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Nos encontramos en los comienzos mismos de la era de la raza humana.
No es ilogico que tengamos o que tropecemos con problemas, pero hay
decenas de miles de afios en el futuro. Es responsabilidad nuestra hacer
lo que podamos, aprender lo que podamos, mejorar las soluciones y
transmitirlas a nuestra descendencia. Es responsabilidad nuestra dejar las
manos libres a las generaciones futuras.

Richard Feynman

A ese punto en el mar oscuro donde la luz se acurruca
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confiere robustez al descubrimiento. Aprender a convivir con ellos se convirtié, asi, en una
obligacion.

Sin embargo, a la conclusion de esta tesis termina una etapa en la que he mirado al pasado
demasiadas veces buscando el impulso imposible. Y termina no porque tire la toalla (nada més
lejos de la realidad), sino porque pronto empezara otra en la que los logros personales perderan
relevancia para mi, ya que me dispongo a dar forma a la mayor ilusién de toda mi vida. Carol me
dijo una vez que cuando nace un hijo, el centro de gravedad se traslada como por arte de magia
desde uno mismo hacia esa nueva persona recién llegada. Pues bien, quizas sea porque empiezo
a sentir la ingravidez que me he dado cuenta de que con el final de esta tesis se queda no mi amor
por la ciencia, ni mucho menos, sino la posibilidad de deshacer el tiempo, si es que en algin
momento de mi imaginacion fue posible. Y es que si la fuerza, la suerte y sobre todo la ciencia me
acompafian, no pasara mucho tiempo antes de que empiece a sentir que cada nuevo dia de mi
vida es irrepetible, y que no querré cambiarlo por nada. Por eso, a ese porvenir al que, a buen
seguro, intentaré transmitir la importancia de jugar, la capacidad de sofiar y viajar en el tiempo, la
curiosidad por lo desconocido, la fascinacion por lo diferente, la belleza de la incertidumbre, la
preocupacion por los problemas del mundo y, especialmente, como la ciencia contribuye a todo
es0; a ese futuro que cierra la posibilidad de cualquier linea de tiempo alternativa y al que espero
con el corazén y los brazos abiertos, van dedicados mis mejores dias de entrega a la ciencia y, por
tanto, esta tesis doctoral. Voy a confiar en el tiempo y en la ciencia, pues suelen dar dulces salidas
a muchas amargas dificultades. Estoy seguro de que ambos me regalaran el mejor de los futuros
posibles.

Pagina | 4



Resumen

A principios de la década de los noventa, el cultivo de pimiento dulce de invernadero del Campo de
Cartagena atravesaba una situacion fitosanitaria insostenible, con dificultades en el control quimico
del trips Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera: Thripidae), vector del virus del
bronceado del tomate, que ponia en peligro la rentabilidad de este cultivo. En un intento de revertir
la situacion, se iniciaron una serie de bioensayos con base en el control bioldgico aumentativo, que
culminaron con un cambio total en la estrategia de control, mejorando la situacién fitosanitaria de
todo el agroecosistema de la region. Uno de los principales contribuyentes a este cambio fue el
chinche depredador Orius laevigatus Fieber (Hemiptera: Anthocoridae), un enemigo natural de
gran éxito en el cultivo de varias especies vegetales, incluyendo el pimiento de invernadero, siendo
esencial para el control del trips. Sin embargo, al igual que ocurre con otros agentes de control
bioldgico, su establecimiento en los cultivos, y por tanto su eficacia en el control de la plaga, se
ven limitados en ocasiones por algunos factores, como la escasez de presas, las bajas
temperaturas o el efecto nocivo de los tratamientos fitosanitarios. En el desarrollo de agentes de
control biologico, los esfuerzos se han centrado tradicionalmente en la busqueda de nuevas
especies de enemigos naturales mas eficaces. Sin embargo, la accién beneficiosa de las especies
autdctonas puede optimizarse mediante la mejora genética, explotando la variabilidad
intraespecifica de aquellos rasgos que dificultan el establecimiento a largo plazo del depredador en
el cultivo. Asi, en esta tesis doctoral se desarrollan dos razas de O. laevigatus genéticamente
mejoradas con un rendimiento superior en condiciones de alimentacion dptima (mayor tamafio
corporal) y subdptima (mayor tolerancia al polen), evaluando su eficacia antes de su uso en la
proteccion de cultivos.

