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RESUMEN

El control biolégico aumentativo
de Diatraea saccharalis Fabricius
(Lepidoptera: Crambidae) requiere la cria
masiva del parasitoide Cotesia flavipes Cameron
(Braconidae: Microgastrinae) y por ello, es
necesario el desarrollo de dietas artificiales
eficientes. El objetivo fue examinar los efectos
de distintos tipos de dieta sobre parametros
biolégicos de D. saccharalis y su impacto en
la produccion de cocones de C. flavipes. Se
sembraron 46136 huevos de D. saccharalis en
once combinaciones de dietas artificiales, con
dos tipos de harinas y tres tipos de antibiéticos.
Los resultados mostraron que la composicion
de la dieta afecto los parametros bioldgicos de
ambas especies. La mayor eficiencia en la cria
se obtuvo con el empleo de combinaciones de
harina de poroto y ampicilina. Sin embargo, si se

ABSTRACT

The augmentative biological
control of Diatraea saccharlis Fabricius
(Lepidoptera: Crambidae) requires the mass
rearing of the parasitoid Cotesia flavipes
Cameron (Braconidae: Microgastrinae), and for
this, it's necessary the development of efficient
artificial diets. The goal was to examine the
effects of different diet types on biological
parameters of D. saccharalis and theirimpact on
coccon production of C. flavipes. 46136 eggs of
D. saccharalis were sow on eleven combinations
of artificial diets, with two types of flours and
three types of antibiotics. The results showed
that the diet composition affected biological
parameters of both species. The larger efficiency
in the rearing was obtained with the use of
combinations of bean flour and ampicillin.
However, if we consider the relationship between
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considera la relacion entre costos de produccion production costs and biological parameters,
y parametros bioldgicos, la dieta con harina de  the diet with bean flour, oxytetracycline and
poroto, oxitetraciclina y estreptomicina resulta  streptomycin was the most adequate for
mas adecuada para la cria masiva. mass rearing.
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INTRODUCCION

El gusano barrenador Diatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Crambidae) es
uno de los insectos mas importantes para la agricultura sudamericana, ya que es fuente
de dafios en cafia de azUcar, maiz, arroz, avena, sorgo y trigo (17, 27, 36, 41, 47).
Esta especie es una de las principales plagas que atacan al cultivo de la cafia de
azucar (Saccharum officinarum, Poaceae), debido a su amplia distribucién y a la
alta incidencia (20, 43). En Argentina, el problema es mayormente relevante en la
provincia de Tucuman, donde la produccion de cafia de azucar representa 66% de
la produccién nacional (37).

La accioén primaria de D. saccharalis es la formacion de galerias en los tallos, lo
cual reduce el peso y numero de tallos producidos por hectarea. Las perforaciones
funcionan como puerta de entrada de hongos y bacterias que son los responsables del
deterioro de los tejidos que inciden negativamente en la calidad, pureza y contenido
de sacarosa del jugo de caina extraible. Existen otros dafios que afectan la calidad
vegetativa, como la aparicion de brotes laterales, atrofia de entrenudos y muerte de la
yema apical (2, 4, 15, 16, 53). En la provincia de Tucuman, los niveles de infestacion
de D. saccharalis en cultivos de cafia de azucar varian en promedio entre 5y 8%,
con picos de 60% (45). En términos de produccion azucarera, la pérdida productiva
se estima en 650 gramos de azucar por tonelada de cafa por punto porcentual de
infestacion (44).

Tipicamente, tres estrategias son utilizadas para mitigar el problema de
infestacion por D. saccharalis: (1) cultivo de variedades resistentes, (2) aplicacion
de insecticidas, (3) control biolégico. Como ejemplos para el primer caso, en
Louisiana (USA) se cultivan las variedades resistentes CP70-321 y CP65-357 (6),
sin embargo, las variedades comerciales mas difundidas en Tucuman (Argentina),
tales como LCP 85-384; TUC 77-42; CP 65-357; RA 87-3, L 75-33 y TUC 95-12,
presentan escasa 0 nula resistencia a la plaga y la susceptibilidad al ataque es
semejante entre ellas (14, 32, 45). Complementariamente, el uso de productos
quimicos (insecticidas) solo puede hacerse efectivo en los primeros estadios larvales,
antes de que la larva penetre los tallos (46). Como alternativa, el control biolégico de
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D. saccharalis con el microhimenoptero parasitoide Cotesia flavipes Cameron (1891)
(Braconidae: Microgastrinae) ha mostrado resultados positivos (3, 8, 33, 52).

