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[Selecci()n\ de una especie de Trichogramma (Hym., Trichogrammatidae) para el control

bioldgico de la polilla de la patata Phthorimaea operculella (Lep., Gelechiidae) mediante
el estudio del comportamiento de parasitacion del huésped
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Resumen

Las plagas que actualmente ocasionan mayores pérdidas economicas en el cultivo de patata |

[Espafia son las denominadas “polilla comdn de la patata” Phthorimaea operculella y “polilla

///{ Comentado [TCG1]: Revisor 2: Numeracion de linea continua en

todas las paginas: HECHO.
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guatemalteca de la patata” Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae). Por ello, se hd [llevadp
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a cabo un estudio, en condiciones de laboratorio, para evaluar el potencial biolégico de dos
especies de parasitoides de huevos: Trichogramma achaeae y T. cacoeciae (Hym.:
Trichogrammatidae) como agentes de control P. operculella. Se han realizado tres grupos de
ensayos: “no eleccion” de huésped, “eleccion” de huésped y estudio del comportamiento de
parasitacion. En todos los ensayos se compararon los huevos de la plaga frente al huésped de
cria de los parasitoides: Ephestia kuehniella. En los resultadoi ensayo de “no eleccion”; s
ha encontrado que T. achaeae parasitd significativamente mas huevos huéspedes de ambas
especies que T. cacoeciae. Asi, la mortalidad total de huevos en P. operculella fue del
92,78+13,47% para T. achaeae frente al 70,88+15,11% para T. cacoeciae. A su vez, en el
ensayo de “eleccién” se ha encontrado que las hembras adultas de ambas especies de
parasitoides presentaron una preferencia por los huevos de P. operculella (8. = 0,58+0,10 y 3,
= 0,61+0,17 para T. achaeae y T. cacoeciae, respectivamente). Por Gltimo, en el ensayo de
comportamiento de parasitacion, se ha encontrado que T. cacoeciae presento significativamente

menores tiempo[ |de blisqueda y menores tiempos de manipulacion de ambos huevos huéspedek
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que T. achaeae. Ambas especies de Trichogramma parecen ser buenos candidatos como
agentes de control biolégico de P. operculella, lo que debe ser confirmado posteriormente
mediante estudios en campo y en almacén.

Palabras clave: Parasitoides o6fagos, seleccion de huésped, aceptacion de huésped, [

| de blisqueda, tiempo de manipulacion.
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Selection of a Trichogramma species (Hym., Trichogrammatidae) for the biological
control of the potato moth Phthorimaea operculella (Lep., Gelechiidae) by host-parasitism
behavioral study

Abstract

Currently, the “potato tubelworm” Phthorimaea operculella and the “Guatemalan potato moth”

| //{ Comentado [TCG7]: Correccién nueva de los autores.

Tecia solanivora (Lep.: Gelechiidae) are the two pests of the greatest economic importance in
Spanish potato crops. For this reason, the potential as biological control agent of two egg
parasitoid species (Trichogramma achaeae and T. cacoeciae) (Hym.: Trichogrammatidae) of
the pest species P. operculella has been studied, under laboratory conditions. Three groups of
trials have been carried out: "non-choice" test, “"choice™ test, and study of parasitic behavior. In
all the trials the eggs of the pest specie were compared with the rearing host of the parasitoids:
Ephestia kuehniella. In the results, "no choice" test, T. achaeae parasitized significantly more
eggs of both species than T. cacoeciae. Thus, total egg mortality in P. operculella was 92.78 +

13.47% by T. achaeae versus 70.88 + 15.11% by T. cacoeciae. In turn, in the “choice" test, it

was found that adult females of both parasitoid species preferred P. operculella eggs (52
0,58+0,10 y f> = 0,61+0,17 para T. achaeae y T. cacoeciae, respectively). Finally, in the
parasitic behavior test, it was found that T. cacoeciae showed significantly shorter host
searching times and shorter host handling times than T. achaeae. Both Trichogramma species
seem to be good candidates as biological control agents of P. operculella, which must be

subsequently confirmed by field and warehouse trials.
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Key words: egg parasitoids, host selection, host acceptance, foraging behavior, searching time,
handling time.
Introduccién

La patata (Solanum tuberosum L.) esté\ como uno de los cuatrb

///{ Comentado [TCG8]: Revisor 2: ACEPTADO.

cultivos mas importantes para la alimentacion humana, con una produccion mundial de 195

millones de toneladas y una superficie [ de 19 millones de hectareas (FAOSTAT,

/{ Comentado [TCG9]: Revisor 2: ACEPTADO.

2018).

Las plagas que actualmente ocasionan mayores pérdidas econémicas en el cultivo de
patata en Espafia son las denominadas “polilla comdn de la patata” Phthorimaea operculella
(Zeller) (Lep.: Gelechiidae) y “polilla guatemalteca de la patata” Tecia solanivora (Povolny)
(Lep.: Gelechiidae).

De ellas, T. solanivora fue detectada en Canarias en 1999, llegando a producir pérdidas
cercanas al 50% de la produccion total en algunas campafas (Trujillo-Garcia y Perera-

Gonzalez, 2017). | n la Peninsula, esta plaga se detecté por primera vez eh

- comentado [Tc610]: Revisor 2: ACEPTADO.

septiembre de 2015 en varios términos municipales de las provincias de A Corufia y Lugo
(Galicia); asi como en el Principado de Asturias (MAPAMA 2017).
A su vez, la “polilla comdn de la patata” es una de las plagas mas importantes de los

cultivos de patata a nivel mundial, | pu llegar a producir hasta un 80% d
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pérdidas en campo, asi como dafios importantes durante el almacenamiento (Rondon, 2010).
Es una especie cosmopolita que esta ampliamente extendida en los cinco continentes
(EPPO, 2015); asi como en todas las zonas de cultivo de patata del territorio espafiol.

En Espafia, P. operculella se citéH por primera vez. en el afio 1925 en Valencia, aunqug

///{ Comentado [TCG12]: Revisor 2: ACEPTADO.

posiblemente llevase mas tiempo en la Peninsula Ibérica (Garcia-Mercet, 1925). Sus larvas
forman galerias en el interior de los tubérculos, inutilizandolos para el consumo. Ademas,

perforan los tallos y hojas de la planta, debilitindola y reduciendo los rendimientos, aunque los



76  dafios mas importantes se producen después de la cosecha, cuando se almacenan los tubérculos
77  (Kroschel y Schaub, 2013).