Diferentes caracteristicas de los enemigos naturales pueden afectar a su rendimiento en los
programas de control biolégico. Entre ellas, el tamafio del cuerpo puede desempefiar un papel
decisivo, ya que se ha asociado a un mayor rendimiento ecolégico. No existen en la bibliografia
estudios especificos sobre el tamafio del cuerpo en ninguna especie de Orius previo a esta tesis
doctoral. Asi pues, uno de los objetivos de este trabajo consisti6 en estudiar la variacion del
tamafio corporal en poblaciones silvestres y comerciales de O. laevigatus, asi como seleccionar
artificialmente una cepa con mayor tamafio corporal. A continuacién, se estimaron los parametros
de la tabla de vida en comparacién con los de una serie de poblaciones con un rango amplio de
tamarfos diferentes. En primer lugar, encontramos una variabilidad significativa en el tamafio
corporal entre las poblaciones silvestres de O. laevigatus, con las poblaciones comerciales
situadas dentro del rango natural de la propia especie. Sobre la base de esta variacion, iniciamos
un exhaustivo programa de mejora genética, obteniendo con éxito una cepa con un tamafio
corporal significativamente mayor. Ademas, esta linea seleccionada mostroé una mayor fecundidad
cuando se le suministré un alimento nutricionalmente superior (huevos de Ephestia), asi como una
mayor fecundidad y longevidad con una dieta mas pobre (polen de abeja). A pesar de presentar un
tiempo de desarrollo ligeramente més corto, el potencial reproductivo general fue similar o incluso
superior al de las poblaciones comerciales y sin seleccionar. Nuestra hipotesis es que las
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caracteristicas mejoradas de la cepa seleccionada de gran tamafio se basan en una capacidad
superior para explotar los recursos nutricionales, lo que le confiere una mayor capacidad de
recuperacion en situaciones de estrés (baja calidad o cantidad de alimento) tipicas de los
ecosistemas agricolas, mejorando su rendimiento como agente de control biolégico.

A pesar de que esta cepa de gran tamafio mostré una aptitud reproductiva superior, la seleccion
continuada hacia un caracter especifico puede tener como consecuencia el coste negativo de una
reduccion de la capacidad depredadora, lo que a su vez afectaria a la eficacia del control biolégico.
Por ello, pusimos a prueba la capacidad depredadora de nuestra linea de gran tamafio antes de su
utilizacién en programas de control biologico. Paralelamente, un mayor tamafio corporal puede
desembocar en una ampliacion del rango de presas, incluyendo a especies de mayor tamafio o a
diferentes estadios de vida de las presas. En este sentido, nuestra cepa de mayor tamafio de O.
laevigatus podria tener una tasa de depredacion y un rango de presas superiores a los de las
poblaciones comerciales y silvestres. Para comprobar ambas cuestiones, se estudié la respuesta
funcional a diferentes densidades de Frankliiniella occidentalis (adultos y larvas) y Myzus persicae
Sulzer (Hemiptera: Aphididae) (ninfas) en nuestra variedad de O. laevigatus de gran tamafio, en
comparacién con una poblacién comercial. Como resultado, el tamafio del depredador estaba
significativamente relacionado con los parametros de la respuesta funcional (tasa de ataque y
tiempo de manipulacion). La poblacion mejorada genéticamente para un tamafio corporal méas
grande mostr6 una capacidad de depredacién notablemente superior tanto sobre las larvas de trips
como especialmente sobre los trips adultos, aunque no sobre los pulgones. Por tanto, el mayor
tamafio corporal de nuestra raza seleccionada le ha permitido aumentar su eficacia como agente
de control biologico de los trips.