Para la aplicacion de técnicas de control biolégico aumentativo se hace necesario
el desarrollo de dietas artificiales eficientes para alimentar los estadios inmaduros
de D. saccharalis, con el fin de ser utilizados para cria masiva como hospedadores
del controlador biolégico C. flavipes (11, 22, 24, 31, 39, 42). Esto es debido a que
la composicién de la dieta (natural o artificial) influye sobre parametros del ciclo
de vida (19), tales como fertilidad, tamafio de las larvas, proporcién de sexos y
supervivencia (1, 5, 6, 7, 21, 25, 28, 29, 35, 37).

Los componentes cominmente adicionados a los formulados dietarios
comprenden fuentes de nitrégeno (proteinas o aminoacidos), lipidos, carbohidratos
y minerales (50). Ademas se adicionan vitaminas tipo B, como biotina y acido
félico, que actian como factores de crecimiento, y vitamina C (acido ascérbico)
como fagoestimulante y antioxidante. También se requieren estabilizantes que
modifican el pH (acido acético, acido benzoico) y gelificantes como agar y
caragenato que dan consistencia al alimento (12). Lo que se espera de una dieta
artificial en condiciones de cria masiva, es que ademas de cubrir las necesidades
nutricionales, sea capaz de atenuar los riesgos de enfermedades y contaminacion
por patégenos, cuyos efectos podrian disminuir drasticamente la poblacién manejada
en el laboratorio (48). Para prevenir la contaminacion microbiana se emplean
antifungicos (por ejemplo, acido sorbico, metil-parahidroxi-benzoato) y antibiéticos.
En consecuencia, se espera que la optimizacion de una dieta artificial contribuya
al mantenimiento adecuado de la cria del hospedero D. saccharalis y a una mayor
produccion del parasitoide C. flavipes (4, 9, 22).

Estudios previos sobre la composicién de la dieta de D. saccharalis han
mostrado que ésta tiene efectos sobre el peso, la duracion del ciclo de vida
(en los estados de larva y pupa), la mortalidad de larvas, y la fecundidad de los
adultos (7, 11, 38, 39, 50) ademas de un efecto en la produccion de parasitoides (22).
Este cumulo de conocimiento es significativo aunque no suficiente para abordar las
necesidades de la cria masiva. La presente investigacion es la primera que considera
once combinaciones de dieta y cinco parametros bioldgicos y productivos de interés
para la optimizacion de la cria masiva de D. saccharalis 'y C. flavipes.

Objetivo
+ Examinar los efectos de distintas composiciones de dietas sobre parametros

del ciclo de vida de D. saccharalis y el impacto en la produccion de cocones de
C. flavipes.
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la dieta base y combinaciones experimentales

La dieta se baso en Greene et al. (18), y en una dieta desarrollada en
Biocontrol (10, 34), con modificaciones seguidamente descriptas. Para preparar la dieta
basica se procedié de la siguiente manera. En 3 litros de agua calentada a 60°C, se
licua harina de poroto grueso (380 g), harina de maiz (420 g), levadurainactiva (352 g)
y germen de trigo (240 g, tratado en autoclave en bolsa de polipropileno 1 hora). Se
agregan 70 ml de solucion vitaminica, preparada en 2 fases. Una en la que se mezclan
en seco: biotina (40 mg/l), niacinamida (2 g/l), pantotenato de calcio (2 g), riboflavina
(1 g/l), clorhidrato de tiamina (500 mg), clorhidrato de piridoxina (500 mg), y acido
félico (200 mg). Una fase liquida con: cloruro de colina (6 g), vitamina B12 (120 ml),
Polivitaminico Mineral Ténico Plus (Induvet®; 9 ml), metil- parahidroxi- benzoato (95 g),
acido sorbico (18 g), acido ascoérbico (35,7 g) y antibiético (16 g de oxitetraciclina
mas 1 g de estreptomicina). Luego se agrega caragenato (95 g licuado en 3 litros
de agua hervida) y formol (12 ml al 35%). Esta dieta sera referida como Dieta A.
Se realizaron ademas otras diez combinaciones de dieta. En la tabla 1 (pag. 49) se
describen las variaciones en los componentes y cantidades utilizadas para las once
combinaciones de dieta, teniendo en cuenta que el procedimiento fue el mismo que
el aqui descripto para la Dieta A. Se usé harina de poroto blanco (Phaseolus vulgaris;
molienda fina y gruesa) y de soja (Glycine max).

