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RESUMEN

El control bioloégico es la herramienta prin-
cipal para el manejo de plagas forestales.
Iniciamos un programa de control biolégico
para la chinche del eucalipto, Thaumastoco-
ris peregrinus con la avispa parasitoide de
huevos Cleruchoides noackae. Se impor-
taron huevos parasitados desde una cria
masiva en Brasil y se inicid una colonia de
cria. Las avispas fueron criadas en tubos de
plastico con huevos del hospedero y una so-
lucién de agua y miel. Durante 30 generacio-
nes, se comparoé un conjunto de parametros
de calidad contra estandares establecidos
a priori. También evaluamos el efecto de la
temperatura sobre el tiempo de desarrollo,
la relacion entre el aborto de huevos y la
exposicion previa a C. noackae, asi como
la variacion temporal de la razén sexual de
los emergentes en una generacién dada.
A partir de marzo de 2013 y durante varios
veranos se realizaron liberaciones a cam-
po en plantaciones comerciales y campos
experimentales. Las tasas de emergencia y
de supervivencia fueron estables o se incre-
mentaron a lo largo de 30 generaciones. La
razon sexual mostré una ligera desviacion
hacia las hembras. El ciclo se enlentecié a
18° C con respecto a la cria a 22°C pero sin
afectar la productividad. El aborto de huevos
del hospedero se incrementdé como conse-
cuencia de la exposicién al parasitoide. La
proporcién de hembras aumenté a medida
que progresé el periodo de emergencia en
una generacién. Relevamientos a campo en
dos sitios revelaron que las avispas sobrevi-

vieron por dos afos. Los parasitoides colec-
tados a campo presentaron mejores indices
de calidad que los de la cria de laboratorio.
Estos resultados confirman que implementar
un programa de control biolégico de la chin-
che del eucalipto con C. noackae es factible
con este protocolo de cria y liberacién.
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ABSTRACT

Biological Control is a major tool for forest
insect pest management. We initiated a Bio-
logical Control program for the Eucalyptus
bronze bug, Thaumastocoris peregrinus, with
the egg parasitoid Cleruchoides noackae.
Parasitized eggs were imported from a mass
rearing in Brazil, and a rearing colony was
set up. The wasp was reared in plastic tu-
bes each containing ten individuals that were
offered eggs of the bronze bug and a solution
of water and honey. During 30 generations,
we assessed rearing quality parameters and
compared them against expected quality
standards set a priori. We also assessed the
effect of temperature on developmental time,
as well as the relation between host-egg
abortion and parasitization by C. noackae,
and the sex ratio of the emergent wasps wi-
thin a single generation. Field releases were
made yearly during summers in commercial
plantations, starting in March 2013. Survival
and emergence rates were either stable or
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increased throughout 30 generations. Sex
ratio was female-biased. Rearing at 18 °C
took longer than at 22 °C, but productivity
was similar. Host-egg abortion was increased
by parasitization. The proportion of females
increased as the emergence period progres-
sed. Field surveys in two sites revealed that
the wasp survived for two years. Field-collec-
ted parasitoids exhibited better quality indi-
ces than that of the laboratory rearing. These
results confirm that Biological Control of the
bronze bug with C. noackae is feasible with
this rearing and release protocol.

Keywords:

Thaumastocoris  peregrinus; Eucalyptus;
inoculative release; Thaumastocoridae; tree
plantation; Uruguay; rearing quality.
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INTRODUCCION

La sostenibilidad de las plantaciones de eu-
caliptos se ha visto amenazada en forma
creciente en todo el mundo en las ultimas
décadas a debido a la invasion de insec-
tos australianos en nuevas areas plantadas
como consecuencia del comercio mundial y
del cambio climético (Windfield et al., 2008;

Paine et al., 2011). Para enfrentar esta ame-
naza se requiere un fortalecimiento de las
medidas de cuarentena y de las estrategias
de manejo de plagas a escala global (Wing-
field et al., 2015). Sin embargo las técnicas
de manejo de plagas que involucran el uso
de insecticidas de sintesis estan fuertemen-
te restringidas en el marco de esquemas de
certificacion tales como el Forest Stewards-
hip Council (FSC) debido a los costos eco-
noémicos y al riesgo que los pesticidas re-
presentan para las personas y el ambiente
(Willoughby et al., 2009). Las alternativas
al uso de insecticidas utilizadas en planta-
ciones comerciales incluyen las operacio-
nes silvicolas (Klapwijk et al., 2016), el uso
de semioquimicos (Nadel et al., 2012b), y
el control bioldgico. Este ultimo representa
la mayor contribucién al manejo de plagas
en los sistemas forestales (Protasov et al.,
2007; Garnas et al., 2012; Dittrich-Schréder
et al., 2014; Slippers et al., 2015).