78 Hasta la fecha, el control quimico con insecticidas ha dado buenos resultados para

79  controlar la “polilla comdn de la patata” en campo y 1| almacenamiento (Trujillo-Garcia y —{ comentado [TCG13]: Revisor 2: ACEPTADO.

80  Perera-Gonzalez, 2014). Sin embargo, la aparicion de resistenciald a insecticidas, conjuntamente —{ comentado [TCG14]: Revisor 2: ACEPTADO.

81 con la cada vez més restrictiva lista de sustancias activas permitidas y la importancia de los
82  residuos quimicos en las hortalizas, hace que cada vez se tengan mas en cuenta otros tipos de
83  alternativas, como el uso de agentes de control bioldgico (Perera-Gonzalez et al., 2009).

84 Las liberaciones de himendpteros parasitoides odfagos del género Trichogramma
85 Westwood (Hym., Trichogrammatidae), constituyen un importante componente en los
86 programas de manejo integrado de plagas para el control bioldgico de lepidopteros (Mills,
87  2010). Asi, las especies de Trichogramma son los parasitoides mas empleados como agentes

88  de control bioldgico de especies plaga en cultivos y masas forestales a nivel mundial debido a

89  suefectividad, |2 4 la facilidad para su produccion en biofabricas| la bajos costes|y a su amplio _—{ comentado [TcG15]: Revisor 2: ACEPTADO.

\‘[ Comentado [TCG16]: Revisor 2: ACEPTADO.
90 rango de especies huésped (Cabello, 1985). Varias especies de este género son Iiberadaj Comentado [TCG17]: Revisor 2: ACEPTADO.
91 en mas de 33 millones de hectareas i —{ comentado [TCG18]: Revisor 2: ACEPTADO.
92 diferentes cultivos; ello para el control biolégico de diversas especies plaga de lepidopteros —{ Comentado [TCG18]: Revisor 2: ACEPTADO.

_J ) WA

93  (Hajeky Eilenberg, 2018).

94 Por otra parte, existen pocos antecedentes disponibles sobre aspectos relacionados con
95  especies de Trichogramma como parasitoides de P. operculella. Se ha citado el potencial
96  bidtico de algunas especies de este género para controlar la plaga, como p. €j. T. pretiosum
97 (Riley), T. cacoeciae (Marchal), T. evanescens, (Westwood) y T. brasiliensis (Ashmead)

98  (Harwalkar et al. 1987; Pratissoli y Parra, 2000; Saour et al., 2004). Ademas, especies no

99 identificadas de este género hal| aparecido en prospecciones de enemigos naturales de la “polilla _—{ comentado [TcG20]: Revisor 2: ACEPTADO.

100  de la patata” en Colombia (Kroschel y Schaub, 2013).
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No es la primera vez que se utilizal especies de Trichogramma 1] el control biol6gich
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de la “polilla comun de la patata” en Espafia. Asi, Urquijo (1944) introdujo desde Estados
Unidos de América y llevo a cabo la cria en masa de T. minutum y T. pretiosum en la antigua

Estacion Fitopatolégica de A Corufia. | ealizé sueltas de T. minutum en més de 44

\\‘[ Comentado [TCG22]: Revisor 2: ACEPTADO.
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parcelas con cultivo comercial en las zonas costeras de Galicia, desde Muros (A Corufia)] hasta

__{ comentado [TcG241: Revisor 2: ACEPTADO.

la desembocadura del Mifio (Pontevedra). Los resultados, en los casos \ que se dispuso de

- comentado [TcG25]: Revisor 2: ACEPTADO.

datos, fueron muy buenos con un resultado favorable de control en el 54,6% de los casos, no
favorable en el 29,5% y dudoso en el resto (15,9%). Asimismo, este autor destaco la
importancia de la coincidencia de dichas liberaciones con los maximos de oviposicion de los
adultos de la “polilla comdn de la patata”.

En el presente trabajo, dos especies autdctonas de Trichogramma fueron evaluadas en

condiciones de laboratorio mediante el estudio del parasitismo, emergencia, desarrollo, eleccion

de huésped en condiciones de “no-eleccién” y “eleccién”| asi como por el estudio dél

///{ Comentado [TCG26]: Revisor 2: ACEPTADO.

comportamiento de parasitacion. Todo ello con el objetivo de seleccionar la especie de
parasitoide de huevos con mejor potencial biético para el control de la “polilla comdn de la
patata”. En este sentido, hay que sefialar que el parasitismo y la idoneidad de los huevos de
especies plaga, usualmente determinado mediante el porcentaje de huevos parasitados y el
ntmero de adultos emergidos, entre otros parametros, son fundamentales para la seleccion de
un buen agente de control bioldgico (Hou et al., 2018).
Material y métodos

Material bioldgico y condiciones experimentales

Los ejemplares de los parasitoides T. achaeae y T. cacoeciae, utilizados en los ensayos,
se obtuvieron de poblaciones naturales de huevos parasitados de lepiddpteros y hemipteros
Scutelleridae en las localizaciones de Fuencaliente (Isla de la Palma, Espafia) (28° 28” 43” N,

17° 51’ 42” W) vy Sierra de Cazorla (Jaén, Espafia) (37°47'43.2" N, 2°54'26.9" W),
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respectivamente. PosteriormenteH dichas especies fueron mantenidas artificialmente en el
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laboratorio de Entomologia Agricola de la Universidad de Almeria durante 9 y 6 afios,
respectivamente, antes del inicio de los ensayos.

Para la cria se utilizaron huevos de la “polilla mediterranea de la harina”, Ephestia
kuehniella (Zeller) (Lep., Pyralidae) siguiendo la metodologia descrita por Cabello (1985). Para
ello, en dos cartulinas de 2 x 7 cm, se adhirieron aproximadamente 2000 huevos con agua y se
introdujeron en tubos de plastico de 130 ml donde se encontraban los parasitoides adultos en
proporcion de 1:4 (adultos del parasitoide:huevos huéspedes), como alimento se aporté una
linea fina de miel aplicada con una aguja.

