin the absence of food or under a high density of individuals (van
den Meiracker 1999). They were placed in Petri dishes (about 5 cm in
diam) containing cotton wetted with distilled water, white filter paper
(0.5 cnv'), and E. kuehniella eggs ad libitum as prey, Each box was cov-
ered with polyethylene extensive film with high transparency in order
to avoid escapes.

The duration of each nymphal stage was registered dally until
adult emergence; the exuviae from the ecdysis was extracted using
a fine paint brush, The sex-ratio was then determined by observing
the abdominal region of adults (Ferragut & Gonzdlez 1994) under a
stereoscopic microscope (Nikon SMZ 1B-X35, Nikon Corporation, Mon-
tevideo, Uruguay).
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SURVIVAL OF EGGS AND NYMPHS

The eggs (laid on bean pods and pepper fruits) were monitored and
observed daily in order to determine the percentage of eggs hatched
and the survival rate of embryos. Hatched eggs can be differentiated
because of the opening of the operculum that remains suspended
from the egg. After hatching of the eggs, nymphs were individualized
and observed daily in order to record the change of stage and deter-
mine nymphal survival; the exuviae from the ecdysis was extracted.
This process was carried out until the last exuviae from the imaginal
molting (nymph V) was obtained. A stereoscopic microscope (Nikon
SMZ 1B-X35, Nikon Corporation, Montevideo, Uruguay) was used for
observing the morphological changes of the nymphs.

LONGEVITY AND FERTILITY OF FEMALES

Petri dishes (5 cm in diam) were used as experimental units. They
contained white sulphite paper (0.5 cm?), E. kuehniella eggs as food ad
libitum, and cotton that was wetted daily with distilled water in order
to keep the humidity elevated. In each box, a section of pod from P.
vulgaris (about 3 cm long) or a pepper fruit (about 1 cm long) was
placed as an oviposition substrate. Seventeen couples of anthocoridae
from each species, < 24 h old, were selected and introduced into an
experimental unit. Bean pod sections and pepper fruits were removed
daily and replaced by fresh ones until the death of the female. In case
the male died before the female, he was quickly replaced (Avellaneda
et al. 2016).

For each ovipositing female, the number of eggs laid was regis-
tered daily, and the periods of pre-oviposition, oviposition, and post-
oviposition were determined, as well as the total fertility (total number
of eggs per female), and the daily fertility (daily number of eggs per
female). Longevity was calculated including all the females, even if no
longer ovipositing.

STATISTICAL ANALYSIS

A 2-way ANOVA with Orius species and host plant as 2 different
factors was used to check the effect of oviposition-feeding substrate on
the duration ofthe pre-imaginal development stages, the totalduration
of the development (egg to adult), pre-oviposition, oviposition, and
post-oviposition periods, fertility, and longevity of O. insidiosus and O.
tristicolor females, Before running the ANOVA programs (P <0.05), the
normality of experimental errors as well as the homoscedasticity were
checked. When the ANOVA reflected a significant difference, means
were separated using the Tukey test, For data of embryonic and post-
embryonic stages survival, the interaction between species and host
plant was analyzed using a GLM (binomial distribution, and species and
host plant as factors). All the statistical analyses were performed using
the R Core Development Team statistical program (2014).

Results

DURATION OF THE EMBRYONIC AND POST-EMBRYONIC
DEVELOPMENT

Both Q. insidiosus and O. tristicolor showed a shorter duration of
the embryonic stage on bean pods thanon pepper fruits (F = 257; df =
3; P < 0,001). Comparison between the 2 species indicated that 0. in-
sidiosus needed less time than O. tristicolor to complete the egg stage
on both oviposition substrates (P < 0.05) (Table 1). An effect of the
species (F = 104; df = 1; P < 0.001), the host plant (F=663; df = 1; P<
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Table 1. Duration (d) {(mean + confidence internal) of the egg stage, the stages of nymphal development, and the total for the pre-imaginal period of Onus insidiosus
and Ornus tristicolor on bean pods and pepper fruits under controlled conditions: 25 + 1 °C, 65 + 10% RH, and a 16:8 h {L:D) photoperiod.

Orius insidiosus Orius tristicolor
Oviposition substrate Oviposition substrate
Developmental stage Bean pod Pepper fruit Bean pod Pepper fruit
Egg 437+009a 6.07+0.13b 492+ 0.13¢ 6.92+0.16d
Nymph | 2,25+ 009 a 2.73+0.08b 2,30+ 009a 182+009¢
Nymph Il 2.22+008b 295+0.10c¢ 249+ 0.11a 248+ 0.11a
Nymph Il 233+010a 234+0.09a 214+ 0.07a 3.15+0.19b
Nymph IV 214+ 0062 234+ 0090 217+0.07ab 305+0.16¢
Nymph V 1.22+008a 210+ 0,10b 1.88t0.11c¢c 4,18+ 0.19d
Egg + nymph 1452+ 1.77a 1853+ 0.19b 15.95+0.21¢ 21,58+ 043d

Different letters in a row indicate significant differences (ANOVA + SNK, P = 0.05).

0.001), and the plant-species interaction (F=4.17;df = 1; P <0.001) on
the duration of embryonic development was found.

Despite the fact that the 2 species reached the adult stage on
both substrates, the duration of the pre-imaginal development in
both species was lower on bean pods than on pepper fruits, Si-
multaneously, O. insidiosus needed less time to develop from egg
to adult on both substrates than O. tristicolor (F = 413, df = 3; P <
0.001).

When each nymphal stage was separately analyzed, the dura-
tion of the development of O. insidiosus was shorter on bean pods
than on pepper fruits for almost all the nymphal stages (P < 0.001),
except for the third stage in which no differences were detected (P
= 0.087). Similarly, the duration of the development of O. tristicolor
was shorter on bean pods than on pepper fruits for almost all the
stages (P <0.001), except for the second stage in whichthe duration
did not vary depending on the oviposition-feeding substrate (P =
0.854), When comparing both species, the duration of the develop-
ment of 0. insidiosus overall was shorter than that of O. tristicolor
for both substrates (P < 0.001), except for the first stage on pepper
fruits, when the opposite happened (P < 0.001). In this same stage
on bean pods, no differences were detected (P = 0.472). No differ-
ences between species were observed for the third nymphal stage
on bean pods (P = 0.070).

SURVIVAL OF EGGS AND NYMPHS

The oviposition substrate affected the egg survival of both species,
and survival was greater on pepper fruits than on bean pods (P=0.001;
¥? calculated = 17.52; %? theoretical = 7.81; df = 3; a = 0.05). The sur-
vival rate of embryonic O. insidiosus on pepper fruits was 61.9% and
47.6% on bean pods (calculated value = 0.219 > critical value = 0.120),
whereas the survival rate of embryonic O. tristicolor on pepper fruits
was 63.0% and 49.0% on beans (calculated value = 0,114 > critical val-
ue = 0.105). No significant differences between species were detected
when compared for embryonic survival on either bean pods (calcu-
lated value =0.014 < critical value = 0.136) or pepper fruits (calculated
value = 0.014 < critical value = 0.132) (Table 2). An effect of the plant (P
=0.001; ¥* = 11.21) on embryonic survival was found, but there is no
effect of the species (P =0.001; 7 = 2.75).

The substrate also influenced nymphal survival rate of both species
(3 calculated = 48.04; 7 theoretical = 7.81; df = 3; @ =0.05; P <0.001).
In both cases, survival was higher on pepper fruits than on bean pods,
When the 2 species were compared, nymphal survival rate on bean
pods was greater for O. tristicolor (75.7%) than for O. insidiosus (60.0%)
(calculated value = 0,157 > critical value = 0,126), whereas on pepper
fruits, no differences between species were detected (calculated value

=0.052 < critical value = 0.098) (Table 2). An effect of the host planton
nymphal survival (P= 0.001; * = 6.99) was observed, but there was no
effect of the species (P = 0.001; *= 0.52).

LONGEVITY AND FERTILITY OF FEMALES

The pre-oviposition period was not altered by the substrate in any
of the species studied: O. insidiosus on pepper fruits compared to bean
pods (P = 0.175) and O. tristicolor on pepper fruits compared to bean
pods (P = 0.864) (Table 3).

The oviposition period was longer on pepper fruits than on bean
pods for both species. When the 2 species were compared, the ovi-
position period on bean pods was longer for O. tristicolor than for O.
insidiosus (F=14.09; df = 3; P= 0,0001). Similarly, on pepper fruits, the
oviposition period was longer for O. tristicolor than for O. insidiosus
(F= 14.09; df = 3; P = 0.005). The post-oviposition period was not af-
fected by substrate in any of the species considered (F=0.38; df = 3; P
=(0.766) (Table 3),

Longevity was significantly affected by the oviposition-feeding sub-
strate (F =9.24; df = 3; P < 0.001), but only for O. tristicolor where this
period was longer on pepper fruits than on bean pods (P = 0.008).
Orius tristicolor showed greater longevity than O. insidiosus on both
substrates (P = 0.049) (Table 3).

Total fertility was affected only by the oviposition-feeding substrate
for O. tristicolor (F= 11.67; df = 3; P < 0.001), with a higher number of
eggs per female on pepper fruits than on bean pods (P = 0.024). Orius
tristicolor laid a higher number ofeggs per female than O. insidiosuson
both substrates (Table 3).

Daily fertility of O. insidiosus females on bean pods and pepper
fruits was stabilized after 19 and 15 d, respectively, without significant
differences between substrates (Figs. 1 & 3). Onthe other hand, cumu-
|ated daily fertility of O. tristicolor females on these 2 substrates was
stabilized after 12 and 16 d, respectively, being higher on bean pods
(Figs. 2 & 4).

Table 2. Survival rate (%) in egg and nymphal stages of Onus insidiosus and
Orius tristicolor on 2 oviposition substrates (bean pods and pepper fruits) under
controlled conditions: 25 + 1°C, 65 + 10% RH, and 2 16:8 h (L:D) photoperiod,

% survival

Orius insidiosus Orius trsticolor

Dewelopmental stage Beanpod Pepper fruit Beanpod Pepper fruit

619 be
81.9bc

490 ab
75.70b

Egg 4762
Nymph 0oa

63.3¢
87.1¢

Different letters in a row indicate significant differences (¢, P = 0.05).
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Table 3. Pre-, post-, and oviposition periods (d), longevity of females (d), and total fertility (eggs per female). (Mean + confidence interval) of Orius insidiosus and Ori-
us tristicolor on 2 oviposition-feeding substrates (bean pods and pepper fruits) under controlled conditions: 25 +1 °C, 65 + 10% RH, anda 16:8 h (L:D) photoperiod.

Onivs insidiosus
Pre-oviposition Qviposition Post-oviposition Longevity Total fertility (eggs per female)
Bean pods 32+08a 84+21a 43+14a 156+21¢ 258+ 74¢
Pepper fruits 28t0.23b 11.6t10b 60t06a 17.4£ 09 bc 36.8£9.0bc
Orlus tristicolor
Pre-ovipositi Oviposition (d) Post-oviposition Longevity Total fertility (eggs per female)
Bean pods 24+02b 125¢09b 49+06a 18.1+409b 46.0+60b
Pepper fruits 234+02b 150+ 12¢ 69+05a 209+12a 59.9+10.1a

Different letters in a column indicate significant differences {ANOW + SNK, P = 0.05).

An effect of the specles (F = 107.7; df = 1; P < 0.001), and of the
plant-species interaction (F = 103; df = 1; P < 0.001) on the longevity
and fecundity of the females was found, but an effect of the host plant
(P =0.82) on these variables was not observed.