En el inicio de un programa de control biol6-
gico los esfuerzos de investigacién deben ca-
nalizarse hacia la produccién del agente de
control biolégico en forma facil, eficaz y en
cantidades adecuadas (Chambers, 1977; Van
Lenteren, 2003). La confeccién de estimado-
res de calidad es importante para monitorizar
el estado de una colonia de cria y lidiar con
eventuales problemas tales como la depresion
por endocria o la adaptacion a las condiciones
de laboratorio (Chambers, 1977; Bigler, 1989;
Van Lenteren, 2003). Por ejemplo es esencial
realizar un monitoreo permanente de la razon
sexual de la colonia para evitar el exceso de
machos, lo cual podria afectar la sustentabili-
dad de la cria en el futuro y la eficacia del con-
trol por los agentes liberados (Heimpel & Lund-
gren, 2000). Cuando el agente a ser liberado
se encuentra en huevos o pupas parasitados
en lugar de ser adultos libres, es crucial poder
estimar el niumero de agentes que seran efecti-
vamente liberados (Van Lenteren, 2003).

Una de las plagas invasivas que afectan plan-
taciones de eucaliptos en todo el mundo es
la chinche del eucalipto Thaumastocoris pe-
regrinus Carpintero et Dellape (Heteroptera:
Thaumastocoridae). Se trata de un pequefio
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insecto picosuctor que se alimenta de hojas
adultas dentro de los géneros Eucalyptus y
Corymbia, causando clorosis de las hojas, au-
mento del estrés y en casos severos defolia-
cion o incluso muerte de arboles en pie (Nadel
& Noack, 2012). Cleruchoides noackae Lin
Huber et La Salle (Hymenoptera: Mymaridae)
es un parasitoide de huevos de T. peregrinus
(Lin et al., 2007). Esta avispa es capaz de pa-
rasitar huevos de la chinche del eucalipto de
hasta tres dias (Mutitu et al., 2013). El adulto
puede vivir entre dos o tres dias si es alimen-
tado con una solucién de miel y agua (Mutitu
et al., 2013; Souza et al., 2016). Dado el po-
tencial de C. noackae como agente de control
bioldgico para la chinche del eucalipto, se ins-
talaron colonias de cria en Sudafrica (Mutitu
et al., 2013) y Brasil (Souza et al., 2016). En
Chile se realiz6 la importacion del parasitoi-
de desde Australia, se crid durante dos ge-
neraciones y se liberé al ambiente en lo que
constituye la primera liberacion de C. noac-
kae fuera de su rango de distribucion natural
(Jaques, 2010). El rango térmico éptimo para
el desarrollo de C. noackae fue determinado
entre 15°C y 25 °C (Multitu et al., 2013; Souza
et al., 2016) pero la duracion de los estadios
inmaduros a diferentes temperaturas no ha
sido reportada.

A los efectos de iniciar un programa de con-
trol bioldgico para la chinche del eucalipto en
Uruguay se instal6é una colonia de cria de C.
noackae y se liberaron en forma periddica
avispas en el campo. En este trabajo se re-
portan los resultados luego de 4 afios de cria
continua y se reporta por primera vez la pre-
sencia de poblaciones silvestres de la avispa
en Uruguay.

MATERIAL Y METODOS

Primera introduccién e instalacién de la cria
Cleruchoides noackae fue introducido por
primera vez en Uruguay el 22 de febrero de
2013, procedente de una colonia de cria in
vitro instalada en EMBRAPA Florestas (Curi-
tiba, Brasil). Se import6 un total de 24 tubos,
cada uno conteniendo 100 huevos de T. pe-
regrinus expuestos a diez avispas adultas de
C. noackae que correspondian a la octava

generacion emergida en Brasil luego de su
introduccién desde Australia. Se siguieron
los procedimientos oficiales de importacién
y se obtuvieron los permisos de cria y libe-
racion requeridos por la NIMF 3 y los estan-
dares regionales de COSAVE (COSAVE,;
FAO, 2005). Esta actividad fue posible en
el marco del proyecto PROCISUR. La mitad
de los tubos fue inmediatamente liberada en
dos plantaciones comerciales de Eucalyptus
(Sitios 1 y 2, Tabla 1). Los restantes 12 tu-
bos produjeron 180 hembras y 87 machos
de C. noackae (novena generacion), indivi-
duos que fueron los fundadores de la colo-
nia de cria. El parasitoide fue criado en su
hospedero natural (huevos de T.peregrinus)
que fueron suministrados a partir de una cria
masiva permanente previamente instalada
en INIA Tacuarembd, Uruguay ((Martinez et
al., 2014). Se seleccionaron huevos de hasta
48 horas conforme la informaciéon proporcio-
nada por estudios previos acerca de la edad
Optima para parasitismo de C. noackae (Mu-
titu et al., 2013).