Manejo del hospedero y del parasitoide en el laboratorio

El pie de cria de D. saccharalis se establecio en el Centro de Investigaciones
sobre Regulacion de Poblaciones de Organismos Nocivos, Tucuman, Argentina
(CIRPON, autorizacion cuarentenaria de SENASA, Servicio Nacional de Sanidad y
Calidad Agroalimentaria). Las larvas de D. saccharalis provenian de cultivos de cafia
de azucar de las provincias de Tucuman y Salta, y material proveniente de Biocontrol.
Cotesia flavipes fue introducido desde Biocontrol, Ribeirdo Preto, Brasil. Los ensayos
se realizaron con cohortes F1 de D. saccharalis y una linea de cria del parasitoide,
para reducir potenciales efectos de variacién genética entre lineas. Las lineas se
sacrificaron al finalizar el trabajo.

Los ensayos se llevaron a cabo entre los meses de enero y abril de 2008. Se
seleccionaron posturas (ubicadas en hojas de papel) con huevos de la misma fecha de
oviposicion. Las hojas se desinfectaron en sulfato ctprico (7 g/lde agua) por tres minutos.
Luego un trozo de papel con postura se adhirié a la pared del frasco de dieta. Se
contaron 46136 huevos de D. saccharalis (con lupa) y se sembraron 450 frascos de
vidrio (esterilizados en autoclave a 120°C, 1 atm de presion, 50 minutos), cada uno con
120 ml de dieta artificial (tabla 1, pag. 49). Cada frasco tuvo en promedio 205 huevos
(rango: 32 a 258; numero total de huevos por tratamiento indicado en tabla 2, pag. 50).
Las tapas fueron ahuecadas, cubiertas con algodén o malla de alambre con papel
secante (esterilizadas en estufa a 200°C, 30 minutos). Luego de la siembra de huevos,
los frascos se ubicaron en camara de incubacion (29 + 1°C, 65- 70% humedad relativa,
fotoperiodo 12 L:12 O).
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Una vez ocurrida la eclosién y el desarrollo de las larvas, los frascos de cada
tratamiento se destinaron a dos lineas de desarrollo. Una submuestra de las larvas fue
destinada para conocer los parametros de D. saccharalis, mientras que otra submuestra fue
destinada a la parasitoidizacion. El numero de frascos para la medicion de cada variable se
indica en la tabla 2 (pag. 50) (indicado por "n"). El nimero final de frascos por tratamiento
fue menor que el inicial, ya que soélo se usaron frascos en 6ptimas condiciones sanitarias.

Tabla 1. Variaciones de la dieta basica (Dieta A) para obtener once formulaciones
de dieta artificial utilizadas en los ensayos de efecto de dieta. N indica el
numero de frascos sembrados con huevos de Diatraea saccharalis para
cada combinacion de dieta. Ver detalles en seccion Materiales y Métodos.

Table 1. Variations of the basic diet (Diet A) to get eleven formulations of the artificial
diet used in the essays on diet effects. N indicates the number of jars sowed
with Diatraea saccharalis eggs for each diet combination. See details in
Materials and Methods section.