Discussion

The duration of the egg development of 0. insidiosus on bean pods
observed in the current study was similar to that reported by van den
Meiracker (1999) (4.6 d) and Tommasini et al. (2004) (4.2 d), who stud-
ied this species on the same vegetable substrate, Our findings were
similar to data reported for Q. tristicolor by Askarl and Stern (1972)
(5 d) at 25.5 °C on petioles from bean leaves; however, the findings
were different than that reported by Avellaneda et al, (2016) when
they evaluated O. insidiosus on bean pods. Care must be taken when
comparing results from different authors because of the influence ex-
erted by the different experimental methods used, the variability in the
populations of predators used in each study, or the previous history of
the offspring from which adults used for the oviposition were extracted
(Iranipour et al, 2009; Avellaneda et al, 2016).

The physical effect of the oviposition substrate may have been in-
fluenced by the fact that both Orius species completed their embryonic
development more rapidly on bean pods than on pepper fruits, Eggs
are inserted into vegetable tissues, so the time for egg development
may be affected by the ease of insertion of the ovipositor, or perhaps
the appropriateness of the different plants or sections of plants for the
development of the eggs (Coll 1996).

The egg survival values observed were close to those reported
for 0. insidiosus by Richards and Schmidt (1996) and Tommasini et al.
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Fig. 1. Cumulative daily fertility for Onus insidiosus females on 2 oviposition
substrates: bean pods and pepper fruits.

(2004), who obtained 56% and 63% of eggs hatched in bean pods, re-
spectively. Little information is available about the biology of O. tristi-
color on the same 2 substrates, It must be taken into account that the
principal role of the substrate is to provide water and the appropriate
conditions to avoid egg desiccation, and to allow complete egg devel
opment (van den Meiracker 1999), According to Nolasco (2008), after
3dat 20 to 25 °C, bean pods lose 60% of their humidity. Therefore, the
lower viability of eggs laid on bean pod compared to pepper fruits may
be related to the rapid dehydration of bean after being cut. Perhaps the
viability of the eggs obtained in our study would be different if whole
pods were used on bank plants as refuge for Orius species. The hu-
midity variations in the oviposition substrate also may be the principal
factor affecting the survival of nymphs, because the E. kuehnielia eggs
cannot provide the moisture needed (Schmidt et al. 1995). The lack of
humidity is the principal cause of mortality in the immature stages of
0. insidiosus (Schmidt et al. 1998).

Tommasini et al. (2004) and Avellaneda et al. (2016) obtained a
total time of immature development of O. insidiosus on bean pods
similar to that we observed in the current study, when this species
was fed with £ occidentalis adults (14.1 d) or with E. kuehniella eggs
(15 d). In contrast, for O. tristicolor, Pinto et al, (2004) and Hokkanen
et al. (2002) reported higher values on bean pods than those found in
the current study, with a duration from egg to adult of 33.3and 32 dat
26 °C, respectively, when this species was fed with £ occidentalis and
Tet ranychus urticae Koch (Acarina: Tetranychidae).

Mendes et al. (2005) pointed out that females exposed to more
tender tissues (rather than stiffer tissues) showed a lower pre-ovipo-
sition time. In our case, the beginning of the oviposition of females of
the 2 species was similar for both substrates, which would indicate that
no effect of substrate could be detected.

Cumenidartivn fertitiy
= s L3 L ]
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Fig. 2. Cumulative daily fertility for Orius tristicolor females on 2 avipasition
substrates: bean pods and pepper fruits.
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Fig. 3. Survival curves (in %) of Orius insidiosus females on 2 oviposition sub-
strates under controlled conditions {25 +1 °C, 65 + 10% RH, and 2 16:8 h [L:D}]
photoperiod): bean pods and pepper fruits.

A significant influence of the substrate on the oviposition period
was observed for both species. In the case of O. insidiosus on bean
pods, this period was similar to that reported by Avellaneda et al.
(2016) (9.21 d), whereas Mendes et al, (2005) reported more extended
periods when this species was bred on the same substrate and fed with
E. kuehniella eggs (27.8 d). Our results suggest that both structures
and plant sections (bean pods or pepper fruits) are accepted by 0. in-
sidiosus and O. tristicolor females for oviposition despite the detected
differences.

Differences in fertility and longevity between both substrates and
between the 2 species could be related to the physico-chemical com-
position of the plant, as perceived by the predator during the oviposi-
tion activity (Richards & Schmidt 1996), and to the physical structure
and internal anatomy of the plants. These plant conditions not only
have direct implications on the females, but also on the ability of
their offspring to use the same plant as a food resource (Lundgren
et al. 2008). The complex tri-trophic relationship between the preda-
tors of the genus Orius and the plant has been evidenced, because
the plant, apart from being an oviposition substrate, also is used as a
source of water and nutrients by these predators, which are phytoph-
agous to a certain extent during their immature stages (Coll 1996;
Cocuzza et al, 1997; Corey et al, 1998). Although other factors may
affect the biological characteristics of Orius species, such as tempera-
ture, photoperiod, and the type of prey (Argolo et al. 2002; Mendes
et al. 2002), the nutritional quality and the temperature are the most
influential factors (Iranipour et al. 2009). In our study, temperature
and photoperiod conditions were common for all individuals; there-
fore, the only variable that would explain the observed differences is
the vegetable substrate.

The fact that pepper fruits proved to be an appropriate substrate
for the expression of the biological characteristics of the Orius species
studied in a controlled environment allows for discarding an antibiosis
effect that would explain the difficulties for establishing O. insidiosus in
the greenhouses in Salto, Uruguay. Furthermore, pepper fruits allowed
for maximizing most of the biological characteristics studies whenthey
were compared with the values observed on bean pods.

These results present the need to evaluate other factors that may
be affecting the establishment of Orius species in greenhouses. Ac-
cording to Urbaneja et al. (2003), the speed of installation of these
predators can be determined by several factors that may affect the mo-
ment of release: the genetic species or variety, the food or prey avail-
able, environmental conditions, chemical residues, and interspecific
relationships that may arise with other arthropods. Taking these fac-
tors into account, it is important to emphasize that the pepper hybrids
used in Uruguay are the Lamuyo type, which are different from those
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Fig. 4. Survival curves (in %} of Orius tristicolor females on 2 oviposition sub-
strates under controlled conditions (25 + 1°C, 65 + 10% RH, and a 16:8 h [L:D]
photoperiod): bean pods and pepper fruits,

planted in most of the regions of the world where Orius species are
successfully used for the control of thrips on pepper (the Blocky type).

In Uruguay, greenhouses are not closed with a physical barrier or
an insect-proof net that could prevent the exit of predators before
they can be established. Orius species have great mobility, to which
we must add the flight capacity of adults, so that they can easily move
from one place to another and thus locate new prey. In addition, itisa
polyphagous control agent that can be used in a wide range of crops.
The horticultural system in Uruguay presents a great diversity of crops
(corn, strawberry, sorghum, etc,) that may attract predators to them,

On the other hand, greenhouses do not have supplementary light-
ing to avoid reproductive diapause that could be affecting populations
and interfering with their effectiveness as biological control agents,
Orius females, in conditions of short d and low temperatures, enter
reproductive diapause; this behavior was verified in 0. insidiosus, O.
laevigatus (Tommasini & Nicoli 1995), and O. tristicolor (Gillespie &
Quiring 1993; van den Meiracker 1994). Orius insidiosus in temperate
regions, and with photoperiods less than 13 h and mean temperature
of 25 *C, enters into reproductive diapause (van den Meiracker 1994),
This factor could limit its use as a natural enemy in winter conditions.

Determining a suitable flowering banker plant system for O. in-
sidiosus could improve opportunities for using the predator to con-
trol thrips by providing a source of supplementary food in the form
of pollen (Frank 2010; Huang et al. 2011). Setting such a system in
the greenhouse would allow O. insidiosus to establish and increase its
population, offering growers the option of preventative introd uctions.
An effective banker plant should provide a location for feeding and re-
production, as well as allowing nymphs to reach the adult stage quickly,
ensuring a high survival rate, and supporting population growth. The
Black Pearl ornamental pepper is currently used as a banker plant by
some commercial growers, because it has been shown to support O.
insidiosus in the absence of prey (Wong & Frank 2012, 2013). Studies
by Wong and Frank (2012, 2013) indicate that pollen from Black Pearl
peppers may result in larger populations of 0. insidiosus by increasing
the longevity of the predator when prey are absent, reduce develop-
ment time, and increase likelihood of survival to adult.

The failure of O. insidiosus to establish itself in some greenhouses
also could be attributed to the use of several insecticides. Currently,
growers still use pesticides to reduce pest numbers before natural en-
emies are released, or when pest numbers reach economically dam-
aging levels. Despite the potential effectiveness of biological control,
many crop protection practices are primarily based on broad spectrum
chemical pesticides that are noxious to beneficial arthropods (Desneux
et al. 2007). Pesticides could induce multiple lethal and sublethal ef-
fects in individuals (Desneux etal. 2007), and these effects could have
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an important impact on the population dynamics of natural enemies
(Stark & Banks 2003). Sublethal effects could impair the physiology
(e.g., neurophysiology, development, longevity, fecundity, and sex-ra-
tio) and the behavior (e.g., mobility, orientation, feeding, host search-
ing, oviposition, and mating) of natural enemies (Arnd & Gabarra2011;
Stara et al. 2011).

Furthermore, it would be interesting to study the compatibility of
0. insidiosus and A. swirskii, which also is released in the same pepper
greenhouses, as was studied on rose by Chow et al. (2010). In fact,
intraguild predation, with Orius acting as an intraguild predator and
Amblyseius as an intraguild prey, may be affected by different factors
(Lucas 2005). However, A. swirskil is used in greenhouses for pepper
without problems, controlling the populations of £ oacidentalis, but
Orius spp. are not established and do not colonize well in greenhouse
crops; therefore, itis expected that intraguild predation should not be
regarded as totally or partially responsible for this lack. Finally, it is
necessary to check for the existence of antixenosis or no-preference,
a phenomenon that results in the insect avoiding the plant for ovipo-
sition, feeding, or shelter (Painter 1951). This mechanism, which ad-
versely affects the behavior of a given insect, impeding it to interact
with certain genotypes of its hosts, also could be responsible for the
fact that O. insidiosus individuals mass-released on pepper crops in
Salto could only scarcely be recovered over the growing cycle of those
crops.
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3 PREFERENCIA DE ORIUS INSIDIOSUS Y ORIUS TRISTICOLOR
(HEMIPTERA: ANTHOCORIDAE) POR SUS PLANTAS HOSPEDERAS
EN EXPERIMENTOS DE OLFATOMETRIA Y DE LIBRE ELECCION

Estudios anteriores permitieron descartar que las dificultades de establecimiento y
efectividad de O. insidiosus en los invernaderos de pimiento se debieran a un efecto
de antibiosis. Se planted entonces, evaluar si el fendbmeno de antixenosis o no-
preferencia con relacion a la planta de pimiento pudiera ser la posible causa del bajo
establecimiento y multiplicacion del depredador en el cultivo. Los invernaderos
utilizados en nuestro pais son abiertos y estan rodeados de otras plantas hospederas de
sus presas y los antocoridos seleccionan los sustratos de oviposicion — alimentacion
por sefiales visuales y quimicas (volatiles) (Griffin y Yeargan, 2002, Richards y
Schmidt, 1996). Se propuso, estudiar la preferencia de O. insidiosus y O. tristicolor a
través de experimentos de olfatometria y libre eleccién por dos de sus plantas
hospederas en la zona de cultivo (frutilla y maiz) y dos tipos de pimiento (Blocky y
Lamuyo). Los resultados obtenidos en el marco de este estudio fueron objeto de la
publicacion del siguiente articulo cientifico: Preference of Orius insidiosus and Orius
tristicolor (Hemiptera: Anthocoridae) for host plants in olfatometry and free-choice

experiments.