Por otro lado, en muchos cultivos protegidos, el control bioldgico aumentativo depende en gran
medida de los depredadores generalistas, cuya presencia continua en el cultivo permite una
respuesta temprana a la inmigracion y los brotes de la plaga. Su persistencia es posible gracias a
su capacidad para alimentarse de alimentos alternativos como el polen, ya sea proporcionado por
la planta o suplementado artificialmente. Sin embargo, la aptitud de estos depredadores disminuye
cuando se alimentan de alimentos alternativos, lo que dificulta su rendimiento sobre la plaga. Este
es el caso de O. laevigatus. Se han llevado a cabo numerosas investigaciones sobre diferentes
alimentos alternativos y suplementarios. En esta tesis se presenta un nuevo enfoque para hacer
frente a este reto: la mejora genética para aumentar el rendimiento con una alimentacién
subdptima. Asi, se plante6 un proceso de mejora genética partiendo de la exploracién de una
amplia variabilidad intraespecifica en cuanto a la fecundidad durante los diez primeros dias en los
que las hembras alimentaban exclusivamente de polen deshidratado de abeja (14.2 - 37.9 huevos
| hembra para treinta poblaciones silvestres y comerciales). Finalmente se compararon los
caracteres del ciclo vital entre dos lineas seleccionadas con una elevada tolerancia al polen y tres
poblaciones de referencia: una comercial, una de origen silvestre y otra aclimatada al polen pero
sin seleccionar, todo ello tanto con una dieta rica (huevos de Ephestia) como con una alimentacion
suboptima (polen). Las lineas seleccionadas mostraron valores considerablemente mejorados en
cuanto a longevidad (1.5 veces), fecundidad temprana (1.3 veces) y durante toda la vida (1.9
veces), supervivencia de las ninfas (3.5 veces), tasa intrinseca de incremento natural (r») (7.3
veces) y tasa reproductiva neta (Ro) (6.7 veces), en comparacion con las poblaciones de referencia
cuando fueron alimentadas con polen, aunque estos valores aln no alcanzaban a los registrados
con la dieta optima basada en Ephestia. Las poblaciones seleccionadas, a pesar que se
alimentaron a base de polen, no dieron lugar a ningln coste ecoldgico cuando se alimenté de la
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dieta 6ptima. Esta mejora adquirida tiene su origen en la ganancia genética y no en la plasticidad
fenotipica de la propia especie para tolerar la restriccion nutricional.

Una situacién de escasez de presas tras la liberacion de un enemigo natural o en determinadas
condiciones a lo largo del ciclo del cultivo suele afectar negativamente a su establecimiento y, por
tanto, perjudica la eficacia del control bioldégico aumentativo. Los depredadores omnivoros,
capaces de alimentarse de una amplia gama de recursos tanto animales como vegetales,
constituyen un enfoque adecuado para superar esta situacién. Asi, una vez demostrado que
nuestra linea genética de O. laevigatus con una tolerancia superior a la alimentacion sin presa
presentd registros reproductivos y de longevidad mejorados en condiciones de alimentacion
restringida, es necesario estudiar las posibles contrapartidas que la seleccién haya podido llevar
aparejadas. Un posible coste ecoldégico como consecuencia de la adaptacién a la restriccion
nutricional podria ser la reduccién de la capacidad depredadora del insecto sobre sus presas
naturales, lo que podria perjudicar a su eficacia de control. Sin embargo, su rendimiento superior
con una dieta suboptima podria derivarse de una capacidad superior para explotar cualquier
recurso nutricional disponible, lo que proveeria a este depredador de un rango mas amplio de
presas. Para dilucidar estas cuestiones, se examind la tasa de depredacion y la amplitud del rango
de presas de nuestra poblacion tolerante al polen antes de su uso potencial en programas de
control bioldgico de plagas. Para ello, se estudio la respuesta funcional a diferentes densidades de
F. occidentalis (adultos y larvas) y M. persicae (ninfas) en nuestra cepa mejorada de O. laevigatus
en comparacion con una poblacién comercial. Asi pues, no se observd coste ecoldgico alguno en
las tasas de depredacion sobre los adultos o sobre las larvas del trips en nuestra poblacién
tolerante al polen. Y lo que es mas importante, esta linea mejorada también mostré una mayor
capacidad de depredacion sobre las ninfas de pulgdn, demostrando asi un rango de presas
ampliado y, por tanto, una capacidad superior para explotar recursos de calidad subdptima.