La poblacion de P. operculella, fue criada en el mismo laboratorio y se inicié con
ejemplares suministrados por el Laboratorio de Sanidad Vegetal de Almeria (Junta de

Andalucia, Espafia). La cria| 'se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por

__{ comentado [TcG28]: Revisor 2: ACEPTADO.

Fenemore (1977) utilizando patatas pequefias, tipo guarnicién, como alimento para las larvas.
Para que se iniciase el desarrollo larvario sobre las patatas, discos de papel de filtro con huevos
de la polilla provenientes de las camaras de apareamiento y oviposicion de los adultos
(aproximadamente 20 parejas de adultos confinadas en vasos de plastico de 1000 ml de volumen
cerrados con goma elastica y gasa quirdrgica) se dejaban en contacto con los tubérculos
previamente agujereados superficialmente para facilitar la penetracion de las larvas neonatas.
Ademas, disponian de una capa de vermiculita para favorecer su posterior transformacion en
pupa. Una vez completado el desarrollo larvario, el sustrato era tamizado para retirar las pupas
y colocarlas nuevamente en cdmaras de oviposicién hasta la emergencia de los adultos.

En todos los casos anteriores, las poblaciones de insectos fueron criadas en condiciones
climéaticas controladas a 25+1°C, 60-80% de humedad relativa (H.R.) y fotoperiodo de 16:8

(L:O). A su vez, los huevos de E. kuehniella (irradiados con luz UV) empleados en los
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diferentes ensayos fueron suministrados semanalmente por la empresa Biotop® (Valbonne,
Francia).

Ensayo de “no eleccion” de huésped

Se realizd un primer ensayo del tipo “no eleccion” en el que se evaluaron la aceptacion

y parasitacion por parte de las dos especies de Trichogramma | PP. operculellh

- comentado [TcG29]: Revisor 2: ACEPTADO.

y E. kuehniella (este Gltima huésped habitual de cria). Para ello, se utilizaron hembras de T.

/{ Comentado [TCG30]: Revisor 2: ACEPTADO.

achaeae (previamente apareadas) o T. cacoeciae que fueron colocadas individualmente en
tubos de ensayo (7 cm x 1 cm de diametro). A continuacion, en cada tubo de ensayo se introdujo
una cartulina blanca (0,9 x 5,0 cm) que llevaba adheridos 15 huevos de E. kuehniella o de P.
operculella; también, en dicho momento, se aporté (sobre las paredes del tubo de ensayo) unas
gotas de miel (como alimento de las hembras). Los tubos de ensayo fueron posteriormente

tapados con algodén y | las hembras | parasitar durante 24 horad,

__{ comentado [TcG31]: Revisor 2: ACEPTADO.

en las condiciones ambientales anteriormente indicadas.

El disefio experimental fue univariante factorial, totalmente aleatorio, con dos factores
implicados: especie de parasitoide (a dos niveles: T. achaeae y T. cacoeciae) y especie de huevo
huésped (a dos niveles: P. operculella y E. kuehniella); el nimero de repeticiones fue variable

de 10 a 19 por tratamiento. Al final del ensayo, los datos recogidos fueron: (l)[ porcentaje db

"~ comentado [TCG32]: Revisor 2: ACEPTADO.
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parasitismo aparente (huevos huéspedes parasitados que viraron a color negro; respecto a los
huevos no parasitados que quedaban de color blanco-anacarado), (2) porcentaje de mortalidad
total (por parasitismo y por depredacidn; en este caso, por alimentacion en el huevo huésped,
“host-feeding”, por parte de la hembra, sin llegar a ser parasitados) y (3) emergencia de adultos
del parasitoide correspondiente (F1). Los valores del nimero de huevos huéspedes parasitados
fueron analizados estadisticamente mediante modelo lineal generalizado (MLGZ) con la

distribucion de Poisson y la funcion de enlace logaritmo; a su vez, los valores medios fueron
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comparados por pares mediante el test de Wald. Para ello se us6 el software estadistico IBM
SPSS version 23.
Ensayo de “eleccion” de huésped

El segundo ensayo fue del tipo “eleccion”. Para ello, se siguié la misma metodologia

anteriormente sefialada, | con la excepcion de que a cada hembra aislada de Trichogramma __—{ comentado [TCG34]: Revisor 2: ACEPTADO.
se le ofrecieron, simultaneamente, huevos de | dos huéspedes, E. —{ Comentado [TCG35]: Revisor 2: ACEPTADO.
kuehniella y P. operculella, a las densidades de 8 huevos [ de cada una de

. El disefio experimental fue univariante factorial, totalmente aleatorio, con dos

/{ Comentado [TCG36]: Revisor 2: ACEPTADO.

factores implicados: especie de parasitoide (a dos niveles: T. achaeae y T. cacoeciae) y especie

de huevo huésped (a dos niveles: P. operculella y E. kuehniella)l. Al final del ensayo se registré

///{ Comentado [TCG37]: Revisor 2: ACEPTADO.

el nimero de huevos huéspedes parasitados. Estos datos se analizaron estadisticamente
mediante el modelo lineal generalizado (MLGZ). Las medias se compararon usando el mismo
test y software estadistico antes indicado. En este ensayo, el nimero de repeticiones por
tratamiento fue de 20.

Se evalu6 también la preferencia de las hembras de cada especie de Trichogramma por
los huevos de las dos especies huéspedes. Para ello se utilizé el indice de preferencia de Manly
(82) (Manly et al., 1972). La expresion de dicho indice, segiin Chesson (1983), fue la siguiente:

(n; — 1))
n;

Ln

po=—t—
T i)

donde f, es el indice de preferencia de Manly (sin reposicidn), ri es el nimero de huevos
huéspedes parasitados y n; es el nimero de huevos huéspedes ofertados; i = 1y 2, representa
las dos diferentes especies de huevos huésped utilizados. Hay que sefialar que cuando el valor
del indice de preferencia de Manly es > > 0,5 indica preferencia, indiferencia cuando . = 0,5

y rechazo si f» < 0,5. Los valores del indice de Manly, obtenidos para cada especie de
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Trichogramma, especie de huésped y repeticion fueron analizados estadisticamente mediant

£l test de Wilcoxon usando el mismo software estadistico antes indicado.
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Estudio del comportamiento de parasitacion del huésped

A una hembra aislada de cada especie de parasitoide se le ofrecié una cantidad de 5
huevos de E. kuehniella o de P. operculella, en tandas por separado, pegados con agua en papel
vegetal (circulo de diametro = 3 cm) y una distribucidn tipo “cinco de oros” (“patch” o parche).
Para ello, cada hembra y patch de huevos huéspedes fueron colocados dentro de una placa Petri
de vidrio (didmetro = 3 cm), permitiendo la parasitacién durante 1 hora.