20



Western flower thrips, Frankiinielio occidentalis (Pergande) (Thy-  of greenhouse crops (Gillespie & Vernon 1990; Salguers Navas et al,

sanoptera: Thripidae), is considered one of the most important pests 1991 Bitterlich & McDonald 1993), limiting the productivity of these

Preference of Orius insidiosus and Orius tristicolor
(Hemiptera: Anthocoridae) for host plants in
olfactometry and free-choice experiments

Maria E. Lorenzo™*, Leticia Bao®, Luciana Mendez', Gabriela Grille?, Olivier Bonato”,

and César Basso®

Abstract

The western flower thrips, Franklnielo occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae), is a key pest of sweet pepp er cultivation, where it causes
feeding damage, excretes phytotoxic substances, and transmits important viruses, Control with chemical insecticides often i ineffective because
endophytic oviposition and the oryptic habits of the pest prov de protection. In Uruguay, the biological control program of this pest in sweet pepper
crops is at risk due to the low settlement rate and high dispersal of releases of predator Onus insidiosus (Say) (Hemiptera: Anthocoridae). Previows
studies have nuled out an antibiosts effect as the cause of dispersal; therefore, we hypothesizd antixenosks (non-preference) for the sweet pepper
plants a5 the cause of poor bickogical control by O. insidiosus. The effect of offactory stimuli from different structures of strawberry, comn, and sweet
pepper plants (lamuyo and blocky type) on the behavior of &L insidiosus was evaluated in olfactometry and free-cholce cage expenments. Since
Oviws tristicokor [White) | Hemiptera: Anthocoridae) ocours natwrally in the area, itwas induded akso in the study with the aim of assessing whether
there are differenc esin behavior between the species, Onus tristicolor may act as acomplementary biocontrol agent or competitor on sweet peppet.
Y-tube experiments showed no preference for plant volatiles in any combination, and response to volatile stimuli generally was poor. However, in
the free-choice cage experiment, females of both species of Orius preferred the flowering strawberry plants over the flowering sweet pepper plants,
which could explain the low establishment of 0. insidiosus when released on pepper with neighboring strawberry fields. Given that horticultural
greenhousesin Uruguay and in many other countries o e open, thisinformation can be very usefulin designing the spatial and temporal management
of different crops on a production field, which enhan ces the effectivensss of these predatory species.

Key Waords: thrips; antizenosis; plant volatile; sweet pepper; strawbemy

Resumen

El trips ocdidental de las flores, Fronkliniello occidenta lis (Per gande] {Thysanoptera: Thripidae), es una plaga dave para el cultivo de pimiento dulce,
donde causa dalos al alimentarse, excreta sustand s fitottdcas y transmite impor tantes vinss. El control coninsecticdas quimicos no resulta efec-
tivo, debido que la oviposdtn endofitica y los habitos cripticos le brindan protecdién, En Uruguay, el programa de control biokigico de esta plaga
en ¢l cultivo de pimiento dulce estd en riesgo debido a la baja tasa de establecimientoy la alta dispersidn de las liberaciones del depredador Orivs
Insidiosus (Say) {Hemiptera: Anthocoridas). Estudios previos permiten descartar un efecto de antibiosis como causa de la dispersidn, por bo cual se
planted como hipdtesis la exdstendade antivenosis o no preferendapor la planta de pimiento dulce como la causa de un control bicl dgico defidente
por parte de O insalosus. Se evalud el efecto de estimulos olfativos provendentes de diferentes estructuras de plantas de frutilla, maiz y pimiento
dulce | tipo lamuwyo y califomia) sobre el comportamiento de O, insidiosus en experimentos de ol fatometria, y de libre eleccin en microparcela, Dado
que Orlus trsticolor [White) (Hemiptera: Anthooorid ae) también estd presente en el drea, seinduysd en el estudio con el objetivo de evaluar sl existen
diferencias en el comportamiento entre ambas espedies. Orius tristicolorpodria actuar como un agente controlador complementario o competidor
N pimi ento dulce, Lo experimentas con tulbo én Y no mostraron preferenda por los compu estos volitiles de las & fi ag Anacin, y
la respuesta a bos estimulos wol tiles en general fue pobre. Sin embargo, en el experimento de libre eleccién en microparcela, las hembras de ambas
especies de Orius prefideron las plantas con flores de frutilla sobre las plantas con flores de pimiento dulce, ko que podria explicar el bajo estableci-
miento de O. insidiosus cuando se libera en pimiento dulce con los campos de frutilla cercanos. Dado que los invernaderos harticol as en Uruguay y
en muchos 01os paises estan abiertos, esta informadion puede ser muy Ot para disefar ¢l manejo espadial y temporal de difer entes cultivos enun
campo de produccidng, lo gue mejora la efectividad de estas especies depredadoras.

Palabras Oaves: trips; antien osis; voldtiles de planta; pimiento dulce; frutilla
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crops worldwide, In several countries in South Amernica, itisdesignated
as ane of the maost limiting pest insects of sweet pepper crops (Capsi-
cum annum L; Solanaceae) in greenhouses (Carrizo 1998), Adults and
immature stages of this species cause damage to plants by puncturing
and then sucking the cellular content of planttissues (Hunter & Ullman
1989), producing white surface lesions in the epidermis, In addition,
they secrete phytotoxic substances when they feed, causing deforma-
tion of the foliage inall plant structures and organs (Bosco et al, 2008;
Castresana et al. 2008), They alse can cause indirect damage by trans-
mitting viruses such as tomato spotted wilt virus (tomato black plague
wirus ) and impatiens necrotic spot virus (Whitfield et al, 2005), Temato
spotted wilt virus s one of the viruses that causes major damage toa
wide range of crops [Fanigliulo et al. 2014) and F oocidentalis is one
of the most efficient species in its transmission (Whitfield et al. 2005),
Tomato spotted wilt virus has a wide host range and worldwide distri-
bution (Sherwood et al. 2000). This wirus may lead to major economic
lpsses on tomate, lettuce, pepper, eggplant, french beans, broad beans,
celery, and different ornamental plants { Roselld et al, 1996), Insecticide
applications are not effedtive in controlling thrips in these systems be-
cause females place their eggs under the epidermis of plant leaves,
and both immature and adult stages have cryptic habits that givethem
seme protection against toxic substances (Hansen et al, 2003; Helyer
& Brobyn 2008). Frequent applications of chemical controls harm the
complex of their natural enemies, promote the rapid development of
resistance (Castresana et al, 2008), and generate risks to human health
fram acute and chronic exposure [Damalas & Eleftherchorinos 2011),

As an alternative to chemical contrel, the use of generalist natural
enemies in sweet pepper crops is used widely and has been proven
successful [van Lenteren et al. 2018). The release of the predator Am-
Blyseius swirskil [Athias-Henriot) (Acari: Phytoseiidae) together with
Orius insidiosus (Say) [Hemiptera: Anthocoridae) may manage the
pepper pests Bemisio taboci Gennadius [Hemiptera: Aleyrodidae) and
Frankliniella oocidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) suc-
cessfully [Funderburk et al, 2000; Chow et al, 2010; Calvo et al, 2014),

InUmiguay, the incidence of £ accidentalis affects more than 80% of
the sweet pepper production area, with significant losses in production
[Maeso etal, 2013). Additional damage is caused by the tobaccowhite-
fly, B. tobad, which in combination have traditionally forced growers
to apply chemical insecticides repeatedly on the sweet pepper crop
with little effect. In the current decade, biological control in protected
harticultural crops has made great progress in Uruguay, where the re-
lease of A. swirskii has reduced the inddence of B tobag on sweet
peppers (Buenahora & Basso 2015), At the same time, the release of
Q. insigigsus in numerous greenhouses mached a low settlement rate
and did not result in a reduction in the populations of £ ocddentalis
and their crop damage. These results contrast with the statements of
Funderburk et al. {2000} indicating that O, insidfosus is effective in sup-
pressing populations of thrips in field sweet pepper crops, It iseven in-
dicated that O insidiosus remains in that crop for up to 6 mo after hav-
ing eliminated F ocddentalis [van den Meiracker & Ramakers 1991),
Uruguay is part of the distribution area of O insidiosus (Bentancourt
& Scatoni 2001; Campintero 2002), but not of Orius loevigatus [Fieber)
[Hemiptera: Anthocoridae), which is the most widely used spedesin
Europe for biclogical control of thrips with successful results in sweet
pepper (Jacas et al. 2008; van Lenteren 2012). In Europe, the varieties
af sweet pepper planted belong preferably to the blodky type, unlike
Uruguay, where all varieties are of the lamuyo type (Orius works well
in both types of sweet pepper),

Studies conducted by Lorenzo et al {2019) made it possible to rule
out that settlement and effectiveness difficulties of 0. insidiasus in the
pepper greenhouses in Uruguay were due to an antibiosis effect. Dis-
counting that the low settlement of O insigiosus Is associated with
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the use of chemical insecticides for the control of other pests because
there was a strict contrel of the produds used for these purposes, it
was hypothesized that an effect of antixenosis or non-preference was
operating in relztion to the sweet pepper plant, It should be noted also
that the greenhouses used in Uruguay are open and ane surrounded
by 2 other commaon hosts of O, insigiosus (strawberry and corn) which
are cultivated sim ultaneausly with sweet pepper crops and coincide in
their period of flowering in the field,

It is known that the olfactory system allows insects to distinguish
the specific volatile compounds emitted by plants [Visser 1986; Ber-
nays & Chapman 1994, These chemical compounds are useful cues for
the insect to locate and recognize the plant as a suitable host, which
are used to act as inhibitors or stimulants for feeding or oviposition
(Camphbell et al. 1986; Smith & Boyko 2006). The preferred behavior
of females for oviposition derives from particular chemical, physical,
and nutritional characteristics of plants (Lundgren & Fergen 2006;
Lundgren et al, 2008}, In this way, antixengosis or non-preference al-
lows certain genaty pes of plants to be incompatible with a specific in-
sect, preventing insect establishment, feeding, or oviposition (Painter
1951). Anthocorids display this behavior, which allows them to select
the oviposition substrates by physical and dhemical factors (Richands
& Schmidt 1996; Griffin & Yeargan 2002), It should be considered
that Orius, although being highly appreciated as entomophagous, lay
their eggs inside plant tissues (Lundgren & Fergen 2006; Lundgren et
al. 2008) and may even complete their development on certain foods
of plant origin [Cocuzza et al. 1997). In recent studies, the phytopha-
gous feeding behavior of 0. loevigatus on sweet pepper was shown to
trigger defensive responses in the plant, Plant induced defenses may
contribute to the repellence or attraction of pests or natural enemies,
Spedfically, 0. levigatus-punctured sweet pepper plants induced re-
pellency for the whitefly B taboci and the thrips £ ecadentalis | Bouag-
ga et al. 2018),

Based on the above, the study of preference or non-preference
(antixenosis) for possible hosts may help explain the possible causes
af low settlement and reproduction of O insidicsus on sweet pepper.
At the same time, it was of interest to compare the behavior of this
species with Q. tristicofor, which is normally found in corn (Zea mays
L. Poaceae) and strawberry (Frogaria sp.; Rosaceae) aops (Carpintero
2002; Ribeiro & Castiglioni 2008) near the sweet pepper greenhouses,
As with O, insidiasus, itis commaon to find O tristieolor in corn panicles
due to the abundance of pollen, and in the styles of female flowers
near stigmas (Corey et al. 1998), and in strawberry associated with
flowers (Saini et al. 2003), Therefore, knowing the behavior of O tris-
ticolor in the cultivation of sweet pepper will let us know if it can be
released together with O insidiosws and contribute to the control of
thrips in this crop.

In view of these questions, the purpose of this study was to char
acterize the preference of 0. insidiosus and Q. tristicoior for 3 of their
hast plants, Preference for cultivated varieties of sweet pepper, straw-
berry, and corn wene evaluated under Y-tube olfactometer conditions
and in free-chaice experiments.