Los depredadores omnivoros obtienen sus recursos de mas de niveles troficos diferentes, y eligen
su alimento en funcion de la cantidad y la calidad de estos recursos. Por ello, suelen entablar
relaciones de depredacion intragremial cuando las presas se vuelven escasas. O. laevigatus, por
ejemplo, se comporta normalmente como depredador omnivoro, pero se convierte en depredador
superior del acaro depredador Amblyseius swirskii Athias-Henriott (Acari: Phytoseiidae) cuando se
libera en un sistema combinado con niveles bajos de su presa preferida, el trips F. occidentalis. En
esta tesis hemos ensayado nuestras dos poblaciones de O. laevigatus mejoradas genéticamente
para un mayor tamafio y para una mejor aptitud reproductiva con polen (para las cuales hemos
demostrado una mayor diversificacion en la dieta) con el fin de dilucidar los efectos potenciales de
la especializacion trofica en la preferencia de presas y en la depredacion intragremial sobre el
acaro depredador, todo ello en comparacién con una poblacion comercial. Para ello, se registr6 la
tasa de depredacion sobre fitoseidos adultos, ya sea solos 0 en una situacion de eleccion con
diferentes ratios de disponibilidad de trips adultos, en condiciones de laboratorio. También se
examind el efecto de la adicién de polen como alimento suplementario sobre la depredacion
intragramial y la preferencia de presas. Asi, encontramos que las dos lineas mejoradas mataban
hasta un 9% menos de &acaros depredadores y se alimentaban sobre todo de trips adultos, en
comparacién con la poblacién disponible comercialmente. Concretamente, mientras que la
poblacién con un tamafio corporal mas grande mostré una tasa de depredacion total
significativamente mayor, matando hasta un 150% més de trips adultos de lo esperado como
consecuencia del mayor tamafio adquirido, la linea mas tolerante al polen se ha definido como un
eficaz explotador de recursos, dado que su capacidad para alternar eficazmente entre diferentes

Pagina | 7



presas y el polen le permite someter al trips adulto sin apenas necesidad de incurrir en la
depredacidn intragremial. Por otro lado, la suplementacion con polen tuvo un efecto significativo en
la reduccién de la depredacion intragremial, pero sélo en el caso de la poblacion tolerante al polen
el efecto sobre la preferencia de presas fue significativo. Asimismo, se discute en esta tesis la
teoria de la depredacion intragremial y el impacto de la alternancia de presas en las redes tréficas
y en las estrategias de control bioldgico.

Finalmente, y para ambas poblaciones mejoradas, ya sea en condiciones de alimentacion éptima
(tamafio mas grande) como con una dieta subdptima (tolerancia superior a la alimentacién sin
presa), se discuten en esta tesis las implicaciones de la mejora en el desempefio de O. laevigatus
como depredador generalista en cuanto a la dependencia de la densidad de su presa favorita, el
trips de las flores, asi como los posibles beneficios y aplicaciones agrondmicas e industriales que
éstas lineas mejoradas pueden presentar.
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Abstract