Esta colonia de cria de C. noackae (a la que
nos referiremos como Colonia 1) fue mante-
nida desde marzo de 2013 a noviembre de
2014 y abarcé las generaciones 10 a 40 si-
guiendo la cuenta iniciada en Brasil. Las avis-
pas fueron multiplicadas en tubos de plastico
(3 cm de diametro por 7 cm de altura, “tubos
de cria”) cerrados con una tapa plastica per-
forada que fue cubierta con tul fino (Figura
1A). Cada tubo de cria fue rellenado con 100
huevos de T. peregrinus y 10 individuos adul-
tos recién emergidos de C. noackae. Una tira
de papel embebida en una solucién acuosa
de 50 % miel fue colocada como fuente de
alimento. Los tubos de cria fueron colocados
una vez montados en una camara de cria
(Daihan Wisd SWGC-450)a22+1°C, 65+ 1
% H.R. y fotoperiodo 12:12 h). Los tubos fue-
ron abiertos 8 dias después, se contaron las
ninfas y las avispas fueron sexadas bajo una
lupa (Olympus SZH). A partir del dia 18, cada
tubo de cria fue inspeccionado para registrar
emergencias hasta verificar tres dias conse-
cutivos sin emergencia. Las avispas emergi-
das fueron contadas y sexadas, y asignadas
a tubos de cria de la nueva generacion.
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Una nueva colonia de cria se fundd en
2015 con 547 hembras y 83 machos que
emergieron en el laboratorio de ovipostu-
ras colectadas en el campo (ver mas aba-
jo). Nombramos como primera generacién

e AT o 01

a las avispas que emergieron de esa ge-
neracion de fundadores (generacion cero).
Aqui analizamos datos de las generacio-
nes 0 a 31, a las cuales nos referiremos
como Colonia 2.

o !
i
£ "' ¥ / /A !

Figura 1. Dispositivos utilizados para la cria y la liberacién. A) Tubos de cria de Cleruchoides noackae.
B) Dispositivo de liberacion ubicado en una plantacion de Eucalyptus.

Efecto de la temperatura

La avispa C. noackae ha sido criada a 24 +
2 °C en Sudéfrica (Mutitu et al., 2013) y a 22
°C en Brasil (Leonardo Barbosa com. pers.).
Realizamos un experimento para chequear la
emergencia a temperaturas mas bajas con el
objetivo de facilitar la cria de invierno en condi-
ciones uruguayas. Un grupo de avispas emer-
gidas no mayores a 24 horas fueron separa-
das en grupos de cinco parejas y colocadas
en nuevos tubos de cria. Esos tubos fueron
aleatoriamente distribuidos en camaras de cria
a18+1°C,20+1°C022+1°C,a65+1%
H.R. y 12 h de fotofase. En el dia10 los tubos
fueron abiertos y las ninfas y avispas muertas
retiradas. A partir de esa fecha inspecciona-
mos los tubos diariamente y registramos la
emergencia hasta verificar 3 dias consecutivos
sin nuevos emergentes. En total se utilizaron
13.500 huevos de T. peregrinus (4500 huevos
por tratamiento en 45 tubos).

Aborto inducido por el parasitoide

Los parasitoides de huevo pueden causar
la muerte del hospedero sin llegar a repro-

ducirse, lo que lleva a un nimero mayor de
huevos no eclosionados, abortos, cuando se
comparan oviposturas expuestas al parasitoi-
de contra oviposturas no expuestas (Abram
et al., 2016). Para investigar el efecto de C.
noackae sobre la mortalidad de los huevos
de T. peregrinus comparamos la tasa de
aborto, calculada como el inverso de la tasa
de eclosion (es decir, la proporciéon de hue-
vos que no produjeron ni ninfas ni avispas),
en un conjunto de tubos de cria conteniendo
100 huevos y cinco parejas de C. noackae
(“expuestos”) contra un conjunto similar de
huevos no expuestos al parasitoide. En total
se prepararon 5 tubos por tratamiento (500
huevos). El experimento se replico en las ge-
neraciones 30, 35y 40 de la Colonia 1.

Evolucion de la razén sexual durante
el periodo de emergencia

A los efectos de evaluar si la disponibilidad
de hembras permanece constante durante el
periodo de emergencia, en y entre genera-
ciones, dividimos el periodo de emergencia
de cada generacién en mitades y contamos
el numero total de hembras y machos emer-
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gentes en cada periodo. En caso de un nu-
mero impar de dias dentro de una generacion
se incluyé el dia del medio en la segunda mi-
tad, en todos los casos. El experimento fue
repetido 10 veces en generaciones pertene-
cientes a la Colonia 2.