El disefio experimental fue univariante factorial, no totalmente aleatorio, con tres
factores implicados: especie de parasitoide (a dos niveles: T. achaeae y T. cacoeciae), especie
de huevo huésped (a dos niveles: P. operculella y E. kuehniella) y orden de parasitacion de los
huevos huéspedes (a 5 niveles).

En este ensayo|| los valores medidos fueron el tiempo empleado en la basqueda ddl

///{ Comentado [TCG39]: Revisor 2: ACEPTADO.

huevo huéspedH dentro del “patch” o parche (Ts) y el tiempo de manipulacion del huésped (T

- comentado [TcG40]: Revisor 2: ACEPTADO.

que corresponde a la suma de los tiempos empleados en la secuencia de oviposicion estandar
de las hembras adultas de Trichogramma: (1) primer contacto con el huésped mediante las
antenas; (2) examen de la superficie del huevo huésped mediante las antenas antes de su
perforacion con el ovipositor; (3) perforacion (puncién con éxito del corion del huésped); (4)
insercion completa del ovipositor y movimiento abdominal (pero antes del bombeo abdominal
del huevo propio), y (5) oviposicién (deposicion del huevo propio en el huevo huésped)

(Nurindah et al., 1999a)| |
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Hay que sefialar que la observacion directa del comportamiento por parte de un
observador humano puede causar interferencias en el comportamiento del animal observado y
comprometer asi la validez de los datos como ha sido sefialado por Wade et al. (2005). Por este

motivo y para facilitar el procesado de recogida de la informacién, en dichas condiciones y sin
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interferencia humana, se tomé una foto cada 10 segundos durante la realizacién de los ensayos
mediante una camara digital Eos 550D® (Canon), lente: EFS 18-55 con funcién macro y dotada
de un tubo de extension de 12 mm para permitir una menor distancia de enfoque. La cdmara se
conectd mediante cable a un ordenador mediante el software “communication software for the
camera EOS utility”, version 2.14. Se utiliz6 iluminacion diascdpica (luz transmitida) para
obtener las fotografias. Debido al tipo de lente utilizada y la resolucion en pixeles necesarios,
solo se pudieron capturar las imagenes de 6 arenas al mismo tiempo. Por este motivo el proceso
se debid repetir durante varios dias; en cada sesidn de fotos se dispusieron al azar los distintos
tratamientos y repeticiones utilizadas. Ya que el ensayo no pudo realizarse al mismo tiempo,
las repeticiones son en realidad pseudo-repeticiones y como tales fueron tratadas en los analisis
estadisticos llevados a cabo tal y como se explica mas adelante. Las fotografias, después de
tomadas, fueron montadas secuencialmente mediante el software Virtual Dub version 1.49 lo

que permiti6 la visualizacién del comportamiento y |2 anota los tiempos empleados por

| //{ Comentado [TCGA42]: Revisor 2: ACEPTADO.

cada uno de los parasitoides en funcién de la especie huésped en cada repeticion.

Como se ha comentado en el parrafo anterior, debido a tener que llevar a cabo el ensayo
en diferentes dias, las repeticiones de los tratamientos no representan verdaderas repeticiones
en un disefio totalmente aleatorio. Esto es frecuente en estudios de comportamiento de insectos.
Ante dicha situacion no son de aplicacion los clésicos analisis estadisticos mediante el analisis
de la varianza (ANOVA), ni los més recientes de modelo lineal general (MLG). En cambio, si
le son de aplicacion los modelos lineales generalizados (MLGZ) (Ricard, 2008). Por este
motivo, se aplicaron MLGZ en los analisis estadisticos de los tiempos registrados (Ts Y Th),
utilizando la funcién de distribucion gamma y funcion de enlace logaritmo, con el mismo
software estadistico anteriormente indicado. EI nimero de pseudo-repeticiones fue variable de
11 a 24 por tratamiento.

Resultados
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Ensayo de “no eleccion” de huésped

En la de la Tabla 1 (parte superior) se recogel] los valores medios del n(imero de huevo —{ comentado [TCG43]: Revisor 2: ACEPTADO.

parasitados, en el ensayo de “no eleccion” de huésped por las hembras adultas de T. achaeae

frente a T. cacoeciae, segln Ia[ especie parasitada. A su vez, en la Figura 1 se representh

///{ Comentado [TCG44]:

Revisor 2: ACEPTADO.

dichos valores expresados en porcentaje.

En el analisis estadistico se presenté una alta significacion estadistica del modelo
(Prueba Omnibus: 2 de razén de verosimilitud = 10,681; g.I. = 3, P = 0,014). En las pruebas
de efectos del modelo se encontré significacion estadistica de la especie de parasitoide (y? de

razén de verosimilitud = 4,661, g.l. = 1; P = 0,031) y de la especie | huésped (2 dp

//[ Comentado [TCG45]:

Revisor 2: ACEPTADO.

razon de verosimilitud = 3,953, g.I. = 1; P = 0,047); pero no de su interaccion (y? de razon de
verosimilitud = 1,468, g.I. = 1; P = 0,226).

En la Figura 2 se muestra la mortalidad total causada por cada especie de parasitoide
que engloba a los huevos muertos a consecuencia del parasitismo y de la depredacion o “host-
feeding”, en ambos casos por hembra. Dicha mortalidad total fue mayor para T. achaeae,
independientemente del tipo de huésped. Para los huevos huéspedes de la “polilla comun de la

patata” dicho valor fue del 92,78+13,47/ % para T. achaeae frente al 70,88+15,11/ % jpara T.

//[ Comentado [TCG46]:

Revisor 2: ACEPTADO.

cacoeciae.