Materials and Methods

PLANT MATERIAL AND INSECTS

Studies were carried out in the laboratory and in a greenhouse of
Plant Protection-Entomalogy at the Experimental Station of the School
of Agronomy, Universidad de |a Republica in Salto, Uruguay, Orius in-
sidhasus and O. tristicolor were abtained fram the field and maintained
in our laboratory at 25 £ 1°C, 65 £ 10% RH, fed with eges of Ephestio
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kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) ad libitum with bean pods
| Phaseolus vuigaris L; Fabaceae) as an ovipositien substrate | Castanfié
& Zalom 1994; Richards & Schmidt 1996; Mendes et al, 2005), For the
experiments, a photoperiod of 16:8 h (L: D) was used pursuant to Rich-
ards & Schmidt (1996).

The plants used for tests were propagated in the Station at the
School of Agranomy, Universidad de la Repablica in Salo, Uruguay.
The cultivation conditions were optimized in order to obtain good
production of flowers (Corey et al, 1998 Saini et al. 2003). Five liter
pots (Media Grow, Montevideo, Uruguay) were used with a sterile
substrate (Plagron allmix, Bertels, Metherlands) that is a mix of the
types of peat which contain various types of fiber and perlite, along
with localized and automated irrigation, Plants were propagated
from seed and fertilized based on optimal rates for the region (MG AP
2016). The plants evaluated were sweet pepper [Capsicum annuum)
lamuyo type (cultivar "Bilane’ by Syngenta) and blocky type [cultivar
‘Physol’ by Agritec), strawberry [Fragaria = anonasso Duch [Rosace-
ae), itivar ‘Guapa’ by INIA), and corn Zeg mays, cultivar ‘IPB 2650
by IPB seeds),

Y-TUBE EXPERIMENTS

A glass Y-tube olfactometer was used, with an internal diameter of
0.5 cm, which is a modified version of the one developed by Sabelis &
van de Baan [1983), applying the methodology proposed by Koschier
et al, (2000). The clfactometer consisted of a central chamber (leng
arm 12 cm) from which 2 arms of choice are derived (6 cm). At the far
ends of the Y-shaped glass tube, PVC tubes (10 cm) were connected
that contain either the presumed odoremitting plants or clean air
The apparatus also contained an activated carbon filter, a pump for
air circulation, and a rotameter for the measurement of air flow. The
airflow in each arm of the olfactometer was @librated to 0.5 m per
5 [VelociCale® Air Veloaty Meter 9545-A, Tsl, Shoreview, Minnesota,
USA). Through this system it is possible to observe and subsequently
record the movement of each insect within the central chamber and in
the arms of the ¥ olfactometer, The tests were conducted in a climate-
controlled room at 25 £ 2 "Cand 65 £ 5% RH,

The response of adult females of O. insidiosus and O tristicolor
was evaluated to stimuli from different structures of foliage and flow-
ers (Visser & Piron 1998; Drukker et al. 2000; Loper-Avila & Rinctn
2006; Yoneya et al 2009, 2010, Bosa et al. 2011), with an approximate
weight of 1 g each (Reid & Lampman 1983}, Whale leaves and flowers
were used, washed with water and weighed. The materials were used
inindividual experiments for 30 min and wene not used for more than
2 h altogether. The stimuli compared wene strawberry, sweet pepper,
or corn leaves versus control (clean air); strawberry, sweet pepper, or
corn flowers versus control (clean air); or sweet pepper flower ver-
sus strawberry flower, For sweet pepper, both blocky and lamuyo type
sweet peppers, foliage, and flowers werne tested versus control (clean
air).

In each test, a single female of O. insidiesus or O, tristicolor was
placed in the central part of the olfactometer main chamber with the
help of a fine tip brush to avoid damaging the insect. The chamber
was then sealed with cotton. The experiment was carried out with 40
females of the 2 species of Orius less than 72 h old, The females were
placed individually in plastic containers without food for a period of 8
to 10 h before the test, Forty females were evaluated (n = 40) ineach
experiment, 20 predators per d.

The initial choice of the insect was recorded, and a response was
considered positive when, within 10 min, the insect remained inside
1 of the ofactometer arms after moving past the center of the glass
tube [Pivnick et al. 1990; Peraza 2011}, Upon reaching the Y-junction
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inthe glass tube, the Orius could choose between the air flow coming
from either arm, When it reached the far end of an arm, the choice
was noted, and theinsect was removed from the tube, If theinsect did
not enter the decision zone within the established period, the test was
recorded asnull,

All treatments were evaluated in a darkened space to focus the
experiment on the volatile substances generated by the plants intro-
duced into the ¥-tube 5 min before the start of each test. Between
tests, the olfactometer was deaned with 70% acetone to remove pos-
sible traces of contaminants or pheromones, The acetone was left to
evaporate for 1 min at ambient conditions, In addition, to avoid any
bias, the sources of odors were alternately switched to the other arm
of the offactometer after every 5 females tested, and the plant material
was replaced after every 10 ferales,

CHOICE-TEST EXPERIMENTS

Antixenosis (non-preference) was evalusted by the free host seledion
test following the methodology of Castro et al, {2001). The study was car-
ried cut in a research greenhouse made of polvethylene (Maka SA, Mon-
tevideo, Uruguay) measuring 10 = 5 m, under contrelled conditions of
temperature and humidity (22-26 °C, 60—70% RH). The sweet pepper and
strawberry plants were kept in plastic pots 20 an in diam and 10 cm deep
[Biriden, Montevideo, Uruguay) until sprouting of first flowers,

A micro-plotof4 m’, covered with a non-woven polypropylene mesh
[MC Agryl P 17) | Naka SA, Montevideo, Uruguay) was placed inside the
greenhouse to prevent dispersal of the insects. Twelve-wk old sweet
pepper plants (30cm high) and 11-wk old strawberry plants {25 cnhigh)
were arranged alternatively with 20 an distance between them, with &
rows and 6 columns (36 plamts). In the center of each plot, 72 females
[two 1-5 d old Orus per plant) of each spedes of Orius to be evaluated
(Q.insidipsus or Q. tris ticolor) were released, Separate experiments were
peformed for each spedes of Onus, and the insects were allowed free
choice of the hast plants. In a second pair of experiments, both species
of insects was tested regarding their preference for lamuye or blocky
type sweet pepper plants using the same procedure described above, At
24 h after release, the numberof females present per plant was counted.,
Each experiment attempted to simulate the cultivation conditions in the
ama, matching time of transplantation, flowering, and release of natural
enemies as would occur in the field,

STATISTICAL ANALYSIS

In both experimental designs, olfactometer and micro-plot, the
preference for a plant or plant organ, was analyzed using a Chi-square
goodness of fit test corrected for continuity [Yatescorrection). The
null hypothesis was that Orius spp. distribution was 50:50 across the
2 arms of the elfacometer and on the 2-plant species (sweet pepper
and strawberry) or pepper cultivar (lamuyo and blocky), Analyses were
performed using the Rversion 3.3.2 (R Core Team 2016).

Results

¥-TUBE EXPERIMENTS

Females of 0. Insidiosus prefermed stimuli from strawberry flowers
compared to those from sweet pepper flowers (x° = 5.565; P =0.018),
while females of Q. tristicolor preferred the stimuli originated in the
sweet pepper leaves over the control (pure air) (3 = 9.520; P=0.002).
In the ather combinations tested, no differences were found in the
response to odor stimuli (Tables 1, 2),
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Table 1. Oactory response of females of Orus nsldlosus and Orilus tristicakor to simuli from foliage and flow er of strawberry, corn, and pepper plants (in the arm

[+]), when offered against dean air [in the arm [-]) of a ¥-tube ofactometer

Source smell on the arm (+) i+ ni-) a0} [+ ¥ P
Orius insidiosus
Strawberry foliage [ 12 2 15 1778 0056
Corn foliage 9 15 16 22.5 2083 0.148
Pepper foliage 7 13 20 17.5 2500 0.114
Strawberry flower 18 12 10 a5 1667 0197
Corn flower 10 17 13 25 2667 0.102
Fepper flower 12 16 12 Eli] 0278 0555
Orws trisnicalor
Strawberry foliage 7 13 20 17.5 2500 0.114
Corn foliage 10 14 16 25 0.750 0.386
Pepper foliage 16 5 B Al 9520 0002
Strawberry flower 14 14 12 35 0uoT1 0.78%
Corn flower 19 12 9 A7.5 2313 0.128
Pepper flower 14 15 11 a5 el =] 0,790

n i+, =)= number of predators that reached the end of the {+] ar §-] anm of the Yaube; o {0] = number of predators that did not res pond within a 10min test; % {+] = percentage of

individuals that mached the end of the arm |4); P = critical level.

Females of O. insidiosus showed no preference between blocky or
lamuyo type sweet pepper foliage (x* = 0.320; P=0.572), and the same
result was obtained when evaluating blocky sweet pepper flower com-
pared to lamuyo sweet pepper flower [ =3.769; P=0.052; a = 0.05),
although the value obtained is at the limit, being almost significant
(Table 3). The females of O. tristicolor alse did not show a preference
for blocky or lam wyo type sweet peppers, either in follage (x* = 0L.077;
P=0,782) or flower (y* = 1,796; P=0,181) (Table 3),

CHOICE TESTS EXPERIMENTS

After 24 h of being released, females of both species preferred
strawbemy plants over sweet pepper plants (O insidiosus, ' =4.721, p
=0.030; O. tristicolor, x*=4.321; p = 0.038) (Table 4).

The females of the two species of Orius did not show a different
preference between lamuyo or blodky type sweet pepper plants (0.
insidiosus - x* = 0450; P =0.371; O tristicolor — ¥ = 1,389, P= 0.239)
(Table 4).

Discussion

Inthe process of colonization of a host, the behavior of females, in-
cluding those belonging to Anthoceridae, usually indudes a sequence
of patterns consisting of orientation, landing, and recognition under
different selection pressures. Currently, the mechanisms Orius spp.
employ to locate their host in complex mined-vegetation habitats re-

main poorly understood. All steps invelve different senses and occur at
varying distances from the plant surface; because olfactory and visual
cues are perceptible at distance, they play a determinant role in plant
lacation by foraging insects (Schoonhoven et al, 1998),

It is worth emphasizing the importance of visual search cues in
Hemiptera, such as aphid and whitefly [Pickett et al. 1992; |saacs et
al, 1999), Ohno & Takemoto (1997) and Furihata et al, (2019) estab-
lished that Orius spp. responded to different colors of traps, when they
demonstrated that Bue sticky traps were more effective for monitor
ing studies than white or yellow ones. Studies by Patt et al. (2011)
showed that visual stimull improve olfactory responses to the volatile
compounds ofthe host plant, In fact, toinitiate the process of coloniza-
tion of @ host, an olfactory stimulus may not be sufficient to genemte
asearch for resources and oviposition (Visser 1986; Bernays & Chap-
man 1994; Finch & Collier 2000; Awmack & Leather 2002). The low
response rate obtained in the Y-tube bipassays was due possibly to
insufficient clfactory stimulation. In general, when a high percentage
of test insects do not show a response in the ¥ tubes, the species does
not respond to odor stimuli (this is not the case with Orius spp.) or the
olfactory stimulus is not suffidgent to induce search behaviors | Drukker
et al. 2000; Bernardo 2015; Ardanuy et al. 2016).

It also should be noted that the size of the leaf or flower offered
{amount of plant material = 1 g) as a source of odor may not have been
sufficient. This could explain why the females of 0. insigiosus showed
no preference for the foliage and flowers of sweet pepper, strawberry,
or corn in relatien te fresh air [contrel). Another aspect to consider
Is that cutting leaves or using structures and not whale plants could

Table 2, Ofactory response of females of Orlus insidlosus and Orius fristicolor to stimull from strawbemy flowers (on the arm [+]], when offered against pepper

flowers (on the am [-]) of an alfactometer of Y-tube,

Saurce smell on the arm (+) i l+) ni-} {0} %+ X P
Orius insklosus

Strawberry flower 16 K 17 A0 5.565 Q18
Orlus tristicolor

Strawberry flower 14 9 17 35 1.391 0238

A, = | = number of predann that resched the end of the (4] of (-] & of the ¥ tube; A (0] = number of predatan that did not respand within & 10min test; % ] = parcentags of

ind il usls tha t sach the and of the anm (+); F = crithcal bavel,
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Table 3. Olfactory response of females of Orivs Insdiosus and Orws tristicolor to stimull from follage pepper type blodky (on the am [+]) when offered against
foliage pepper type lamuyo [on the arm [-]) or flower pepper type blodky [on the arm [+]) when offered against flower pepper type lamuyo [on the arm [-]) of an

olfactometer of Y-tube.