Liberaciéon a campo

La chinche del eucalipto presenta en Uru-
guay una dinamica marcadamente estacio-
nal, con picos que se registran desde el fin
del verano hasta principio del otofio (marzo
y abril). Luego de las primeras heladas se
nota una disminuciéon marcada en las pobla-
ciones, que vuelve al insecto indetectable
hasta diciembre (Martinez & Gémez, 2014;
Martinez et al., 2014). Avispas de la colonia
de cria fueron liberadas en forma periddica
en el campo durante el verano a partir de
marzo de 2013. Para seleccionar los sitios
de liberacion utilizamos informacion de la
red nacional de trampas amarillas (Martinez
& Gomez, 2014). Se seleccionaron sitios de
la red de monitoreo donde se registraran au-
mentos en las capturas de T. peregrinus y
esa informacién se confirmé en consulta di-
recta con los productores in situ.

Un grupo de hasta 15 tubos de cria cercanos
al dia 19 (o sea, justo antes del inicio de las
emergencias) fueron transportados a los si-
tios seleccionados en una conservadora con
frio. En el sitio de liberacion seleccionamos
arboles con oviposturas frescas de la chin-
che del eucalipto. Los huevos parasitados se
transfirieron de los tubos de cria a un disposi-
tivo de liberacion que consiste de una cama-
ra donde se alojan los huevos con una aber-
tura superior cubierta con malla para evitar
que hormigas y otros depredadores puedan
ingresar (pero que permita salir a los parasi-
toides). Un techo de plastico transparente de
dos aguas protege el punto de salida de la
lluvia. Tres dispositivos de liberacion fueron
colgados en arboles seleccionados en cada
sitio (Figura 1B), y revisitados al afio siguien-
te durante el verano. En la segunda visita co-
lectamos oviposturas de T. peregrinus de los
arboles donde se colgaron dispositivos de
liberacion, asi como de arboles adyacentes

si se veian huevos en ellos. Las muestras de
huevos fueron procesadas en el laboratorio;
contamos los huevos no eclosionados y los
colocamos en tubos de cria en similares con-
diciones a las utilizadas en la colonia. Re-
visamos diariamente los tubos para verificar
emergencias y los descartamos luego de un
mes.

Analisis de los datos

Para estimar la calidad de la cria calculamos
tres indices para cada generacion: el por-
centaje de emergencia (nimero de avispas
emergidas en relacién al total de huevos
ofrecidos para parasitar), el porcentaje de
supervivencia (numero de individuos vivos
en relacion al total de parasitoides emergi-
dos) y el porcentaje de hembras (numero
de hembras emergidas en relacion al total
de avispas emergidas). En la Colonia 1, las
avispas emergentes fueron sexadas en una
sub-muestra del total de tubos de cria (con
un minimo de 30 tubos por generacion). En
la Colonia 2, y por practicidad, todos los in-
dividuos emergidos en un dia dado fueron
sexados al final del dia (luego de colectar
todas las avispas emergidas en todos los
tubos).

Establecimos estandares minimos de calidad
a priori de 20 % para emergencia, 80% para
supervivencia y 50% para hembras, basados
en informacién sobre crias in vitro en Brasil
y Chile. Calculamos intervalos de confianza
del 95% para estos indices de calidad si-
guiendo el procedimiento recomendado por
Wajnberg (2003), contra los cuales se com-
pararon los estandares de calidad. También
calculamos estos indices para las ovipostu-
ras colectadas en el campo, en los casos en
los que se verificé emergencia de avispas.

Evaluamos el primer dia de emergencia de
parasitoides a 18° C, 20°C y 22°C median-
te comparaciones pareadas con un test de
suma de rangos de Wilcoxon y valores de
p ajustados con una correccion de Bonferro-
ni (R Development Core Team, 2009). Para
calcular las diferencias en la cosecha de
avispas a diferentes temperaturas compara-
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mos la proporcién de avispas vivas sobre el
numero de huevos parasitados y realizamos
comparaciones pareadas con un test de in-
dependencia de G y valores de p ajustados
mediante una correcciéon de Bonferroni (Ma-
cDonald & Gardner, 2000).

Las tasas de aborto en tubos expuestos ver-
sus no expuestos, asi como la proporcién de
hembras en la primera y la segunda mitad de
la generacion fueron arregladas como tablas
de contingencia de 2x2 y comparadas me-
diante un test de Cochran-Mantel-Haenszel.
Se probd la hipétesis nula de que las dos
variables nominales (aborto vs. exposicién
y sexo vs. mitad de la generacion, respec-
tivamente) eran condicionalmente indepen-
dientes en cada generacion (Zhang & Boos,
1997). La homogeneidad de las razones en
ambos casos fue previamente chequeada
con un test de Breslow-Day.