In the early nineties, the greenhouse sweet-pepper crops of Campo de Cartagena were going
through an unsustainable phytosanitary situation, with difficulties in the chemical control of the
thrips Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera: Thripidae), vector of the tomato spotted
wilt virus, which endangered the profitability of this crop. In an attempt to reverse this situation, a
series of augmentative biocontrol-based surveys were launched, resulting in a total change in the
control strategy which improved the phytosanitary situation of the entire agro-ecosystem in the
area. One of the main contributors to this change was the predatory bug Orius laevigatus Fieber
(Hemiptera: Anthocoridae), a successful natural enemy in several crop species, including
greenhouse sweet-pepper, being essential for thrips control. However, as with other biological
control agents, its establishment in crops, and therefore its effectiveness in pest control, is
sometimes limited by some factors, such as prey shortage, low temperatures or the harmful effect
of phytosanitary treatments. In the development of biocontrol agents, efforts have traditionally
focused on the search for new and more effective natural enemy species. However, the beneficial
action of native species can be optimized by genetic improvement, exploiting the intraspecific
variability of those traits that hamper the long-term establishment of the predator in the crop. Thus,
in this PhD thesis, two genetically improved O. laevigatus strains with superior performance under
optimal (larger body size) and suboptimal (higher pollen tolerance) feeding conditions are
developed and tested prior to their use in crop protection.

A number of different characteristics of natural enemies can affect their performance in biological
control programs. Among them, body size can play a key role, as it has been associated with
higher ecological performance. No specific studies on body size in any Orius species prior to this
PhD thesis exist in the literature. Thus, one of the goals of this work was to study body size
variation in wild and commercial O. lagvigatus populations, as well as to artificially select a strain
with larger body size. We then examined their life table parameters in comparison with a series of
populations exhibiting a range of body sizes. First, we found significant variability in body size
among wild O. laevigatus populations, with commercial strains falling within the natural range of the
species. Based on this variation, we launched a comprehensive selective breeding program,
successfully obtaining a strain with significantly larger body size. In addition, this improved genetic
line showed higher fecundity when fed a nutritionally superior food (Ephestia eggs), as well as
higher fecundity and longevity when fed an inferior diet (honey bee dehydrated pollen). Despite a
slightly slower development time, overall reproductive potential was similar or even superior to that
of the commercial and unselected populations. We hypothesize that the improved characteristics of
the large selected strain are based on a superior ability to exploit nutritional resources, giving it a
higher resilience under stressful situations (low food quality or quantity) typical of agricultural
ecosystems, improving its performance as a biological control agent.
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Although this large strain showed superior reproductive fitness, continued selection for a specific
trait may result in the cost of reduced predatory fitness, which in turn would affect the efficacy of
biological control. Therefore, the predatory ability of our bigger line was tested prior to its use in
biological control programs. In parallel, a larger body size can lead to a broadening of the prey
range, including larger species or different life stages of prey. Thus, our larger O. laevigatus strain
could have a higher predation rate and prey range than commercial and wild populations. In order
to elucidate both issues, the functional response to different densities of F. occidentalis (adults and
larvae) and Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae) (nymphs) was studied in our larger O.
laevigatus strain compared to a commercial population. As a result, predator size was significantly
related to functional response parameters (attack rate and handling time). The population
genetically improved for larger body size showed a markedly superior predation ability, both on
thrips larvae and especially on adult thrips, although not on aphids. Therefore, the larger body size
of our selected strain may increase its efficacy as a biological control agent for thrips.