Source smedl on the arm (+) n(+) ni=} n (0} Fal+} ¥ P
Orlus Insidiosus

Foliage pepper type blodky 13 11 13 325 0320 0572

Flower pepper type blocky 17 9 11 415 3769 Q052
Orius tristico lor

Foliage pepper type lamuyo 14 12 14 a5 Quars 0782

Flower pepper type lamuyo 15 11 15 avs 1.796 .181

A |+, =] = number of predatos that reached the end of the [+ or -] arm of the ¥ tube; n|0] = number of predators that did not respand within a 10 min & st; % |4) = percentage of

individuals that reach the end of e arm (+ ] P= aitical lewel,

affect the chemical compasition and influence the behavior of the spe-
cies observed (Madadi et al. 2008). Cut plants may have different odor
profiles; the wolatile flowers, undamaged leaves, and leaves attacked
by herbivores often exhibit different emission patterns from each other
(Dudareva & Negre 2005), i.e., each plant structure has a specific odor
profile (Karlsson et al. 2009).

The release of volatile deferse compounds by plant substrates
should not be ruled cut either, because it has been reported that in
other species of Solanaceae, such as tomatoes, substances derived
from sesquiterpenes can repel insects (Frelichowski & Juvik 2005; Al-
varez Gil 2015). Recent results by Bouagga et al, (2018) indicate that O.
faevigatus punctures in the sweet pepper plants induced the release
af an altered blend of volatiles and activation of the jasmonate acid
and salicylicacid signaling pathways. These results highlighta potential
tritrophic interaction in which the predator is able to induce defensive
responses in the plant that reduces feeding by the pest,

In free—choice experments, the difference found in the preference
of females of O. insigiosus and Q. tristicolor for the volatiles emitted
by Aowering strawberry plants compared to those of flowering sweet
pepper plants would confirm that the females use chemical and offac-
tory cues to recognize their plant host, and that these cues favored
strawberry, In the case of strawberry, volatile compounds have been
studied widely in fruits; however, there are no studies that evaluate
the aromatic differences between the argans of the plant or the whole
plant at different phenological stages (Pérez-Rubio 1994), It should be
considered that in polyphagous insects, the developmental stage of
the hast plant can determine the preference, where the main hosts
emit a set of very similar volatiles, but both host and non-host plants
ame mone attractive to many species during the flowering stage (Raj-
apakse 2006), The positive response behavior to the volatile emitted
by plants in the flowering stage may be dependent on the response of
the anthocorids to this stage of the plant where they feed on pollen
and oviposit, it is known that females, during the search for hosts for
aviposition, seek to ensure that the plant guarantees the best devel-
opment of immature stages (Schoonhoven et al, 2005; Carroll et al,
2006), a principle known as “mother knows best” (Singer et al, 1988;

Table 4. Response of females Orivs insidiosus and Orius trsticolor 1o Sw S8t pepper

Scheonhoven et al, 2005). As various authors indicated, sweet pep-
per produces numerous volatile compounds and at least 14 of them
ane released during Nowering and fructification (Addesso et al. 2011),
phenclogical stages when sweet pepper plants are highly attractive 1o
Orius spp. adults, The principal compound emitted during these stages
is (El-beta-ocimene (Addesso et al, 2011), This monoterpene has been
repoited to affect the behavior of adults of some species Coleoptera
[Magalhdes et al, 2012}, Other volatile compounds from Capsicum spp.
alsoinduce behavioral or electrophysiclogical activity in different spe-
cles {Mufiiz et al, 2014},

Although the results of this study arise from experiments under con-
tralled conditions in a laboratory or greenhouse, they can be considerad
useful for informing the management of these predators in the field.
These results suggest that females of Onus would be able to discriminate
between different host plants, and that in particular both 0. insidiosus
and O, tristicolor show greater preference for stewberry crops than
sweet pepper crops, which could explain the low rate of establishment
of the Orius fernales in the swest pepper crop when they are released
on it. It should be noted that in Uruguay, unlike in other horticultural
aneas, greenhouses are not dosed and sweet pepperoftenis surrounded
by ather crops, including strwberry, The evaluated host plants coindde
with each other in their period of cultivation and flowering in the field.
Sweet pepper under greenhouse (113 hain the country) and strawberry
under micre or macre tunnel [55 ha in the country) are produced from
Mar to Dec and coindde in their lowering periods [MGAP 2016). The
first pepper and strawberry blossoms coindde with the end of com cul-
tivation, and it is very common to find com in the surmeundings of the
greenhouses with the presence of Orius, Although these results contrast
with those stated by van den Meiracker & Ramakers {1991) and Funder-
burk et al, (2000), wherethese authors described the establishment and
effectiveness of Q. insidiosus to control £ ocadentalis on sweet pepper,
they do not indicate whether the greenhouses in these systems were
closed or open, or whether there were cops inthe vidnity of the sweet
peppers that could have interfered with predator establishment.,

It should be reiterated that, as evidenced by Lorenzo et al, (2019),
there is no effect of sweet pepper antibiosis on 0. insidiosus; themrefore,

plant type blocky and type lamuyo, and strawberry plant in the free-choice test.

Sweet pepper plant type lmuyo Strawberry plant ¥ P
Femae O Inskdlosus cholce rate [n= 72) a3 51 47211 Q030
Female 0. tristicolor choice rate (n = 72) an a7 4,321 [VTaEE:
Sweet pepper plant type lmuyo Sweet pepper plant type blogky
Female 0. insiiosy s dhoice rate (n= 72) 5 o 0450 0371
Female 0. tristicodor cholce rate (n = 72) a0 9 1,389 0239
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if there were no other repellent stimuli present it would remain and
reproduce on the sweet pepper crop, The type of sweet pepper grown
in Uruguay (lamuya) did not have an influence on this non-preference
either, because no differences were observed in preference for lamuyo
or blodky sweet peppers. Although females afthe species O. tristicolor
were attracted to stimuli from sweet pepper follage as opposed to pure
air, they also were attracted to strawberry plants in the micro-plot test,
which could explain their absence on sweet pepper crops while still be-
ing found in ather hosts surrounding pepper greenhouses,

As acomplement, a ool toimprove the establishment and ooloniza-
tion by Onus could be banker plants located inside the greenhouse. Na-
tive species with good flowering and good acceptance by Orius should
be imvestigated, Determining a suitable flowering banker plant could im-
prove aopportunities for using the predator to control thrips by providing
asource of supplementary food in the farmof pollen|Huang et al. 2011),

Given that the horticultural greenhouses in Uruguay and in many
other countries are open, these results regarding Orius preference for
different crops may be very useful to aid in the design of spatial and
temporal management of different horticultural crops on a production
field in order to enhance the effectiveness of these predatory species,
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4 COMPATIBILIDAD ENTRE ORIUS INSIDIOSUS (HEMIPTERA:
ANTHOCORIDAE) Y AMBLYSEIUS SWIRSKII (ACARINA:
PHYTOSEIIDAE) EN EL CONTROL DE FRANKLINIELLA
OCCIDENTALIS (THYSANOPTERA: THRIPIDAE) EN PIMIENTO

En invernaderos es comun que los programas de control bioldgico de plagas recurran
a la utilizacion simultanea de varios enemigos naturales (Shipp y Ramakers, 2004). Si
entre los agentes de biocontrol surgen interacciones negativas en lugar de efectos
complementarios, la adicion de especies puede liberar a las poblaciones de herbivoros
de la presion de la depredacion o el parasitismo (Rosenheim et al., 1999). Una
interaccion muy extendida en las poblaciones de enemigos naturales es la depredacion
intragremial, cuya intensidad y resultado puede estar influenciada por varios factores
(Rosenheim et al., 1995). El bajo establecimiento de Orius insiduosus en los
invernaderos de pimiento podria estar influido por su compatibilidad con Amblyseius
swirskii en el control de F. occidentalis. Para ello se estudio, en condiciones de
laboratorio, el complejo A. swirskii-O. insidiosus-F. occidentalis, y si el fenémeno de
depredacidn intra-gremio podria afectar la depredacion de los trips. Estos estudios se

presentan a continuacion.
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RESUMEN

Los programas de control bioldgico, especialmente en invernadero, recurren cada vez
mas a la liberacion simultdnea de varios enemigos naturales contra las plagas. En
nuestro pais, el manejo de plagas en pimiento se basa en la liberacion de Orius
insidiosus y Amblyseius swirskii, dirigidos al control de Frankliniella occidentalis y
Bemisia tabaci. La liberacién de O. insidiosus se enfoca principalmente en el control
de los trips, pero una vez establecido puede contribuir al control de las moscas blancas.
Complementariamente, A. swirskii es liberado para controlar moscas blancas, pero
también puede predar trips. Sin embargo, los depredadores zoofitofagos no solo se
alimentan de plagas o alimentos provistos de plantas, sino también de otros enemigos
naturales con los cuales comparten presas (depredacion intragremio). De aqui que, la
liberacion combinada de depredadores generalistas podria dar como respuesta un
resultado negativo en el control biolégico de la plaga objetivo. Por lo tanto, resulto
importante evaluar la compatibilidad entre O. insidiosus y A. swirskii como
depredadores de F. occidentalis. Para ello en pruebas de laboratorio se estudio: (1) el
efecto de la densidad y la composicion de las presas sobre su depredacion por O.
insidiosus, (2) el cambio de presas por parte de O. insidiosus y (3) el efecto del género
de O. insidiosus en la preferencia de presas. Se encontrd que si las densidades relativas
de F. occidentalis y A. swirskii variaban, O. insidiosus siempre cambiaba a la presa
méas abundante. Machos y hembras de O. insidiosus prefirieron ninfas de F.
occidentalis sobre A. swirskii, y las hembras mataron mas presas que los machos. Dado
que O. insidiosus se alimento de A. swirskii, es aconsejable una postura de precaucion
al combinar antocéridos y acaros fitoseidos para el control de F. occidentalis. Serian
necesarios estudios a nivel de invernadero a fin de esclarecer cudl es el efecto final de

utilizar ambos depredadores en forma conjunta.

Palabras clave: antocoridos, predacion intragremial, control biologico, cambio de

presa, preferencia
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SUMMARY

Biological control programs, especially in the greenhouse, increasingly resort to the
simultaneous release of several natural enemies against pests. In our country, pest
management in peppers is based on the release of Orius insidiosus and Amblyseius
swirskii, aimed at controlling Frankliniella occidentalis and Bemisia tabaci. The
release of O. insidiosus is mainly focused on the control of thrips, but once established
it can contribute to the control of whiteflies. Additionally, A. swirskii is released to
control whiteflies, but it can also prey thrips. However, zoophythophagic predators not
only feed on pests or plant food, but also on other natural enemies with which they
share prey (intra-guild predation). Hence, the combined release of generalist predators
could give a negative result in the biological control of the target pest. Therefore, it
was important to evaluate the compatibility between O. insidiosus and A. swirskii as
predators of F. occidentalis. For this, in laboratory tests, the following were studied:
(1) the effect of the density and the composition of the prey on their predation by O.
insidiosus, (2) the change of prey by O. insidiosus and (3) the effect of the genus of O.
insidiosus in prey preference. It was found that if the relative densities of F.
occidentalis and A. swirskii varied, O. insidiosus always changed to the most abundant
prey. Male and female O. insidiosus preferred nymphs of F. occidentalis over A.
swirskii, and females killed more prey than males. Since O. insidiosus fed on A.
swirskii, a cautious stance is advisable when combining anthocorids and phytoseid
mites for the control of F. occidentalis. Studies at the greenhouse level would be
necessary in order to clarify the final effect of using both predators together.