RESULTADOS
Calidad de las colonias de cria

La dinamica de los indices de calidad a tra-
vés de las generaciones y en ambas colonias
de cria se resume en la figura 2. En general
los parametros estimados se mantuvieron

dentro de los estandares establecidos a prio-
ri. La supervivencia presentd una variacién
considerable en la Colonia 1 pero mejor6 en
la Colonia 2 con valores por encima del 80%
en todas menos una generacion (figura 2). El
porcentaje de emergencia se mantuvo entre
20 y 30 % después de la generacion 21 en
la Colonia 1. En contraste la Colonia 2 pre-
sento fluctuaciones mas altas en el porcen-
taje de emergencia, aunque éste se mantuvo
por encima del 20% a partir de la generacion
18. Solo 47 tubos de un total de 1793 en la
Colonia 1 presentaron valores de emergen-
cia por encima de 50 avispas. Debido a una
limitacion en el nimero de huevos de hos-
pedero y basados en el hecho que la mitad
de los huevos en los tubos permanecieron
no parasitados se decidié disminuir el nime-
ro de huevos por tubos de 100 a 50 a partir
de la generacién 23 de la Colonia 2. Visto
que esta disminucién no afecté el compor-
tamiento de los indices restantes se decidi6
mantener esta proporcion en las generacio-
nes subsiguientes. La razén sexual fue lige-
ramente sesgada hacia las hembras (figura
2). El porcentaje de hembras se mantuvo en
forma significativa por encima del 50 % en
todas las generaciones excepto una (18) en
la Colonia 1, y dos generaciones (10, 15) en
la Colonia 2.
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Figura 2. indices de calidad. Porcentaje de cria viva, porcentaje de avispas emergentes y porcentaje
de hembras (+ intervalo de confianza del 95%) por generacion en las dos colonias de cria
de Cleruchoides noackae (izquierda: primera colonia, derecha: segunda colonia). Lineas
punteadas representan los estandares de calidad establecidos a priori.

Temperatura

La temperatura afecto el inicio de las emer-
gencias de C. noackae. La variacion para
cada temperatura dada fue muy baja. La
emergencia de parasitoides comenzé en el
dia 19 + 0.9 (media + desviacion estandar)
a22° ,eneldia24+09a20° yenel

dia 27 + 0.9 a 18 °C (Test de suma de ran-
gos de Wilcoxon, valores de p corregidos
en todas las comparaciones < 0.001). No
se observaron diferencias significativas en
el porcentaje de avispas cosechadas a los
tres diferentes valores de temperatura (G-
test = 5.16, 2 grados de libertad, p = 0.07,
Figura 3).
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Figura 3. Efecto de la temperatura. Primer dia de la emergencia (media + desviaciéon estandar) y
porcentaje de avispas vivas (z intervalo de confianza del 95%) a diferentes temperaturas.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos a a= 0.05 (Test de
suma de rangos de Wilcoxon para el primer dia, Test G de independencia para el % avispas
vivas).

Aborto inducido por el parasitoide Haenszel: X2 = 30.399, 1 grado de libertad, p
<0.001, Figura 4). Larazén entre tratamientos
Las tasas de aborto fueron significativamen-  permanecié constante a través de las gene-
te diferentes entre huevos expuestos y no raciones calculadas (Figura 4; Breslow-Day:
expuestos al parasitoide (Cochran-Mantel- X2=0.083, 2 grados de libertad, p = 0.96).
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Figura 4. Aborto inducido por parasitismo a C. noackae. Porcentaje de huevos abortados de
Thaumastocoris peregrinus (+ intervalo de confianza del 95%) expuestos o no expuestos
a parasitacion por Cleruchoides noackae. Las letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas entre tratamientos y a través de las generaciones a a= 0.05 (Test
de X2 de Cochran-Mantel-Haenszel).

Evolucion de la razén sexual durante  Mantel-Haenszel: X2 = 18.322, 1 grado de
el periodo de emergencia libertad, p < 0.001, Figura 5). La razoén entre

tratamientos permanecié homogénea a tra-
La proporcion de hembras fue mayor duran-  vés de las generaciones estudiadas (Bres-
te la segunda mitad del periodo de emergen-  low-Day: X2= 3.0759, 2 grados de libertad,
cia dentro y entre generaciones (Cochran- p = 0.96).
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Figura 5. Evolucion de la razén sexual durante el periodo de emergencia en diferentes generaciones.
Porcentaje de hembras ercentage of females of C. noackae (+ intervalo de confianza del
95%) para avispas emergidas en la primera mitad (barras negras) o en la segunda mitad
(barras blancas) de cada generacién. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre los tratamientos a a = 0.05 (Cochran-Mantel-Haenszel X2).
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Liberaciéon a campo