En la Figura 3 se muestra la emergencia de adultos segun especie de huésped y especie
de Trichogramma empleada. El porcentaje de adultos emergidos (generacion F1) fue mayor
para la especie T. achaeae que para T. cacoeciae.

Se puede observar que las hembrsa adultas, de ambas especies de parasitoides, aceptaroh

\\‘[ Comentado [TCG47]:

Revisor 2: ACEPTADO.

//[ Comentado [TCG48]:

Revisor 2: ACEPTADO.

como huésped y consiguieron un desarrollo completo en los huevos de la plaga P. operculella
(Tabla 1, Figura 3).

Ensayo de “jd eleccién” de huésped

T
\{ Comentado [TCG49]:

Revisor 2: ACEPTADO.

//[ Comentado [TCG50]:

Correccion nueva de los autores

11



272
273
274
275
276

77

78
279
280
281
282
283
F84
285
286
287
288
289
290

91

92
293
294

F95

296

Los datos obtenidos para el nimero de huevos parasitados en el ensayo de “eleccién”
(preferencia) se recogen en la Tabla 1(parte inferior). En el andlisis estadistico se present6 una
alta significacion estadistica del modelo (Prueba Omnibus: 2 de razén de verosimilitud =
12,247; g.l. = 3, P = 0,007). En las pruebas de efectos del modelo se encontré también alta
significacion estadistica de la especie de parasitoide (x> de razon de verosimilitud = 8,906, g.l.

=1; P =0,003); pero no de la especie[ huésped (2 de razén de verosimilitud = 3,350,

- comentado [TcG51]: Revisor 2: ACEPTADO.

gl.=1,P= 0,067)H ni de su interaccion (¥ de razon de verosimilitud = 0,028, g.l. = 1; P =

A comentado [TcG521: Revisor 2: ACEPTADO.

0,867).

Puede observarse como T. cacoeciae parasité significativamente un mayor nimero de
huevos de P. operculella (6,70 + 0,58) respecto a T. achaeae (5,10 + 0,51).

Las hembras adultas de T. achaeae presentaron una preferencia por los huevos de P.
operculella (82 = 0,58+0,10) respecto a los de E. kuehniella (8> = 0,4240,10) (Z = -2,772, P =

0,006). Similar preferencia | las hembras adultas de T. cacoeciae por los

///{ Comentado [TCG53]: Revisor 2: ACEPTADO.

huevos de P. operculella (82 = 0,61+0,17) respecto a los de E. kuehniella (8> = 0,39+0,17) (Z =
-2,501, P =0,012).

Comportamiento de parasitacion

Los valores de Ts y Tn encontrados para las dos especies de Trichogramma en relacion
al huésped E. kueniella se recogen en las Figuras 4A y 5A. A su vez, los valores
correspondientes para P. operculella se muestran en las Figuras 4B y 5B.

En el anélisis estadistico mediante MLGZ del tiempo de bisqueda (Ts)

se encontrd una alta significacion del modelo (Prueba émnibus: »2 de razén de

/{ Comentado [TCG54]: Revisor 2: ACEPTADO.

verosimilitud = 324,882, g.I. = 19, P < 0,0001); en las pruebas de los efectos del modelo se
encontraron efectos altamente significativos de la especie de parasitoide (y*> de razon de

verosimilitud = 124,754, g.l. = 1, P < 0,0001), especie | huésped (2 de razon de

/{ Comentado [TCG55]: Revisor 2: ACEPTADO.

verosimilitud = 139,421, g.I. = 1, P < 0,0001) y orden de parasitacion del huésped (y? de razén

12
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de verosimilitud = 341,602, g.l. = 4, P < 0,0001),| asi como de las interaccionek

///{ Comentado [TCG56]: Revisor 2: ACEPTADO.

parasitoide*huésped (> de razén de verosimilitud = 124,754, gl. = 1, P < 0,0001),
parasitoide*orden (x? de razon de verosimilitud = 237,311, g.l. = 4, P <0,0001), huésped*orden
(/% de razén de verosimilitud = 135,774, g.l. = 4, P < 0,0001) y parasitoide*huésped*orden (>

de razon de verosimilitud = 148,462, g.l. = 4, P < 0,0001). De sus andlisis se observa un

comportamiento de bisqueda del huésped muy diferente entre ambas especies de parasitoides]] —{ comentado [TCG57): Revisor 2: ACEPTADO.

asi como el hecho de estar muy condicionado por la especie de huevo parasitado y el orden de
parasitacion. No obstante, a efectos globales, los valores medios del tiempo de blusqueda no
presentaron diferencias significativas entre las dos especies de parasitoides (2 de Wald = 0,763;
gl. = 1; P = 0,382). Asi, el valor medio para T. achaeae fue de 1,67+0,12 min y para T.
cacoeciae de 1,51+0,15 min.

Sin embargo, si se tiene en cuenta el orden de parasitacion| si se presentaron marcadals

__{ comentado [TcG58]: Revisor 2: ACEPTADO.

diferencias. En este sentido, hay que sefialar que el Ts del huevo parasitado en primer lugar por
T. achaeae fue, tanto para el huevo huésped de E. kuehniella (21,15+4,24 min) como para P.

operculella (13,88+2,99 min), significativamente mayor\ | que el empleado por T. cacoeciak

__{ comentado [TCG59]: Revisor 2: ACEPTADO.

para ambos huéspedes y nimero de orden (1,91+0,52 y 2,01+0,60 min, respectivamente) (? de
Wald = 111,883; g.l. = 19; P < 0,0001) (Figuras 4A y B).