Antibioético

N

Harina o n i o Dieta
Ampicilina  Estreptomicina  Oxitetraciclina (frascos)

Poroto molido grueso 380 g 9 169 A 60
149 19 B 60
1g 169 (¢} 30
1g 1g 169 D 30
29 E 30

Soja texturizada 380 g 19 169 F 60
19 19 169 G 30

Poroto molido grueso 190 g, 19 169 H 60

molido fino 190 g

Poroto molido grueso 190 g, 19 169 J 60

Soja texturizada 190 g
19 19 169 K 30

Para el destino de parasitoidizacion, a los 19 dias de sembrados los huevos, se
seleccionaron 6223 larvas de D. saccharalis en estado L4 (20-25 mm). Cada larva
de D. saccharalis se ofreci6 manualmente a una hembra de C. flavipes. Luego, en
capsulas plasticas de Petri (desinfectadas con hipoclorito de sodio al 0,2%, 2 horas) se
colocaron larvas parasitoidizadas (5 larvas por capsula). Para conocer los parametros
de D. saccharalis, a los 21 dias, se seleccionaron 6090 larvas en estado L5. En este
caso se colocaron 6 larvas por capsula. Las capsulas con larvas parasitoidizadas
(destino cocdn) y no parasitoidizadas (destino D. saccharalis) se colocaron en
camaras separadas (27 + 1°C, 65-70% humedad relativa, fotoperiodo 12 L:12 O).
Todas las capsulas contenian 2-3 trozos de 2,5 cm? cada uno de dieta de
"realimentacion”. Esta segunda dieta se us6 de manera constante para ambos destinos
(linea D. saccharalis y linea C. flavipes).
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Dietas para cria de Diatraea saccharalis y Cotesia flavipes

La dieta para "realimentacion” de larvas se preparé con harina de poroto (840 g),
harina de maiz (840 g), germen de trigo (390 g esterilizado como fue indicado arriba),
levadura inactiva (176 g), formol (36 ml), acido acético (110 ml), Induvet® (12 ml),
vitamina B12 (8 ml), solucién vitaminica (100 ml), agar (336 g), oxitetraciclina (28 g)
y 6 litros de agua.

Parametros del ciclo de cria masiva

Los potenciales efectos de la dieta sobre parametros de cria de D. saccharalis
fueron evaluados sobre la proporcion de huevos que llegaron a larva L4
(eficiencia huevo-larva), y sobre la proporcion de larvas que llegaron a pupa
(eficiencia larva-pupa). La eficiencia huevo-larva fue medida como numero
de larvas de D. saccharalis dividido por el nimero de huevos sembrados por
frasco, independientemente del destino (cria de la plaga o parasitoidizacion). Los
potenciales efectos de la dieta sobre la produccién de C. flavipes fueron evaluados
sobre la base de la produccién de cocones (numero de cocones dividido por el
numero de larvas parasitoidizadas) o producciéon de cocones. Dado que seria
deseable una combinacion que incremente la eficiencia de ambas lineas de cria
(D. saccharalis 'y C. flavipes), se evalud el efecto de la dieta sobre un estimador
de eficiencia global. Esto se hizo multiplicando la eficiencia huevo-larva por la
eficiencia larva-pupa para la linea de D. saccharalis, y multiplicando la eficiencia
huevo-larva por la produccion de cocones para la linea de C. flavipes. Para construir
un indice de rentabilidad relativa, la eficiencia global fue dividida por el costo
de la dieta correspondiente (calculado con base en los precios de los insumos
durante el estudio).

Andlisis de datos

De acuerdo con cada modelo estadistico, se realizaron pruebas de normalidad
de Shapiro-Wilk. Cuando fue necesario, las variables originales fueron transformadas
para alcanzar el supuesto de normalidad. El nimero de huevos por siembra fue
transformado como la raiz cuadrada de X; la eficiencia huevo-larva, la eficiencia
larva-pupa, y la produccién de cocones (considerando una unidad como masa de
cocon producida por larva parasitoidizada) fueron transformadas como el arcoseno
de la raiz cuadrada de X. La eficiencia global y la eficiencia por unidad de costo
(rentabilidad relativa) no fueron transformadas. Dado que el numero de huevos por
siembra varia y afecta la eficiencia huevo-larva por efectos de densidad, el nimero de
huevos sembrados fue considerado una covariable. Esto asume que la variacién en la
proporcién de eclosién fue despreciable. Para examinar el efecto de la composicion
de la dieta, se aplicé un modelo lineal general. El factor principal fue el tipo de dieta,
el numero de huevos sembrados fue una covariable, y las variables de respuesta
fueron la eficiencia huevo-larva, la eficiencia larva-pupa, la produccion de cocones,
la eficiencia global y la rentabilidad. A los fines de este estudio se opt6 por aplicar
modelos univariados. Siempre que fue posible se evaluaron interacciones entre
factores. Cuando el factor principal fue significativo, se aplicaron pruebas a posteriori
para determinar diferencias significativas entre tipos de dieta. Todos los analisis fueron
llevados a cabo en STATISTICA 7.0 (49).
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RESULTADOS