Keywords: anthocorids, intraguild predation, biological control, change of prey,

preference
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41 INTRODUCCION

La aplicacion de programas de Manejo Integrado de Plagas esta cobrando cada
vez més importancia a nivel mundial, como un enfoque que combina numerosas
técnicas sanitarias con el objetivo de evitar dafios econdmicos causados por las plagas
(Viglianchino, 2013). La piedra angular de estos programas es el control biologico
(van Lenteren, 2009), el cual es ampliamente utilizado en numerosos paises y en
muchas situaciones, pero se ha desarrollado especialmente en cultivos protegidos por
el alto costo por superficie de estas producciones (van Lenteren y Bueno, 2003). En
estos cultivos los agentes de control se introducen periédicamente una o mas veces al
afio, con la finalidad que se multipliquen en los cultivos, pero sin establecerse de forma
permanente (Jacas y Urbaneja, 2008). En su implementacion, cada vez mas se procede
a liberar simultaneamente varias especies de depredadores generalistas contra plagas
comunes (van Lenteren et al., 2018, Calvo et al., 2009, Shipp y Ramakers, 2004).
Generalmente se trata de depredadores zoofitofagos, por lo cual se nutren de alimentos
provistos por las plantas, pero también de otros enemigos naturales (Rosenheim et al.,
1999, Rosenheim et al., 1995).

El modelo de complementariedad de especies sugiere que la mortalidad de
herbivoros que resulta de la accion combinada de diferentes especies de enemigos
naturales es igual (aditivo) o superior (sinérgico) a la suma de la mortalidad causada
por cada especie de enemigo natural (Snyder et al.,, 2005). Sin embargo, las
interacciones negativas entre los enemigos naturales, como la depredacion
intragremial, el hiperparasitismo facultativo o el comportamiento de interferencia,
pueden tener efectos sobre la supresion de los herbivoros (Schmitz, 2007, Rosenheim,
2007). Si entre los agentes de control surgen interacciones negativas, en lugar de
efectos complementarios, la adicion de especies puede liberar a los fitéfagos de la
presidn de la depredacion o el parasitismo (Rosenheim et al., 1999). Estos escenarios,
en los que las interacciones negativas entre los enemigos naturales aumentan a medida
que aumenta la diversidad, han afectado los esfuerzos de control biologico, al forzar a
los practicantes a decidir entre la liberacion de una sola especie superior de enemigos
naturales o multiples especies contra un herbivoro plaga (Bellows y Hassel, 1999). La

depredacion intragremial estd muy extendida en las poblaciones de enemigos naturales
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y se produce cuando un depredador intragremial puede afectar negativamente a otro,
bien al alimentarse de él o compitiendo por el recurso compartido (presa extragremial)
(Rosenheim et al., 1995). Puede ser unidireccional, con una especie funcionando como
el depredador superior (es decir, intragremio) y el otro como el depredador intermedio
(es decir, presa intragremio) o mutto, donde cada depredador tiene la capacidad de
consumir al otro (Holt y Polis, 1997, Polis et al., 1989). Por lo tanto, la liberacion
combinada de depredadores generalistas podria dar un resultado negativo en el control
bioldgico de la plaga objetivo (Rosenheim y Harmon, 2006, Janssen et al., 2003).

En Uruguay, desde 2013 numerosos productores comerciales llevan adelante
un manejo de las plagas del cultivo de pimiento bajo invernadero basado en la
liberacion de dos depredadores, el acaro Amblyseius swirskii (Athias) (Acarina:
Phytoseiidae) utilizado contra la mosca blanca del tabaco, Bemisia tabaci (Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae), y la chinche Orius insidiosus (Say) (Hemiptera:
Anthocoridae) para el control del trips occidental de las flores, Frankliniella
occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae). Dicho manejo se plantea como
alternativo al tradicional basado Unicamente en la aplicacion de insecticidas quimicos
y sigue lineamientos de las practicas habituales en paises europeos (Urbaneja et al.,
2003) y en Estados Unidos (Reitz et al., 2003).

Frankliniella occidentalis es una plaga grave, vector de enfermedades (TSWV,
Tomato spotted wilt virus) y causante de importantes dafios por alimentacion y
oviposicion (Reitz, 2009). Su control con insecticidas quimicos es dificil, ya que ponen
sus huevos dentro de los tejidos de la planta, y tanto los adultos como las larvas se
alimentan en lugares protegidos, como botones florales, que resguardan a la plaga de
la accion de los insecticidas (Brgdsgaard, 2004). Orius insidiosus se alimenta de larvas
y adultos de trips (Simone et al., 2001); mientras que A. swirskii mata principalmente
huevos y ninfas de mosca blanca, pero también puede depredar larvas de primer
estadio de trips (Wimmer et al., 2008). Algunos reportes indican que Orius spp. podria
alimentarse ademas de acaros (Urbaneja et al., 2003, Lara et al., 2002). Por tanto, si
bien el caracter generalista de Orius spp puede ser una ventaja cuando se considera el

control de las plagas de invernadero, también puede ser una fuente de preocupacion,
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debido a la posibilidad de interferencia con otros enemigos naturales (Cloutier y
Jonhson, 1993). Tal es el caso de A. swirskii (Chow et al., 2010).

En funcion de ello, surgié como tema de estudio la compatibilidad de A.
swirskii y O. insidiosus cuando se los emplea para el control de F. occidentalis, para
conocer si su interaccion incrementa o reduce la supresion de la plaga. Un segundo
objetivo fue determinar como la disponibilidad de presas puede afectar la tendencia de
O. insidiosus a matar a A. swirskii. Para ello, se vario la abundancia de F. occidentalis

en experimentos bajo condiciones controladas.

4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Insectosy plantas experimentales

Las colonias del trips occidental de las flores, F. occidentalis, se establecieron
a partir de individuos colectados en hojas y flores de pimiento (Capsicum annum L.,
Solanaceae) en la regién horticola de Salto (S 31°23’ - W 57°58"), Uruguay.

Los trips se multiplicaron en el laboratorio de Entomologia en la Estacién
Experimental de la Facultad de Agronomia en Salto (EEFAS) de la Universidad de la
Republica, siguiendo el protocolo descrito por Espinosa et al. (2002) y Steiner y
Goodwin (1998). Como sustrato vegetal se utilizaron plantas de poroto (Phaseolus
vulgaris L., Fabaceae), dispuestas en camaras de crecimiento con condiciones
controladas (25 + 1 ° C, 60 £ 5% HR, 16: 8h L: D). Cuando aparecieron las primeras
hojas, se les corto el peciolo y se las colocd en pequefios vasos conteniendo agua. Los
vasos se dispusieron en recipientes de vidrio (35 x 20 x 14 cm) con tapa ventiladas
cubiertas con malla fina. Se formaron cohortes sincronizados de trips mediante la
colocacion de adultos en dichas hojas y su transferencia a nuevas hojas luego de
transcurridas 24 horas. Estas hojas de poroto conteniendo la oviposicion de los trips
fueron colocadas en cajas similares a las descritas anteriormente y mantenidas durante
6-7 dias hasta la aparicién del segundo estadio ninfal, o hasta los 13-14 dias en que
aparecieron los adultos. Estos dos estados fueron los utilizados en los experimentos.

Individuos ofrecidos comercialmente de A. swirskii y O. insidiosus fueron
obtenidos de la empresa Brometan de Argentina. El &caro A. swirskii fue multiplicado

sobre hojas de pimiento, alimentado con huevos y ninfas de B. tabaci colectados en
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cultivos de pimiento en la region horticola de Salto. El antocérido O. insidiosus se crio
utilizando vainas frescas de poroto como sustratos de oviposicion y huevos de la polilla
de la harina, Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) como presa,
disponibles a partir de una unidad de produccién disponible en la Facultad de
Agronomia. Cada una de las colonias se colocé en recipientes de vidrio (35 x 20 x 14
cm) cubiertos con film extensible de polietileno de baja densidad (LLDPE) con alta
transparencia, en camara climatizada a 25 + 1°C, 60 + 5% HR, 16: 8h (L: D).

Las plantas de pimiento (cvar Bilano tipo Lamuyo) y de poroto Caupi (Vigna
unguiculata L. Walp.), crecieron individualmente en macetas plasticas de 20 cm de
didmetro y 10 cm de profundidad, bajo condiciones controladas (25°C y 70 % HR) con
riego, en un invernadero de polietileno del Departamento de Proteccion Vegetal-
Entomologia en EEFAS, hasta que alcanzaron un tamafio adecuado para los

experimentos (20-30 cm de altura).

4.2.2 Unidad experimental y condiciones de los experimentos

Los experimentos con depredadores y trips fueron realizados en una unidad
experimental que incluy6 un disco de hoja de pimiento (6 cm de didmetro) dispuesto
sobre papel de filtro humedecido con agua destilada. Dicha unidad se colocé en placas
de Petri de 9,5 cm de didmetro x 1,5 cm de profundidad, ventiladas a traves de un
orificio en la tapa cubierto con malla (20 x 10 hilos por cm?). Durante los
experimentos, que fueron de 24 horas de duracion, las placas se mantuvieron a 25 +
1°C, 60 + 5% HR, 16: 8h (L: D). Las hembras adultas de O. insidiosus fueron privadas

de alimentacion durante las 24 horas previas a su utilizacion.

4.2.3 Efecto del género de O. insidiosus en la depredacion de A. swirskii y F.
occidentalis

Para evaluar posibles diferencias en la depredacion de F. occidentalis y A.
swirskii por parte de machos y hembras de O. insidiosus, se colocaron 10 adultos de
F. occidentalis y 10 adultos de A. swirskii con un macho o una hembra de O. insidiosus

en las unidades experimentales antes descriptas. Se realizaron 12 repeticiones para
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cada género de O. insidiosus. Trascurridas 24 horas de la introduccion de los
antocoridos se contabiliz6 el nimero de presas muertas. Para estimar la mortalidad de
la presa debido a la manipulacion o la posible depredacion de F. occidentalis por parte

de A. swirskii se realizaron 12 repeticiones sin la presencia de O. insidiosus.

4.2.4 Efecto de diferentes densidades de F. occidentalis o de A. swirskii sobre la
depredacién por parte de O. insidiosus

Se evaluo la capacidad de depredacion de O. insidiosus sobre individuos del
segundo estadio ninfal (6-7 dias de vida) y adultos de F. occidentalis (13-14 dias de
vida), y adultos de A. swirskii, siguiendo el protocolo descripto por Chow et al. (2010).
En la unidad experimental ya descripta se probaron tres densidades: 5, 10 y 20 presas
(trips o acaros) /placa. Aproximadamente una hora luego de colocadas las presas, se
introdujo una Unica hembra adulta de O. insidiosus. Para evitar escapes, cada placa fue
sellada con su tapa y papel film. A las 24 horas se contabilizé el nimero de presas
muertas en el interior de las placas.

La mortalidad debido a la manipulacion fue estimada a partir de 10 repeticiones
para cada tipo de presa (segundo estadio o adultos de trips) usando 20 presas por placa

sin O. insidiosus. Todas las manipulaciones se realizaron con un pincel de punta fina.

4.2.5 Cambio de presa por parte de Orius insidiosus

Siguiendo el protocolo establecido por Chow et al. (2010) se evalud el cambio
de presa de hembras de O. insidiosus ofreciéndoles dos combinaciones de presas: 5 F.
occidentalis y 15 A. swirskii (relacion 1:3), 10 F. occidentalis y 10 A. swirskii (relacion
1:1), 15 F. occidentalis y 5 A. swirskii (relacion 3:1). Se repitio este experimento con
individuos de segundo estadio ninfal y adultos de F. occidentalis. En todos los casos
se utilizaron adultos de A. swirskii. Se completaron 10 repeticiones para cada relacion.