Huevos parasitados fueron liberados en siete
sitios en el campo entre 2013 y 2015 (Figura
6). El verano de 2014 fue extremadamente
tormentoso, lo cual afecté en gran medida las
poblaciones de T. peregrinus tal como se refle-
jO en la red de trampas amarillas (Martinez &
Gomez, 2014). Estas condiciones retrasaron la
primera campafa de monitoreo. Durante 2014,
se relevaron los sitios 1 a 4 a fines de marzo y
se realizaron dos nuevas liberaciones en abril
(sitios 5y 6). En mayo del mismo afio se revi-
sitaron los sitios 2 a 4 debido a una mejoria en
las condiciones ambientales y a la permanen-
cia de poblaciones de T. peregrinus en el cam-
po. Durante este relevamiento se recuperoé por
primera vez C. noackae del sitio 3 (Cuadro 1).
Se revisitaron los sitios 1 a 6 en 2015 pero no
se encontraron huevos de T. peregrinus en la
mayoria de los sitios por lo que no se realiza-
ron nuevas liberaciones durante esa campana.

-30.000

-35.000

0 100 200 km
L —

No obstante se lograron colectar oviposturas
del sitio 3, del cual se recuperaron avispas una
vez mas. En 2016 se recuperaron avispas por
tercera vez del sitio 3 y por primera vez del si-
tio 4, en febrero y marzo, respectivamente. De
marzo a mayo de 2016 se realizaron liberacio-
nes adicionales en un nuevo sitio (7).

Las avispas emergidas de los huevos colec-
tados del campo exhibieron tasas de supervi-
vencia in vitro por encima del 80% en todas las
muestras excepto las colectadas en el sitio 3 en
2014 (646 huevos en 7 tubos). Las muestras
que fueron tomadas del sitio 3 en 2015 presen-
taron una emergencia mas alta (51.7+1.8 %)
que en previas muestras de campo y que en
condiciones de laboratorio. Tal como se men-
ciond anteriormente utilizamos estas avispas
para fundar la Colonia 2. Las avispas emer-
gentes de todas las colectas a campo presen-
taron una proporcién de hembras de 50% o
ligeramente superior (Cuadro 1).
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- -30.000

-35.000

-55.000

Figura 6. Sitios de liberacion. Ubicacion de los sitios de liberacion de Cleruchoides noackae.

La flecha indica el Norte.
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Cuadro 1.Resumen de datos de liberaciones de campo de Cleruchoides noackae (se indica la media
* el intervalo de confianza del 95% para cada indice).

N2 de huevos

N2 de ) . Huevos de % % %
Fecha . . . . . parasitados N2 de visitas . . L. " . .
Sitio  Especie liberaciones . 5 T.peregrinus éRecuperacién? emergencia hembras supervivencia
(m/a) liberados de monitoreo o Y o o
colectados (afio) (afio) (afio) (afio)
03/201 " 500 250 (2014)
3 1 E. dunnii 2 500 3 N.E. (2015) No
03/201 . 500 N.E. (2014)
3 2 E.benthamii 2 500 3 N.E. (2015) No
E.
11/201 . . 1000 . 2.4+0.5 73.84£9.5 38.1+14.9
3 3 teretn?ornlf 2 1000 2 646 (2014) Si (2014) (2012) (2012)
E.maidenii
1000 51.74#1.8  59.9+1.5 85.5£0.6
02/201 E.tereticornis 3 1000 ) 2021 (2015) s (2015) (2015) (2015)
4 E.maidenii 1000 335(2016) ! 35.5+11.7 58.8+15.0 100+19.6
(2016) (2016) (2016)
02/201 1000 N.E. (2014) , 26.1+2.6  50.0+1.1 80.5+2.8
a 4 FEglobulus 2 1000 3 1830 (2016) Si (2016)  (2016) (2016)
04/4201 5 E. grandis 1 1500 1 N.E. (2015) No
04/4201 6  E.viminalis 1 1200 1 N.E. (2015) No
1200
03/6201 7  E. benthamii 3 1200 No
1200
Discusion peor escenario 570 hembras vivas por 3000

El protocolo de cria desarrollado para Cleru-
choides noackae presentado en este estudio
nos permiti®6 mantener una colonia viable
de la avispa por dos afos, sin cambios sig-
nificativos en los parametros de calidad en
relacién a los estandares basados en la ex-
periencia de cria en Brasil y Chile. Las avis-
pas procedentes de la cria peridédicamente
liberadas en el campo fueron capaces de co-
lonizar al menos dos sitios y reproducirse en
numero suficiente como para iniciar una nue-
va colonia de cria, exclusivamente a partir
de individuos colectados en el campo. Estos
datos demuestran que es factible mantener
una colonia de cria de este parasitoide en el
contexto de un programa de control biolégico
para la chinche del eucalipto.