On the other hand, in many protected crops, augmentative biological control heavily relies on
generalist predators, whose continued presence in the crop allows an early response to pest
immigration and outbreaks. Their persistence is made possible by their ability to feed on alternative
foods such as pollen, either provided by the plant or artificially supplemented. However, the fitness
of these predators decreases when they feed on alternative foods, thus hindering their performance
on the pest. This is the case of O. laevigatus. Extensive research has been carried out on different
alternative and supplementary foods. In this thesis, a new approach to cope with this challenge is
presented: genetic improvement to increase efficiency under suboptimal nutrition. Therefore, a
genetic breeding process is proposed based on the exploration of a wide intraspecific variability in
terms of fecundity during the first ten days feeding with pollen (14.2 - 37.9 eggs/female for thirty
wild and commercial populations). Finally, life history traits were compared between two selected
lines with high pollen tolerance and three reference populations: one commercial, one with a wild
origin and one acclimated to pollen feeding but unselected, on both rich (Ephestia eggs) and
suboptimal (pollen) diets. The selected lines showed considerably enhanced scores for longevity
(1.5-fold), early (1.3-fold) and lifetime fecundity (1.9-fold), nymph survival (3.5-fold), intrinsic rate of
natural increase (rm) (7.3-fold) and net reproductive rate (Ro) (6.7-fold), compared to the reference
populations, when fed with pollen, although these values still did not reach those recorded with the
optimal Ephestia eggs-based diet. The selected populations, although having been fed on pollen,
did not give rise to any ecological cost when fed the optimal diet. This acquired improvement is due
to genetic gain and not to the phenotypic plasticity of the species itself to tolerate nutritional
restriction.

A situation of prey scarcity after the release of a natural enemy or under certain conditions
throughout the crop cycle often negatively affects its establishment. Omnivorous predators, capable
of feeding on a wide range of both animal and plant resources, are a suitable approach to
overcome this situation. Thus, having demonstrated that our genetic line of O. laevigatus with
superior tolerance to non-prey feeding exhibited improved reproductive and longevity records under
restricted feeding conditions, it is necessary to study the potential trade-offs that selection may
have brought. A possible fitness cost of adaptation to nutritional restriction could be the reduction of
the insect's predatory capacity on its natural prey, which could be detrimental to its control
efficiency. However, the superior performance observed in our selected strain with a suboptimal
diet could derive from a superior ability to exploit any available nutritional resource, which would
provide this predator with a wider range of prey. To elucidate these inquiries, we examined
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predation rate and prey range extent of our pollen-tolerant population. To this end, the functional
response to different densities of F. occidentalis (adults and larvae) and M. persicae (nymphs) was
studied in our pollen-tolerant improved population of O. laevigatus compared to a commercial
population. Hence, no trade-offs were observed in predation rates on either thrips adults or larvae
in our pollen-tolerant strain. More importantly, it also showed a higher predation capacity on aphid
nymphs, thus demonstrating an expanded prey range and thus a superior ability to exploit
suboptimal quality resources.

Omnivorous predators obtain their resources from more than one trophic level, and choose their
food based on the quantity and quality of these resources. Therefore, they often engage in
intraguild predation relationships when prey become scarce. O. laevigatus, for example, typically
behaves as an omnivorous predator, but becomes a top predator of the predatory mite Amblyseius
swirskii Athias-Henriott (Acari: Phytoseiidae) when released into a combined system with low levels
of its preferred prey, F. occidentalis thrips. In this thesis we have tested our two O. laevigatus
populations genetically enhanced with larger body size and improved reproductive fithess on pollen
(for which we have already demonstrated an increased dietary diversification), in order to elucidate
the potential effects of trophic specialization on prey preference and intraguild predation on the
phytoseiid, as compared to a commercial population. For this purpose, predation rate on adult
phytoseiids, either alone or in a choice situation with different adult thrips availability ratios, was
recorded under laboratory conditions. We also examined the effect of the supplementary food
addition of pollen on intraguild predation and prey switching. Thus, we found that both improved
lines killed up to 9% fewer predatory mites and fed mostly on adult thrips compared to the
commercially available population. Specifically, while the population with a larger body size showed
a significantly higher total predation rate, killing up to 150% more adult thrips than expected as a
consequence of the larger body size acquired, the line with higher pollen tolerance has been
defined as an efficient resource exploiter, since its ability to switch efficiently between different prey
and pollen enables it to evade adult thrips defenses with little need to engage in intraguild
predation. Pollen supplementation had a significant effect on reducing intraguild predation, but only
in the case of the pollen-tolerant population the effect on prey preference was significant. The
theory of intraguild predation and the impact of prey switching on food webs and biological control
strategies are also discussed in this thesis.