A su vez, en el andlisis estadistico mediante MLGZ del tiempo de manipulacion (Tn) se
encontré una alta significacion del modelo (Prueba émnibus: »? de razon de verosimilitud =
138,780, g.I. = 19, P < 0,0001); en las pruebas de los efectos del modelo se encontraron efectos
altamente significativos de la especie de parasitoide (x? de razén de verosimilitud = 14,863, g.I.
=1, P <0,0001) y orden de parasitacion del huésped (x? de razén de verosimilitud = 94,188,

gl.=4,P< 0,0001)\ | asi como de las interacciones parasitoide*huésped (42 de razén dp

__{ comentado [TCG60]: Revisor 2: ACEPTADO.

verosimilitud = 8,163, g.I. = 1, P = 0,004), y parasitoide*orden (x? de razén de verosimilitud =

10,073,9.l.=4,P = 0,0SQD \no se encontraron efectos significativos de la

///{ Comentado [TCG61]: Revisor 2: ACEPTADO.
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FZZ especie | huésped (42 de razén de verosimilitud = 0,001, g.l. = 1, P = 0,977), _—{ Comentado [TCG62]: Revisor 2: ACEPTADO.
323  huésped*orden (> de razén de verosimilitud = 3,398, gl. = 4, P = 0,494) y
324  parasitoide*huésped*orden (x? de razén de verosimilitud = 2,063, g.l. = 4, P = 0,724). A
B25 diferenciade lo encontrado en el Ts, parece que los tiempos de manipulacion del huevo huésped

326  por ambas especies de Trichogramma, presentaron menos variabilidad.

B27 El promedio del tiempo de manipulacién, en funcién de la especie de Trichogramma —{ comentado [TCG63]: Revisor 2: ACEPTADO.

328  fue de 4,18+0,14 min para T. achaeae y de 3,32+0,16 min para T. cacoeciae, con diferencias

B29 | significativas entre dichos valores (2 de Wald = 16,427; g.l. = 1; P < 0,0001). Sin __—{ comentado [TCG64]: Revisor 2: ACEPTADO.

330  embargo, no hubo diferencias significativas entre los valores medios encontrados para el huevo
331  huésped E. kuehniella (3,72+0,15 min) y el de P. operculella (3,73+0,15 min) (y* de Wald =

332 0,001;¢.l.=1; P=0,977). Ello parece indicar un comportamiento de parasitacion distinto entre

FSS T. achaeae y T. cacoeciae, més debido | las caracteristicas propias de las hembras de cada —{ comentado [TCG65]: Revisor 2: ACEPTADO.
334  especie e independiente del huevo huésped. Segln los datos obtenidos (Figuras 5A y B), se

335  debe sefialar que las hembras de T. achaeae emplearon un Th (4,54+0,23 min) en huevos de P.

36  operculella significativamente mayor que | T. cacoeciae (3,06+0,20 min); pero no _—{ Comentado [TCG66]: Revisor 2: ACEPTADO.

37  con relacién al otro | huésped (42 de Wald = 24,568; g.l. = 3; P < 0,0001). A su vez, se __—{ Comentado [TCG67]: Revisor 2: ACEPTADO.

338  puede observar, en ambas especies de parasitoides y ambas especies de huevos huéspedes, que

339 el valor medio del Tn decrecié a medida que las hembras adultas fueron parasitando los huevos.

B40  Asi, el valor medio para todas las especies fue de 6,39+0,39 min. |para el primer huevo, —{ Comentado [TCG68]: Revisor 2: ACEPTADO.

341  disminuyendo significativamente hasta los 2,87+0,21 min en el quinto huevo huésped (y? de

B42  Wald = 66,421; g.l. = 4; P < 0,0001). Este hecho fue mas acusado | P.

B43  operculella que E. kuehniella (Figuras 5A y B). __{ comentado [TcG69]: Revisor 2: ACEPTADO.

344  Discusion

B45 [ 0 es la primera vez que se aborda el control _—{ comentado [TCG70]: Revisor 2: ACEPTADO.

346  biologico de la “polilla comin de la patata” mediante especies de Trichogramma. Asi, el
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presente trabajo se puede considerd\ una continuacién de dicha linea con la diferencia, en §l _—{ comentado [TCG711: Revisor 2: ACEPTADO.

presente caso, de que se abordal| el control biolégico de la especie plaga con especies autéctonas ——{ comentado [TCG72]: Revisor 2: ACEPTADO.

) U

de este | parasitoidel |

//[ Comentado [TCG73]: Revisor 2: ACEPTADO.

[ 0s resultados encontrados en el ensayo de “no eleccién” demuestran la capacidatl

de reconocimiento y aceptacion de los huevos de P. operculella | de las

T .
\{Comentado [TCG74]: Revisor 2: ACEPTADO.

,//‘[ Comentado [TCG75]: Revisor 2: ACEPTADO.

__{ comentado [TCG76]: Revisor 2: ACEPTADO.

) WU L

especies de Trichogramma estudiadas. Para ambas especies de parasitoides, el nimero de

huevos parasitados de la plaga supera a los del huésped habitualmente empleado para la crig

E. kuehniella (Tabla 1). Ademas, en este mismo ensayo se ha constatado como las dos especies
de Trichogramma consiguen completar su desarrollo dentro del huevo plaga con un buen
porcentaje de emergencia, lo cual es un indicativo de la idoneidad del huésped, ya que ésta hace
referencia a la capacidad del parasitoide para completar el desarrollo usando el huésped en
cuestion (Pak, 1990).

Por otra parte, la emergencia de adultos, en ambos huéspedes, presentd diferencias

significativas en ambas especies de parasitoides (Figura 3). Con relacion a este parémetrﬁ[ | { comentado [TCG77]: Revisor 2: ACEPTADO.

autores como van Lenteren (1980) no consideran la idoneidad del huésped como un criterio
importante para la seleccion de enemigos naturales que van a ser liberados en sueltas
inundativas, siempre y cuando la accién de los parasitoides conlleve la muerte del huésped,
aunque éstos no lleguen a desarrollarse. Por el contrario, hay otros autores que sostienen que si
los huevos plaga no mueren cuando son atacados, la emergencia deberia ser considerada un
criterio en la seleccion del enemigo natural (Pak et al. 1990; Hou et al., 2018).

En linea con estas argumentaciones, cabe destacar que [ la mortalidad total causadh

//[ Comentado [TCG78]: Revisor 2: ACEPTADO.

por el parasitismo y el “host feeding”, es particularmente importante [

T. achaeae| frente a T. cacoeciae. En ambos casos, el porcentaje de “host

feeding” es similar, en torno al 12 %, por lo que las diferencias en la mortalidad se deben a un

mayor parasitismo por parte de T. achaeae. En algunas especies de Trichogramma, el “host

15

_—{ comentado [TCG79): Revisor 2: ACEPTADO.

T
\{ Comentado [TCG80]: Revisor 2: ACEPTADO.