Cria en laboratorio
Si tomamos en cuenta la informacién obteni-

da de los indices de calidad, la preparacién
de 60 tubos por generacion produciria en el

huevos, lo cual seria suficiente para mante-
ner la cria durante el invierno cuando no se
realizan liberaciones. En verano, el escala-
miento de la cria a 100 tubos proveeria de
960 hembras por 5000 huevos lo cual permi-
tiria la liberacion a campo. Las tareas diarias
en la cria incluyen la preparacion de tubos
de cria y el conteo de las avispas emergi-
das. Dos personas trabajando 30 horas por
semana pueden cumplir con las actividades
relacionadas con la cria durante los periodos
de emergencia.

Nosotros establecimos como objetivos de la
cria obtener una emergencia del 20% o mas,
al menos 50% de hembras y una supervivencia
por encima del 80 %, tomando como base los
parametros estimados en la cria de EMBRAPA
de la cual fueron obtenidos los individuos fun-
dadores de la colonia inicial. La supervivencia
mejoro en la segunda colonia iniciada a partir
de individuos colectados a campo. Un mejor
manejo del sistema luego de dos afios de ex-
periencia podria explicar esta mejora.
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De acuerdo a nuestros resultados la emer-
gencia en promedio de 20-30 avispas en una
base de 100 huevos por tubo de cria impli-
ca que alrededor de la mitad de los huevos
quedan sin parasitar (si consideramos un
promedio de 20 abortos). La decision de re-
ducir el nimero de huevos a 50 por tubo nos
permiti6 economizar esfuerzos sin perder
productividad. De esta forma el porcentaje
de emergencia aumentd al doble luego de
realizado este cambio (es decir, el niumero
de emergentes por tubo se mantuvo igual),
mientras que los restantes indices no experi-
mentaron cambios, o incluso mejoraron.

Aunque en algunos casos las condiciones de
cria pueden afectar la razén sexual en My-
maridae (Heimpel & Lundgren, 2000), nues-
tros resultados muestran una razén sexual
ligeramente sesgada hacia las hembras que
permanecié constante en todas las genera-
ciones. Los datos obtenidos de poblaciones
de campo muestran una proporcion de hem-
bras desde ca. 50% a moderadamente ses-
gada hacia la hembra. Poblaciones con este
sesgo hacia las hembras han sido reporta-
das en colonias de cria de otras especies de
Mymaridae (Boivin, 1988; Chen et al., 2006),
aunque Mutitu et al. (2013) reportaron una
poblacion ligeramente sesgada hacia los
machos (aunque no significativamente dife-
rente al 50%) en una colonia de cria de C.
noackae. En nuestro estudio solo una de
60 generaciones presenté una razéon sexual
sesgada hacia los machos y no se encon-
tr6 este sesgo en ninguna de muestras de
campo. Dado que C. noackae se reproduce
por partenogénesis arrenétoca (haplodiploi-
de) (Mutitu et al., 2013) como es el caso en
otros mimaridos, las hembras son capaces
de controlar la razén sexual de la progenie
en funcién de la calidad de los parches colo-
nizados (Van Baaren et al., 1999).

El manejo de la depresion por endogamia es
un desafio importante en la cria de insectos,
particularmente en colonias de mediana es-
cala (Charlesworth & Charlesworth, 1987).
Nuestro estudio que abarca mas de 30 gene-
raciones continuas y dos colonias diferentes
sugiere que C. noackae presenta una alta to-

lerancia a condiciones de endogamia en cria
in vitro, condicion que ha sido observada en
otros parasitoides (Quaglietti et al., 2017). En
el caso de C. noackae esto puede deberse a
la biologia de esta minuscula avispa con limi-
tadas capacidades de dispersion que resulta
en pequefas poblaciones de la avispa con
un limitado flujo génico entre ellas (Nadel
et al., 2012a). De todos modos futuros es-
tudios deberian evaluar otros parametros de
historia de vida y potenciales cambios en los
mismos debido a la cria continua. Tomando
en cuenta nuestros resultados es aconseja-
ble instalar una nueva colonia con individuos
silvestres al menos una vez cada dos afos
para evitar adaptacion a las condiciones de
laboratorio (Sgrensen et al., 2012).