Finally, for both genetically improved strains, either under optimal feeding conditions (larger body
size) or with a suboptimal diet (superior tolerance to non-prey feeding), the implications of the
improved performance of O. laevigatus as a generalist predator in terms of density dependence on
its preferred prey, western flower thrips are discussed in this thesis, as well as the possible benefits
and agronomic and industrial applications that these improved lines may present.
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Introduccién y planteamiento de tesis

At the beginning of the nineties, greenhouse sweet pepper crops in Campo de
Cartagena were experiencing an unsustainable phytosanitary situation, with
difficulties in the chemical control of the thrips Frankliniella occidentalis, vector of the
tomato spotted wilt virus, which endangered the profitability of this crop. In an
attempt to reverse this situation, a series of bioassays with a basis on augmentative
biological control began, which culminated in a complete change in the control
strategy, improving the phytosanitary situation of the entire agro-ecosystem in the
region. One of the main contributors to this change was the predatory bug Orius
laevigatus, a successful natural enemy in various crop species, including greenhouse
sweet pepper, being essential for the thrips control. However, as with other biocontrol
agents, its establishment in crops, and hence its effectiveness in pest control, are
sometimes limited by some factors, such as prey shortage, low temperatures or the
harmful effect of phytosanitary treatments. In the development of biological control
agents, efforts have traditionally focused on finding new, more effective natural
enemy species. However, the beneficial action of native species can be optimized
through genetic breeding by exploiting intraspecific variability of those traits hindering
long-term establishment of the predator in the crop. In this PhD thesis, two
genetically enhanced O. laevigatus strains with a superior performance under
optimal (larger body size) and sub-optimal (higher pollen tolerance) feeding
conditions are developed and tested before their use in crop protection.

En abril de 2020 se cumplieron 25 afios desde que tuviera lugar la implantacion del control
bioldgico a gran escala en el sureste de Espafia a partir de la aparicion y la rapida expansion del
trips Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera: Thripidae), una plaga clave que puso en
jaque la supervivencia del cultivo de pimiento de invernadero a finales del siglo XX. El cambio de
paradigma que signific pasar de un manejo tradicional basado en el control quimico al empleo de
enemigos naturales para controlar a las plagas, se reflejé en un articulo publicado en la revista
Phytoma bajo el titulo Datos preliminares sobre la utilizacion de Orius laevigatus Fieber en el
control de Frankliniella occidentalis Pergande en pimiento en invernadero (Sénchez et al 1995).
Pues bien, esta tesis doctoral representa un paso adelante en el progreso del control biologico en
general y en el empleo de Orius laevigatus Fieber (Hemiptera: Anthocoridae) en el cultivo de
pimiento en particular, en tanto que aborda la seleccién artificial como instrumento para mejorar
determinados caracteres de interés agronémico en este enemigo natural. Asi, a lo largo de los
diferentes capitulos del presente documento se valoran las limitaciones a las que se enfrenta este
antocérido a la hora de combatir a las poblaciones de trips y otras plagas en el invernadero, se
propone la mejora genética como una herramienta que les permita sortear estas dificultades, y se
desarrollan ampliamente dos programas de mejora, para finalmente evaluar las caracteristicas
biologicas y ecoldgicas de las poblaciones resultantes de dichos programas, asi como sobre todo
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CAPITULO 1 | INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DE TESIS

el rendimiento depredador de estas nuevas razas de insectos, tanto en el momento de enfrentarse
a su principal presa como en condiciones de alimentacion suboptima.