372 feeding” contribuye significativamente al control de la plaga (Vasquez et al., 1997). En el caso
373 de T. achaeae, usado para el control de T. absoluta en invernaderos, se ha demostrado la
374  importancia de la mortalidad causada por el parasitoide sin que este llegue a desarrollarse en el
375  huevo huésped (“host-feeding™), siendo un mecanismo importante para en el control de la plaga

376  (Cabello et al., 2009; Cabello et al., 2012).

B77 En principio, la “polilla com(n de la patata” puede ser | €Omo | Comentado [TCGBL]: Revisor 2: ACEPTADO.
B78  un buen huésped para Trichogramma spp| n parte; debido al tamafio de su huevo, ftal y —{ comentado [TCG82]: Revisor 2: ACEPTADO.

\\‘[ Comentado [TCG83]: Revisor 2: ACEPTADO.
B79  como se ha indicado en los resultadoﬁ es ligeramente superior al del huésped de cria E. _{ comentado [TCG84]: Revisor 2: ACEPTADO.

B8O  kuehniellal| que presenta valores de longitud y anchura inferiores a las 600 y 300 pm, —{ Comentado [TCG8S5]: Revisor 2: ACEPTADO.

) W . J J

381  respectivamente (Cabello et al., 2009).

382 Los resultados encontrados no nos deben extrafiar [yag Trichogramma es un género _—{ Comentado [TCG86]: Revisor 2: ACEPTADO.

383  compuesto por parasitoides generalistas y altamente polifagos (Cabello 1985; Polaszek, 2010).

B84  Sinembargo, el nivel de parasitismo puede variar lenire diferentes

B85 ' debido a factores como | preferencia del parasitoide ) /- lestado, tamafio y edad del __—{ comentado [TCG87: Revisor 2: ACEPTADO.
~{ comentado [TcG88]: Revisor 2: ACEPTADO.
B86  huevo huésped[ \entre otros (Pak, 1988; Monje et al., 1999; Chailleux et al., 2012; Pizzol et Comentado [TCG89]: Revisor 2: ACEPTADO.

" comentado [TcG90]: Revisor 2: ACEPTADO.

387 al, 2012; Du et al., 2018).

388 En el presente estudioH las dos especies de Trichogramma evaluadas prefirieron los _—{ comentado [TCG91]: Revisor 2: ACEPTADO.

389  huevos de P. operculella frente a los de E. kuehniella, como se refleja observando los valores
390 de huevos parasitados con sintomas de parasitismo aparente (viran a color negro) y del indice
391  de preferencia de Manly.

392 Por otra parte, pareceria que los huevos de la plaga son un huésped menos idéneo que

B93 [ E. kuehniella debido a que emergieron un menor niimero de adultos de los huevos __{ comentado [TCGO2]: Revisor 2: ACEPTADO.

394  parasitados de la “polilla de la patata” frente a los del huésped de cria. Esto puede deberse a

B95  una baja calidad nutricional del huevo huésped que repercute [ el desarrollo larvario de —{ comentado [TCGO3]: Revisor 2: ACEPTADO.

B96  Trichogramma (Huang et al., 2018) o a la existencia de superparasitismo|| que puede —{ comentado [TCGO4]: Revisor 2: ACEPTADO.
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incrementar significativamente la mortalidad de la descendencia en parasitoides o6fagos, por
competencia intraespecifica (Duval et al., 2018).

T. achaeae y T. cacoeciae aceptan bien los huevos de P. operculella. Es la primera vez
que se cita a T. achaeae como potencial agente de control de esta especie plaga, segun la

bibliograffa consultada. Por el contrario, T. cacoeciael| ya ha sido evaluadal en condiciones dp

- comentado [TcG5]: Revisor 2: ACEPTADO.

IaboratorioH y con buenos resultados como potencial agente de control biolégico de la “polilla

" comentado [TCG96]: Revisor 2: ACEPTADO.

comun de la patata” por Saour (2004).

En los resultados obtenidos en los ensayos se ha encontrado que los tiempos de busqueda
y, en menor medida, los tiempos de manipulacion, de las hembras adultas de T. cacoeciae eran
menores que los correspondientes a T. achaeae. Dichas diferencias pueden ser debidas a la
diferente forma de reproduccion de ambas especies [

partenogénesis telitdquica

////{ Comentado [TCG97]: Revisor 2: ACEPTADO.

/{ Comentado [TCG98]: Revisor 2: ACEPTADO.

[ ILas hembras adultas de Trichogramma, con reproduccidn arrenotéquica, tienep

///{ Comentado [TCG99]: Revisor 2: corregido

Con formato: Sangria: Primera linea: 1,25 cm

que decidir, en funcién del huevo huésped, tamafio del patch, etc. (Wajnberg, 2010) b L//{Comemado [TCG100]: Revisor 2: ACEPTADO.

ovipositar un évulo que no sea fecundado (que generard a un macho) o un 6vulo fecundado
(que generara a una hembra) (Wajnberg, 1993). Contrariamente, las hembras adultas de T.

cacoeciae no tiene que hacer dicha asignacion del sexo b/ d que siempre ovipositan 6vulos coh

_{ comentado [TCG101]: Revisor 2: ACEPTADO.

embriones diploides viables que dan lugar a hembraﬁ or ello, sus valores de Ts y Th serian

/{ Comentado [TCG102]: Revisor 2: ACEPTADO.

menores, como se ha encontrado en el presente trabajo.
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Conclusiones
Los resultados de aceptacidn, desarrollo en el huésped, preferencia y comportamiento
de parasitacion por parte de T. achaeae y T. cacoecia sobre la “polilla comdn de la patata”; P.

operculelleﬂ muestran que ambas especies de Trichogramma son buenas candidatas para el

__{ comentado [TcG103]: Revisor 2: ACEPTADO.

control bioldgico de la plaga con ciertas peculiaridades. Por una parte, T. achaeae parasita mas,
se desarrolla mejor y causa una mayor mortalidad en los huevos de la “polilla de la patata”. Por
otra parte, T. cacoeciae encuentra los huevos de la plaga mas rapido y los parasita en menor
tiempo. En vista a la complementariedad de ambas especies de Trichogramma, podria ser

interesante plantear el empleo simultaneo de | . Ese uso simulténeo de varias

/{ Comentado [TCG104]: Revisor 2: ACEPTADO.