Efecto de la temperatura

Conforme lo esperado la temperatura afecto
la duracion del ciclo de vida de C. noackae
pero ni la supervivencia ni la emergencia se
vieron afectadas por la cria a temperaturas
inferiores a 22 °C. El rango térmico 6ptimo
para C. noackae se da entre 15 °C y 25 °C
de acuerdo a estudios previos (Souza et al.,
2016), y la cria a 22 °C permite la cosecha
a intervalos de 19 dias. Nosotros probamos
dos temperaturas por debajo de la tempera-
tura usual de cria de 22°C, a efectos de op-
timizar la cria invernal, cuando la demanda
de avispas disminuye. Basados en nuestros
resultados escogimos 18 °C como la tempe-
ratura para cria invernal ya que permite la
cosecha de una generacion cada 27 dias
(cosecha mensual) sin reduccién en la emer-
gencia o la supervivencia.

Aborto inducido por el parasitoide

El aborto del hospedero inducido por el para-
sitoide puede constituir un servicio de control
bioldgico adicional provisto por los parasitoi-
des de huevo (Abram et al., 2016). Nuestros
resultados muestran que bajo las condiciones
de cria utilizadas en el presente estudio una
media de 20% de los huevos puestos por la
chinche del eucalipto no eclosionan y que
este porcentaje es significativamente aumen-
tado luego de la exposicion a C. noackae.
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Evolucion de la razon sexual durante
el periodo de emergencia

En el presente estudio observamos en for-
ma consistente un aumento en la propor-
cién sexual de las hembras en la segunda
mitad de la generacion, lo cual sugiere que
los machos tienden a emerger antes que
las hembras. En sistemas reproductivos
donde el apareamiento entre hermanos u
otras formas de reproduccion no panmicti-
ca son comunes, la estructura reproductiva
resultante se define como “competencia por
parejas locales” (Hamilton, 1967) la cual se-
lecciona a favor de razones sexuales ses-
gadas hacia la hembra, como se observa
para C. noackae. Bajo esta condicion repro-
ductiva la emergencia temprana le confiere
ventajas competitivas a los machos para
el acceso a un niumero mayor de hembras
(Hamilton, 1967; Werren, 1980), particular-
mente en especies con un periodo de vida
adulta relativamente corto, tal como sucede
en esta especie. La observacién reiterada
de avispas copulando en forma inmediata
a la emergencia realizada durante este es-
tudio asi como por Mutitu et al. (2013) le da
soporte adicional a la teoria de competen-
cia por parejas locales.

Liberaciéon a campo

Reportamos en este estudio la recupera-
cidn exitosa a campo por primera vez de
individuos silvestres de C. noackae en dos
sitios independientes y en forma reiterada
por tres afios. Basados en estos resultados
podemos confirmar el establecimiento de
una poblacion silvestre de C. noackae en
Uruguay.

La liberacién de parasitoides y su posterior
seguimiento se vieron muy afectados por
las condiciones climaticas adversas. La
ocurrencia de dos periodos de verano con
eventos importantes de precipitacién per-
judicaron las poblaciones de T. peregrinus
a tal punto que no fue posible recuperar
huevos en la mayoria de los sitios releva-

dos. Los sitios de los que se logré recupe-
rar poblaciones silvestres estan ubicados
en estaciones experimentales de INIA lo
cual permitio utilizar elevadores mecanicos
para colectar huevos a mayores alturas. Es
posible por lo tanto que existan poblacio-
nes silvestres establecidas en otros sitios
pero a las que no se ha pudido alcanzar
con la colecta manual y que el éxito relati-
vo de estos sitios se deba simplemente a
un mayor esfuerzo de muestreo. Ademas
el hecho de haber colectado C. noackae
en el sitio 4 dos afios después de haber
realizado liberaciones implica que las avis-
pas consiguieron mantener una poblacién
silvestre sin nuevas introducciones desde
2014 a 2016. Con la sola excepcion de la
primera recuperacion del sitio 4, la supervi-
vencia de los individuos silvestres en el la-
boratorio se mantuvo por encima de 80%,
la emergencia por encima del 20% y mas
de la mitad de los individuos recuperados
fueron hembras. Estos resultados sugieren
que hay buenas oportunidades para el es-
tablecimiento de poblaciones silvestres de
C. noackae en nuestras condiciones am-
bientales.

Consideraciones finales

Luego de cuatro afios consecutivos de cria
y liberacién de C. noackae, hemos estable-
cido un protocolo de cria que permite una
produccion estable y la liberacion a campo
de parasitoides, y hemos logrado instalar
poblaciones silvestres del parasitoide en al
menos dos sitios separados, lo cual asegura
la continuidad de la produccion. Los proxi-
mos pasos involucran la optimizacion de los
esquemas de liberaciéon y la evaluacion de
la eficacia de C. noackae como agente de
control bioldgico de la chinche del eucalipto
en Uruguay. La mejora de tanto las condi-
ciones de cria como del éxito de las libera-
ciones requiere estudios adicionales sobre
los mecanismos de busqueda y dispersion
del parasitoide, y el desarrollo de métodos
eficaces de monitoreo para la plaga y el pa-
rasitoide.
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