Para ello, en primer lugar, se transfirié a cada placa el nimero requerido de
trips, posteriormente se incorporaron los acaros y finalmente una hembra de O.
insidiosus. A las 24 horas de la introduccion de los antocoridos se contabilizd el

nimero de presas muertas.
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Los controles consistieron en depositar en forma conjunta en las unidades
experimentales 20 F. occidentalis: 20 A. swirskii sin O. insidiosus. Este experimento
se realizé con individuos de segundo estadio ninfal y con adultos de F. occidentalis.
En todos los casos se utilizaron adultos de A. swirskii. Se realizaron 10 repeticiones de

cada situacion.

4.3 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los recuentos y proporciones se verificaron para determinar la
normalidad y la homogeneidad de varianza (homocedasticidad). Para los experimentos
con diferentes densidades de presa, cambio de presas y de eleccion con ambos géneros
de O. insidiosus, se realiz6 un ANOVA de dos vias con "tipo de presa” y “densidad de
presas” como factores para detectar diferencias significativas en el nimero total de
presas muertas y las recuperadas entre los tratamientos. Un ANOVA unidireccional se
realiz6 para comparar nimeros de presas muertas y recuperadas en los controles. La
prueba de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey se utilizé para
determinar diferencias significativas entre pares de valores medios después de las

pruebas paramétricas.

44 RESULTADOS

4.4.1 Efecto del género (macho-hembra) de O. insidiosus en la depredacion de
A. swirskii y F. occidentalis

El nimero medio de presas muertas por hembras de O. insidiosus fue alrededor de un
30% mayor que las presas muertas por los machos para los dos tipos de presa (p =
0,023). El nimero de trips y acaros muertos por los machos de O. insidiosus no fueron
diferentes entre si (p = 0,756), mientras que las hembras mataron mas trips que acaros
(p =0,038) (Figura5.1).

La mortalidad de A. swiskii y F. occidentalis en las placas de control fue menor

al 10% de cada tipo de presa y no vario entre los dos tipos de presas (p = 0,842).

36



18 15c
16

14
12 %
10 T
6a
I |

Hembra Macho

o N B O

Figura 5.1. Numero medio de presas muertas (+SEM) de A. swirskii y F. occidentalis adultos
por hembras y machos de O. insidiosus: Negro-F. occidentallis, Gris claro-A. swirskii, Gris
oscuro-Presa total

4.4.2 Efecto de diferentes densidades de F. occidentalis 0 A. swirskii en la
depredacion por O. insidiosus

La depredacion se vio afectada por el tipo de presa (p = 0,013) y la densidad
de la presa (p = 0,023). No existid interaccion entre el tipo de presa y la densidad (p =
0,475). La depredacion de O. insidiosus se incrementd con la densidad de la presa
(Figura 5.2). La mortalidad de las presas provocada por el depredador fue mayor que
la registrada en los testigos (p = 0,019). En éstos, la mortalidad tanto de los trips como
de los acaros fue menor al 5% de la presa disponible y no varié con el tipo de presa (p
=0,152).

La depredacién de F. occidentalis por hembra de O. insidiosus aumenté con la
densidad de las presas (p = 0,047), al igual que la depredacién de adultos de A. swirskii
(p=0,032). No se encontraron diferencias entre adultos de F. occidentalis y adultos de
A. swirskii muertos por hembra de Orius (p = 0,613) a densidades de presas similares.
Por su parte, la depredacion sobre las ninfas de F. occidentalis fue mayor a la ocurrida
sobre los adultos de F. occidentalis y de A. swirskii (p = 0,035), que no se diferenciaron

entre si.
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Figura 5.2. Nimero medio de presas muertas de A. swirskii (adulto) y F. occidentalis (2
estadio, adulto) (+SEM) por una hembra de O. insidiosus expuesta a tres densidades de presa
5, 10 y 20 de cada tipo: Negro-adulto de A. swirskii, Gris claro-adulto F. occidentalis, Gris
oscuro-ninfa F. occidentalis

4.4.3 Cambio de presa por O. insidiosus

La depredacion total de O. insidiosus se vio influenciada por el tipo de presa,
la cantidad de presas y la relacion numérica entre las presas. Las hembras de O.
insidiosus optaron por el tipo de presa mas abundante (p = 0,038), aumentando el
consumo cuando existi6 mayor nimero de presas disponibles (p = 0,045). Cuando
adultos de A. swirskii y adultos de F. occidentalis estuvieron disponibles en igual
namero, las hembras de O. insidiosus no mostraron preferencia por un tipo de presa (p
=0,811) (Figura 5.3). Sin embargo, cuando adultos de A. swirskii y el segundo estadio
ninfal de F. ocidentalis estuvieron disponibles en cantidades iguales, las hembras de
O. insidiosus mataron el doble de trips que de acaros (p = 0,013) (Figura 5.4).

El nimero total de presas muertas fue influenciado por la relacion numérica
entre las presas (p = 0,015). En todas las combinaciones la presa méas abundante fue la
preferida (Figuras 5.3y 5.4).

La mortalidad de presas fue muy baja en los tratamientos control y no varid
con el tipo de presa o la relacion numérica entre ellas. No fue diferente el nimero de
presas muertas de A. swirskii y de adultos o del segundo estadio ninfal de F.
occidentalis en las placas control para cada una de las combinaciones de presas (p =

0,620) y la mortalidad promedio vario del 4 al 8%.
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Figura 5.3. Numero medio de adultos de F. occidentalis y adultos de A. swirskii muertos
(+SEM) por una hembra de O. insidiosus expuesta a diferentes relaciones numéricas entre las
presas: Negro- adultos F. occidentalis, Gris- adultos A. swirskii
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Figura 5.4. Numero medio de ninfas de F. occidentalis y adultos de A. swirskii muertos
(+SEM) por una hembra de O. insidiosus expuesta a diferentes relaciones numéricas entre las
presas: Negro- ninfas F. occidentalis, Gris- adultos A. swirskii

45 DISCUSION

Investigaciones que cuantifican los beneficios de combinar especies de Orius y
acaros depredadores para el control de F. occidentalis en cultivos de invernadero son
pocos Y sus resultados varian desde que no hay diferencias entre la liberacion de un
solo agente comparado a la liberacion de ambos (Chow et al., 2010, Madadi et al.,
2009, Chow et al., 2008, Skirvin et al., 2006), a una mayor reduccion del namero de
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trips si se utilizan ambos agentes simultdneamente (S6rensson y Nedstam, 1993,
Ramakers, 1993).

En nuestro estudio, el modelo de depredacion intragremial, que incluye un
depredador superior (depredador 1G), un consumidor intermedio (presa IG) y un
recurso compartido (Holt y Husel, 2007), quedd confirmado en la interaccion O.
insidiosus - A. swirskii - F. occidentalis sobre una hoja de pimiento. Es asi que Orius
insidiosus mat6 al acaro A. swirskii cuando estuvo disponible solo o en presencia de
F. occidentalis. Cuando el numero de ambas presas fue igual, O. insidiosus prefirio al
segundo estado ninfal de F. occidentalis frente a A. swirskii y no mostré diferencias
entre presas cuando se trat6 de adultos de F. occidentalis frente a A. swirskii.

Nuestros datos mostraron que la depredacién total y relativa de F. occidentalis
y/o A. swirskii por O. insidiosus dependia de los tipos y del nimero de presas
disponibles. Cuando el nimero de individuos de los distintos tipos de presas fue
diferente, la preferencia en todos los casos fue por la presa mas abundante. De ese
modo, cuando A. swirskii fue la mas abundante, esa presa fue preferida por O.
insidiosus frente a F. occidentalis, lo que indicaria la posibilidad para O. insidiosus de
sustituir la presa objetivo, alimentandose del otro depredador cuando los trips son poco
abundantes. Al mismo tiempo, cuando A. swirskii estd presente en el cultivo, seria
necesario un incremento importante de los trips antes de que O. insidiosus los
prefiriera. Se reafirma lo afirmado por van Baalen et al. (2001), sobre que el cambio
de presa puede mejorar el control biolégico al mantener a los depredadores sobre
presas alternativas cuando las plagas objetivo son raras, pero también, puede reducir
el control al distraer a los depredadores de atacar a las plagas objetivo sobre todo
cuando no son abundantes.

Estos resultados demuestran la necesidad de la precaucion al combinar
antocoridos y é&caros fitoseidos para el control de F. occidentalis. Encontramos
patrones similares de cambio de presa para O. insidiosus probados en combinaciones
de A. degenerans y F. occidentalis (Chow et al., 2008) y de A. swirskii y F.
occidentalis (Chow et al., 2010) ambas sobre rosas en invernadero. Esta situacion

también esta documentada para otras especies de Orius contra acaros, como O.
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majusculus (Brgdsgaard y Enkegaard 2005), O. laevigatus (Urbaneja et al., 2003, Lara
et al., 2002, Wittmann y Leather, 1997) y O. tristicolor (Cloutier y Johnson, 1993).

El confinamiento de los dos depredadores en una pequefia placa refleja en parte
la realidad. Es necesario tener cautela cuando se utilizan resultados experimentales de
laboratorio a pequefia escala para predecir posibles interacciones en invernadero
(Madadi et al., 2008). Las confrontaciones entre O. insidiosus y A. swirskii son mas
probables en una placa experimental que en plantas enteras en invernadero. Ademas,
varios factores pueden influir en la intensidad y el resultado de la depredacion
intragremial, como la movilidad de las presas, la estrategia de depredacion, la
especificidad de alimentacion, el tamafio relativo de las presas y la presencia de presas
extragremio (Madadi et al., 2009, Madadi et al., 2008, Lucas, 2005, Polis et al., 1989).

Si bien se ha dedicado mucha atencion a la influencia de la densidad y
distribucion de las presas en el comportamiento de alimentacion de los depredadores
(Luck, 1985), éstos también pueden estar influenciados por las caracteristicas de las
plantas hospederas de sus presas (Rapusas et al., 1996). Shipp y Whitfield (1991)
demostraron que la gran cantidad de tricomas en hojas de pepino en comparacion con
hojas de pimiento interfirieron en el patron de busqueda de A. cucumeris (Oudemans).
Ademas, cortar hojas puede afectar la ereccién del tricoma y la composicién quimica
de las hojas, lo que a su vez puede influir en las especies observadas (Madadi et al.,
2008).

Seria necesario realizar estudios a nivel de invernadero a fin de esclarecer cuél
es el efecto final de utilizar ambos depredadores en forma conjunta sobre la eficacia
de control sobre los trips. De acuerdo con Brodeur et al. (2002), la depredacién
intragremial por depredadores generalistas es menos importante en invernaderos que
en agroecosistemas anuales o perennes; debido a que los cultivos de invernadero se
consideran como ecosistemas simples con baja biodiversidad (Enkegaard y
Brgdsgaard, 2006). Por lo tanto, se requeririan mas investigaciones para comprender
mejor las interacciones de cambio entre antocéridos, acaros depredadores y trips en
entornos vegetales complejos y cOmo estas interacciones afectarian la supresion de las

poblaciones de trips. Mientras tanto, la necesidad de precaucion cuando se combinan
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especies de Orius y Amblyseius para el control de F. occidentalis deberia ser

mantenida.
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5 DISCUSION GENERAL, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

51 DISCUSION GENERAL

En numerosos paises los sistemas de produccidn agricolas intensivos basan la
proteccion contra las plagas en la utilizacion casi exclusiva de insecticidas quimicos.
Es sabido que el empleo masivo de insecticidas poco selectivos y persistentes, ha
generado graves problemas que dificultan la puesta en practica de una agricultura
sustentable (Romén, 2017). Por ello, uno de los objetivos en el contexto actual de la
lucha contra las plagas, es la disminucion en el empleo de insecticidas quimicos y la
promocion de otros métodos de control. Entre ellos, el control bioldgico de plagas es
un instrumento incorporable al manejo de plagas. Actualmente el control bioldgico es
una préctica en expansion. Hasta 2006, y en los poco mas de 100 afios de la
introduccién de Novius cardinales (Mulsant) en California, que permitié validar los
procedimientos de utilizacién de enemigos naturales (van Driesche y Bellows, 1996,
DeBach, 1974), se habian realizado mas de 5.000 introducciones de unas 2.000
especies de enemigos naturales exoticos, en 196 paises, con méas de 150 agentes de
control biol6gico disponibles comercialmente (van Lenteren et al., 2018, van Lenteren
et al., 2006). En una revision preliminar realizada recientemente se mencionan 715
especies de parasitoides, 436 especies de artropodos depredadores y 204 patdgenos
relacionadas con el biocontrol en América Latina y el Caribe (van Lenteren et al.,
2020).