especies de Trichogramma ha sido reportado con anterioridad como exitoso para el control de
esta plaga en invernaderos (Zimmerman y Wilhrer, 2010). Sin embargo, estos resultados deben
ser corroborados con posteriores estudios en condiciones de semi-campo y campo; asi como en
condiciones de almacenamiento de la patata.
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Tabla 1. Ndmero medio (+ E.E) de huevos parasitados (parasitismo aparente) en los ensayos
de “eleccion” y “no eleccion”, cuando a las hembras de dos especies de parasitoides (T.
achaeae y T. cacoeciae) se les ofertaron huevos de dos especies huéspedes (E. kuehniella 'y P.
operculella), llevados a cabo en condiciones de laboratorio (25+2°C; 60-80 % de H.R. y luz
continua) (* Valores, para cada ensayo, seguidos por distinta letra presenta diferencias
significativas mediante test de Wald de comparacion por pares: y2 de Wald = 9,546, g.I. = 3,
P =0,023yy2de Wald = 12,318, g.I. = 3, P = 0,006, respectivamente para el primer y segundo
ensayo).

Table 1. Mean number (+ SE) of parasitized eggs (apparent parasitism) in the "choice" and
"no choice" trials, when eggs of two parasitoid species (T. achaeae and T. cacoeciae) were
offered eggs of two host species (E. kuehniellaand P. operculella), carried out under laboratory
conditions (25 + 2 ° C, 60-80% RH and continuous light) (* Values, for each test, followed by
different letter shows significant differences by Wald y? pairwise test: y2 de Wald = 9,546, g.l.

=3,P =0,023y 2 de Wald = 12,318, g.I. = 3, P = 0,006, respectively for the first and second

trial).
Parasitismo aparente (Media+EE)
Ensayo Parasitoide E. kuehniella P. operculella
N Valores N Valores
T. achaeae 10 9,10 +0,95b 12 12,00 +1,00a
No eleccién
T. cacoeciae 19 8,37 +0,66b 19 8,95 +0,69b
T. achaeae 20 4,20 +0,46¢c 20 5,10 0,51 bc
Eleccion
T. cacoeciae 20 5,70 +0,53ab 20 6,70 +0,58a
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Figura 1. Porcentajes medios de parasitismo de los huevos huéspedes de E. kuehniella y P.
operculella, causado por las hembras adultas de T. achaeae y T. cacoeciae en el ensayo de “no
eleccion” de huésped, llevado a cabo bajo condiciones de laboratorio (25+2°C, 60-80% HR 'y
luz continua) (Lineas verticales indican los errores estandares de las medias).

Figure 1. Average percentages of parasitism of the host eggs: E. kuehniella and P. operculella
by the adult females of T. achaeae and T. cacoeciae in the host "no choice" test, carried out
under laboratory conditions (25 + 2°C, 60-80% RH and continuous light) (Vertical lines

indicate the standard errors of the means).
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Figura 2. Porcentajes medios de mortalidad total (parasitismo + depredacién por
alimentacion) en huevos huéspedes de E. kuehniella'y P. operculella, causado por las hembras
de T. achaeae y T. cacoeciae en el ensayo de “no eleccion™ de huésped, llevado a cabo en
condiciones de laboratorio (25+2°C; 60-80 % HR y luz continua) (Lineas verticales indican los
errores estandares de las medias).

Figure 2. Average percentages of total mortality (parasitism + host feeding) in host eggs of E.
kuehniella and P. operculella, by females of T. achaeae and T. cacoeciae in the host "no choice”
test, carried out in laboratory conditions (25+ 2°C, 60-80% RH and continuous light) (Vertical

lines indicate the standard errors of the means).

100 W . luehniella
T 1 P operculella

o 80
[+
= T
[
g
E 60
=
(]
5
2 40 -+
=

20 -

U - T T

T. achaeae T cacoeciae

26



605 Figura 3. Porcentajes medios de emergencia de T. achaeae y T. cacoeciae en funcion del
606  huésped (E. kuehniellay P. operculella) parasitado previamente por las hembras adultas en el
607  ensayo de ““no eleccidn”, llevado a cabo en condiciones de laboratorio (25+2°C; 60-80 % H.R.
608 vy luz continua) (Lineas verticales indican los errores estandares de las medias).

609  Figure 3. Average emergency of T. achaeae and T. cacoeciae adults, according to the host egg
610  (E. kuehniella and P. operculella) previously parasitized by the adult females in the "no choice"
611  test, carried out under laboratory conditions (25+2°C) 60-80% RH and continuous light)

612  (Vertical lines indicate the standard errors of the means).
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Figura 4. Variacion del tiempo medio de busqueda del huésped (Ts), expresados en minutos,
de las hembras adultas de T. achaeae y T. cacoeciae, segin secuencia de oviposicion, en el caso
de la especie huésped E. kuehniella (A) y P. operculella (B) en condiciones de laboratorio
(25+1°C, 60-80% H.R. y luz continua) (lineas verticales indican los errores estandares de las
medias).

Figure 4. Progression of the average of searching time (Ts) per egg host, in minutes, of the
adult females of T. achaeae and T. cacoeciae, according to the oviposition sequence, in the case
of the host species E. kuehniella (A) and P. operculella (B) under laboratory conditions
(25+1°C, 60-80% RH and continuous light) (vertical lines indicate the standard errors of the

means).
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Figura 5. Variacion del tiempo medio de manipulacion del huésped (Th), expresados en
minutos, en las hembras adultas de T. achaeae y T. cacoeciae, segiin secuencia de oviposicion,
en el caso de la especie huésped E. kuehniella (A) y P. operculella (B) en condiciones de
laboratorio (25+1°C, 60-80% H.R. y luz continua) (lineas verticales indican los errores
estandares de las medias).

Figure 5. Progression of the average of handling time (Tr) per egg host, in minutes, of the adult
females of T. achaeae and T. cacoeciae, according to the oviposition sequence, in the case of
the host species E. kuehniella and P. operculella (B)under laboratory conditions (25 £1°C, 60-

80% RH and continuous light) (vertical lines indicate the standard errors of the means).
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