En la tabla 2 (pag. 50) se muestra el resumen estadistico para cada uno de los
parametros de cria considerado. La composicion de la dieta afecto significativamente
todas las variables de respuesta. Las dietas difirieron significativamente entre si
(tabla 2, pag. 50; tabla 3).

Tabla 3. Sumario de resultados de los analisis con aplicacion de modelos lineales
generales. SC: suma de cuadrados; gl: grados de libertad; CM: cuadrados
medios; F: valor del estadistico F; p: probabilidad asociada a la prueba estadistica.

Table 3. Summary of results from analyses with the application of general linear
models. SC: sum of squares; gl: degrees of freedom; CM: mean squares;
F: value of the statistic F; p: associated probability to the statistical test.

Variable de respuesta Fuente de variacion SC gl CM F P

Eficiencia huevo-larva Tratamiento 1,218 10 0,122 2,79 0,00233
Numero de huevos 0,329 1 0,329 7,55 0,00625
Tratamiento*Numero de huevos 1,022 10 0,102 2,34 0,01069
Error 18,314 420 0,044

Eficiencia larva-pupa Tratamiento 2,400 10 0,240 2,51 0,00794
Error 15,611 163 0,096

Produccién de cocones Tratamiento 4,567 10 0,457 5,55 0,00000
Error 13,659 166 0,082

Eficiencia global Tratamiento 0,699 10 0,070 4,51 0,00001
Error 5,258 339 0,016

Rentabilidad Tratamiento 56,927 10 5,693 6,26  0,00000
Error 309,345 340 0,910

En el caso de la eficiencia huevo-larva, hubo un efecto significativo del nimero
de huevos sembrados y de la interaccién entre el nUmero de huevos sembrados y el
tipo de dieta (tabla 3). Esto indica que la covariacion entre la eficiencia huevo-larva
y el numero de huevos sembrados dependié del tipo de dieta.

La menor eficiencia huevo-larva se observé en la dieta G, mientras que el valor
promedio mas alto se observé en la dieta | (tabla 2, pag. 50). Estas diferencias fueron
significativas (p < 0,05; prueba de Tukey, muestras desiguales). Tanto la eficiencia
larva-pupa de D. saccharalis como la produccion de cocones de C. flavipes fueron
significativamente mayores en la dieta E (tabla 2, pag. 50). Con la dieta E la produccion
de cocones fue significativamente mayor a otros cuatro tipos de dieta (p < 0,05).

La mejor eficiencia global fue obtenida con la dieta E, que fue significativamente
superior a otros ocho tipos de dieta (p < 0,05, tabla 2, pag. 50). No ocurrié lo mismo
con la rentabilidad, que evidencié que la dieta A fue mas rentable respecto de otros
seis tipos de dieta (p < 0,05, tabla 2, pag. 50).
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DISCUSION

En general, los formulados con base en harina de poroto favorecieron los
parametros biolégicos considerados. La dieta | (harina de poroto fino y grueso)
favorecio la eficiencia huevo-larva. La dieta E (harina de poroto grueso) favorecio
la eficiencia global. Estas observaciones contrastan con Lastra y Gomez (21),
quienes compararon cuatro tipos de dietas (zanahoria, soja, caseina y poroto) sobre
parametros bioldgicos de D. saccharalis y sefialan como menos adecuada la dieta a
base de poroto por proporcionar un menor porcentaje de pupas, y un menor nUmero
de larvas aptas para parasitoidizacion. Los resultados de este estudio sugieren el
empleo de harina de poroto como un componente mas eficaz que la harina de soja.
Este resultado seria contra-intuitivo si se considera que los productos de la soja son
ampliamente difundidos como componentes de la dieta en insectos. La harina de soja
tiene alto contenido proteico, vitaminico y mineral, y un perfil lipidico benéfico (12). Una
explicacion a este resultado podria darse por un efecto en la variacién de la textura
final de la dieta aqui utilizada. La harina de poroto confiere una textura mas compacta
0 menos aireada y esto permite un mayor contenido de humedad que la harina de
soja. Ademas, el contenido de humedad en dietas con harina de poroto se presume
mas estable, mientras que las dietas con harina de soja se secan mas rapido. Una
consistencia mas estable jugaria un papel importante en la supervivencia de las larvas
y en el aprovechamiento de los componentes nutritivos, ya que dietas secas dificultan
la movilidad de las mismas. Otra posibilidad para explicar las diferencias observadas
es la relacion con el pH (23, 26), el cual no fue considerado en este estudio.