La implementacién de una alternativa de control biolégico va siempre ligada a
un manejo integral de la plaga, donde se va evaluando la efectividad del método y
reduciendo las aplicaciones de productos quimicos. La clave de todo manejo integral
es conocer la bioldgica de la plaga a controlar y del agente de control bioldgico a
introducir; comprender sus ciclos de desarrollo para poder utilizar adecuadamente este
método de control (Roman, 2017).

Durante los Gltimos afios se han desarrollado con éxito programas de manejo
de plagas basados en el aumento de depredadores zoofitdéfagos en invernaderos (van
der Blom, 2007). En pimiento, la liberacion de A. swirskii y Orius spp. ha

proporcionado un control de dos plagas claves del cultivo, el trips occidental de las
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flores, F. occidentalis, y la mosca blanca del tabaco, B. tabaci (Viglianchino, 2013,
Belda y Calvo, 2006). Estos son los agentes de control mas comercializados en el
mundo, por su eficacia y porque son capaces de sobrevivir mucho tiempo sin alimento
(Robledo et al., 2009).

Nuestro pais no ha quedado fuera de esta realidad. En 2013 se produjo un
cambio en el manejo de plagas en los cultivos de pimiento bajo invernadero, basado
en la utilizacion de dos agentes de control biologico: el acaro A. swirskii y el antocorido
O. insidiosus destinados al control de B. tabaci y F. occidentalis. Los resultados
obtenidos con A. swirskii han sido sumamente auspiciosos, dado que ha logrado
instalarse muy bien y controlar de forma eficaz las poblaciones de mosca blanca, con
una reduccion importante en la utilizacion de productos de sintesis. No han sido asi los
resultados con O. insidiosus, el cual no ha logrado establecerse en el cultivo de
pimiento y controlar las poblaciones de trips (Basso y Cibils, 2020, Basso et al., 2020).

Los depredadores omnivoros, incluido O. insidiosus, son conocidos por
suplementar su dieta carnivora alimentandose de las plantas hospederas de sus presas,
al consumir savia, polen y néctar (Lundgren et al., 2008, Armer et al., 1998, Cocuzza
et al., 1997). Ademas, las interacciones entre plantas-presas-omnivoros influyen en el
aspecto conductual en el que se seleccionan las plantas para la oviposicion, y en el
aspecto fisiologico en el que las plantas difieren en su idoneidad para el crecimiento,
supervivencia y reproduccion del insecto (Coll, 1996). Tanto factores quimicos como
fisicos influyen como atractivos para las hembras al momento de seleccionar un
sustrato de oviposicion, involucrando los volatiles de la planta y la textura y el grosor
del tejido, o incluso la combinacién de ambos tipos de factores (Richards y Schmid,
1996). Dado que las hembras de Orius spp. ponen sus huevos dentro de los tejidos de
la planta, la preferencia de las hembras por determinados sustratos est4 también
influenciada por las facilidades de insercion del ovipositor, de los huevos o incluso la
idoneidad de las diferentes plantas o secciones de las mismas para su desarrollo (Coll,
1996). Se sabe que las plantas ponen de manifiesto distintos mecanismos de defensas
a fin de protegerse del insecto, afectando la fertilidad, longevidad, crecimiento u
oviposicion de éstos (antibiosis) (Painter, 1951).
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Los resultados de la tesis permitieron demostrar que las hembras de O.
insidiosus aceptaron los frutos de pimiento como sustrato para oviposicion vy
desarrollo, cuando se los compar6 con vainas de poroto, sustrato en los cuales se lo
multiplica comercialmente. Se descartdé de ese modo la existencia de un efecto de
antibiosis que explicara las dificultades de este depredador de establecerse y colonizar
el cultivo de pimiento.

Otro factor que podria estar interviniendo es la gran diversidad de cultivos
(pimiento, tomate, maiz, frutilla, etc.) que presenta el sistema horticola en Uruguay en
forma simultanea. En ese escenario, los depredadores liberados en el pimiento podrian
verse atraidos por otras plantas hospederas de sus presas. Sumado a ello, los
invernaderos son abiertos, no existiendo cerramientos o barreras fisicas que impidan
su dispersion fuera del mismo. Las especies de Orius spp. se caracterizan por presentar
gran movilidad, con alta capacidad de vuelo de los adultos (Viglianchino, 2013), por
lo que pueden desplazarse facilmente de un lugar a otro y asi localizar nuevos
hospederos. Ademas, se trata de un agente de control muy polifago capaz de ser atraido
por una amplia gama de cultivos (Navarro Viedman et al., 2006).

Nuestros estudios de olfatometria y libre eleccion verificaron la existencia de
antixenosis o no preferencia, fendmeno que hace que el insecto evite una planta ya sea
para la oviposicion, alimentacion o refugio (Painter, 1951). Asi, las hembras adultas
de O. insidiosus mostraron preferencia por los estimulos olfativos provenientes de las
plantas de frutilla sobre las plantas de pimiento, ambas en floracion. Reportes de otros
autores indican que O. insidiosus muestra claras preferencias para algunas plantas
como sustratos de oviposiciéon (Lundgren y Fergen, 2006, Coll, 1996) y las especies
de plantas son incluso mas importantes para la seleccion del sitio de oviposicién que
la disponibilidad de presas (Seagraves y Lundgren, 2010). Se realizaron los mismos
estudios con O. tristicolor, especie que coloniza naturalmente el area horticola tomada
como referencia para realizar estos estudios. Los resultados fueron similares que con
O. insidiosus, descartando que pudiera jugar un rol complementario con éste en el
control bioldgico de F. occidentalis.

Como otra fuente de explicacion de la baja eficacia de O. insidiosus, se tuvo en

cuenta la compatibilidad de este agente de control con el otro enemigo natural, A.
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swirskii, incluido en el programa de control bioldgico en el cultivo de pimiento bajo
invernadero en Uruguay. El uso de diferentes enemigos naturales para el control de
diversas especies plagas resulta en la creacion de complejas redes alimentarias
artificiales en cultivos horticolas (Bouagga, 2018). Esto implica que, las densidades
de las plagas no solo son manejadas por sus enemigos naturales, sino también por
interacciones directas e indirectas con otras plagas y otros enemigos naturales; asi,
tales interacciones pueden afectar al control bioldgico (Janssen et al., 1998). La
depredacion intragremial (DIG) estd muy extendida en las poblaciones de enemigos
naturales y se produce cuando un depredador intragremial puede afectar negativamente
a otro, bien al alimentarse de €l o compitiendo por el recurso compartido (presa
extragremial) (Rosenheim et al., 1995). Puede ser unidireccional, con una especie
funcionando como el depredador superior (es decir, intragremio) y el otro funcionando
como el depredador intermedio (es decir, presa intragremio) o mutuo, donde cada
depredador tiene la capacidad de consumir al otro (Holt y Polis, 1997, Polis et al.,
1989).

Se pudo confirmar el modelo de depredacion intragremial en la interaccién O.
insidiosus - A. swirskii - F. occidentalis sobre una hoja de pimiento en cajas
experimentales. Nuestros resultados en condiciones experimentales revelan una DIG
aparentemente unidireccional, donde A. swirskii es presa intragremio de O. insidiosus
cuando se agrega como alimento compartido adultos o ninfas del trips F. occidentalis.

Aunque, muchos estudios de DIG unidireccional entre los enemigos naturales
utilizados para el control de plagas en invernadero, no han reconocido efectos
significativos de la DIG en el control bioldgico (Yano, 2005). La posible coexistencia
entre los antocoridos y los acaros podria ser resuelta en condiciones de invernadero
mediante la disponibilidad de una dieta mixta (diversidad de presas) y un aumento en
la densidad de las plantas que pueden ofrecer refugio y evitar posibles interacciones
entre los depredadores (Bouagga, 2018).

Dado que las plagas provocan importantes pérdidas en los cultivos horticolas
bajo invernadero, comprender el funcionamiento de las interacciones entre la planta,
las especies plaga y los enemigos naturales es la base para promover métodos de

control méas eficaces y respetuosos con el medio ambiente que los insecticidas
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quimicos, permitiendo el desarrollo de una agricultura sustentable. Los resultados
obtenidos enfatizan una vez mas la importancia de realizar estudios locales para
determinar los agentes de control a ser utilizados en el control de insectos plagas en

cultivos locales.

5.2 CONCLUSIONES

1) Los depredadores zodfagos O. insidiosus y O. tristicolor cuando estan
confinados no presentan antibiosis frente a frutos de pimiento.

2) Orius insidiosos y O. tristicolor presentan antixenosis hacia la planta de
pimiento, que se traduce en una mayor preferencia por plantas de frutilla
(ambos cultivos en floracion) cuando esta en su proximidad. Este bajo
establecimiento en pimiento podria estar explicando su baja eficacia en el
control de F. occidentalis en dicho cultivo.

3) Existe depredacion intragremial entre O. insidiosus y A. swirskii, que obliga a
ser prudentes si se los libera simultaneamente para el control del trips F.

occidentalis en pimiento en Uruguay.

5.3 PERSPECTIVAS

Seria conveniente continuar los estudios en el sistema depredadores (O.
insidiosus, A. swirskii) - F. occidentalis - planta de pimiento, centrados en los volatiles
florales de frutilla, a fin de identificar y utilizar los compuestos quimicos que estimulan
la seleccion de esa planta hospedera (atraccion, retencion) por parte de las hembras de
O. insidiosus.

Se deberian realizar evaluaciones en condiciones de invernadero a fin de
configurar una estrategia de diversificacion que involucre tambiéen el uso de plantas
trampa o plantas banco asociadas al sistema productivo que puedan servir de refugio.
El uso de atrayentes quimicos de enemigos naturales en las areas de concentracion de
las plagas reduciria el tiempo de busqueda de los depredadores y evitaria la migracion
del depredador en el caso de baja densidad de presas o presencia de plantas hospederas

mas atractivas en el exterior.
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También seria necesaria la realizacion de estudios a nivel de invernadero a fin de
esclarecer la intensidad de la DIG, donde A. swirskii es presa intragremio de O.
insidiosus, y cudl es el efecto final de utilizar ambos depredadores en forma conjunta.
La posible coexistencia entre los antocoridos y los &caros podria ser estudiada en
condiciones de invernadero suministrandoles una dieta mixta (diversidad de presas) y
un aumento en la densidad de las plantas, que podrian ofrecerles refugio que
contribuyan a evitar posibles interacciones entre los depredadores.

Dado que los invernaderos horticolas en Uruguay son abiertos, la dimension a
nivel predial deberia ser incorporada, investigando sobre el manejo espacial y temporal
de diferentes cultivos horticolas, con el fin de mejorar la eficacia de estas especies
depredadoras.

El sector productivo horticola es uno de los mas dinamicos de nuestra agricultura.
Se trata de una produccidn intensiva que favorece la proliferacion de plagas. Debido a
la creciente demanda por parte de los consumidores de productos sin residuos quimicos
y précticas agricolas respetuosas del ambiente, se incrementa la necesidad de una
agricultura sostenible, y por lo tanto de bajo impacto ambiental. El control bioldgico
se instala como la herramienta principal en el control de plagas en estos cultivos, en la

busqueda de productos inocuos, diferenciados y de mas valor.
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