Por otra parte, los mejores resultados se obtuvieron con el empleo de ampicilina
en diferentes dosis. La mayor eficiencia global se obtuvo con la dieta E (dosis doble
de ampicilina) y en segundo lugar con la dieta | (ampicilina y estreptomicina). Sin
embargo, una dosis doble de ampicilina aumenta el costo de la dieta, por lo que
la dieta A (sin ampicilina) es la adecuada si se toma en cuenta la rentabilidad. Las
recomendaciones del uso de bactericidas o bacteriostaticos son variables, lo cual
depende del sistema de estudio y de caracteristicas de la implementacion de la cria
masiva en laboratorio. En trabajos de cria de larvas de otros lepidopteros en laboratorio,
como Hypsydia grandella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) resulta eficiente el uso de
clorotetraciclina en dosis de 0,3 g/l de dieta (51). El uso de tetraciclina es recomendado
para la cria de larvas de lepidopteros en general (18). Sin embargo, para controlar el
crecimiento de bacterias en lineas de cria masiva de D. saccharalis, se utiliza sulfato
de estreptomicina en dosis de 1 a 1,5 g/l (22, 23). Las grandes biofabricas de cria
masiva de C. flavipes de Brasil usan con éxito una combinacion de acido nalidixico
(Wintomylon®; bacteriostatico y bactericida) en dosis de 0,65 ml/l de dieta, mas
ampicilina en dosis de 0,065 a 0,15g/I de dieta (13, 30, 51). Este ultimo caso se podria
comparar con los resultados de este trabajo ya que la dieta A combina un bactericida
(estreptomicina) con un bacteriostatico y bactericida (oxitetraciclina), con la ventaja
de que los compuestos usados en la dieta A tienen menor costo que sus respectivos
equivalentes usados por las biofabricas de Brasil.
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Son varias las razones de variacion en los parametros bioldgicos que podrian
devenir de los potenciales efectos de la dieta sobre la interaccién hospedero-parasitoide.
La interaccion entre el polidnavirus (PVD) inyectado por C. flavipes durante la
parasitoidizacion de la larva de D. saccharalis induce la supresion del sistema inmune
de la larva hospedero, y en consecuencia las células de defensa (hemocitos) no pueden
encapsular los huevos o larvas del parasitoide (40). Si el sistema inmune de las larvas
parasitoidizadas se encuentra deprimido, las larvas se harian mas susceptibles al ataque
de microorganismos (bacterias) del sistema de cria y esto podria afectar la supervivencia,
por lo cual deberia considerarse este tema en futuros estudios.

CONCLUSIONES

La dieta | (harinas de poroto grueso y fino, ampicilina y estreptomicina) es la dieta
adecuada para mantener y/o incrementar el nimero de larvas de D. saccharalis, ya que
con esta dieta se obtuvo el valor promedio mas alto para la eficiencia huevo-larva. Como no
es posible hacer una dieta dptima para cada situacién, la dieta E (harina de poroto grueso
con ampicilina en doble dosis) es la dieta adecuada para optimizar simultaneamente la
produccion en lalinea de criade D. saccharalis y la produccion de cocones, ya que fue la dieta
con mayor eficiencia global. Finalmente, para el desarrollo de la cria masiva con el objeto
de su empleo en control biolégico, se debe considerar ademas la relacion costo-beneficio.
En este caso, la dieta A (harina de poroto grueso, oxitetraciclina y estreptomicina) es
la mejor opcioén.
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