Origen y desarrollo del control biolégico en el pimiento de invernadero
en la Region de Murcia

F. occidentalis (Figura 1.1), conocido como el trips occidental de las flores, es una plaga tan
polifaga que es capaz de desarrollarse en mas de 500 especies vegetales (Lacasa y Sanchez
2002). Su presencia se detectd por primera vez en invernaderos de pimiento del campo de
Cartagena en la primavera de 1988 (Lacasa et al 1988), siendo éste un cultivo al que afecta
gravemente y en el que se manifiesta por los dafios directos en forma de punteaduras que causa
al alimentarse de los tejidos superficiales de flores, hojas y frutos, inyectando saliva y succionando
los jugos celulares. Sin embargo, fue la manifestacion del virus del bronceado del tomate (fomato
spotted wilt virus, TSWV) en la primavera del afio siguiente (Cuadrado et al 1989), del cual es el
trips su principal vector, asi como su rapida extensién por numerosos invernaderos de pimiento y
por otros cultivos al aire libre en la Regién de Murcia y en Almeria (Jorda et al 1993), lo que a la
postre acab6 siendo determinante en la implementacion del control bioldgico en estas zonas a
finales del siglo XX. La elevada virulencia de esta enfermedad, que ocasiona dafios muy graves en
los frutos y afecta, por tanto, de forma directa a la produccién, asi como las dificultades para
controlar al vector de forma estable y sostenida, desembocaron en un problema sin precedentes
en el sur de la peninsula. No en vano, las condiciones climaticas en esta zona permitian una
actividad continua del trips a lo largo de todo el afio con méximos de actividad a mediados de la
primavera y del otofio, épocas en las que eran capaces de cerrar el ciclo en apenas 7-8 dias,
llegando a poner cada hembra un total de 200 huevos (Lacasa 2021).

Huevo
(2 - 4 dias)

Adulto Primer Estadio

(30 - 45 dias) % @8 S ¢ * larvario (1 -2 dias)

Segundo Estadio
larvario (2 - 4 dias)

Figura 1.1. Ciclo biologico de Frankliniella occidentalis. Datos de longevidad a 26 °C (propios).
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El tiempo que transcurria desde que las larvas adquirian el virus hasta que los adultos (que habian
superado la fase ninfal en el suelo) lo inoculaban en plantas sanas dependia de la temperatura,
siendo mas corto a temperaturas mas altas. Esto provoc6 que las epidemias de la enfermedad
fueran rapidas y explosivas en el periodo considerado de mayor riesgo (de mediados de mayo a
mediados de julio), haciendo de F. occidentalis una plaga muy limitante para el cultivo. No en
vano, el porcentaje de plantas enfermas era muy elevado desde principios de junio, lo que hacia
inviable gran parte de la cosecha (Lacasa 2021).

La contencion de la virosis pasaba por implementar una serie de pautas preventivas que incluian
la utilizacién de material libre del virus y del trips en la plantacion, la eliminacion de hospedantes
alternativos (malas hierbas) en el invernadero o la colocacion de mallas tanto en las aperturas de
ventilacion como en los accesos, entre otras (Lacasa et al 1991). Estas medidas, si bien eran
imprescindibles, resultaron insuficientes para controlar de forma estable las poblaciones del vector
(Contreras et al 1999). Por otra parte, la aplicacién de organofosforados, piretroides y carbamatos
que se usaban para reducir la dispersién y la multiplicacion de especies autoctonas de trips como
Thrips tabaci o T. angusticeps, se mostraban deficientes contra F. occidentalis (Balsas 1989), ya
que las poblaciones que llegaron a Espafa eran resistentes a estos productos (Espinosa et al
2002ab). Solo determinadas materias se mostraron ciertamente eficaces, aunque la ausencia de
estrategias adecuadas y la frecuencia indiscriminada de las aplicaciones pronto desembocé en la
seleccion de poblaciones resistentes (Espinosa et al 2005, Bielza et al 2007ab), en la acumulacion
de residuos en las plantas al limite de los autorizados o en el deterioro vegetativo de éstas como
resultado de los coadyuvantes, sin olvidar el perjuicio para las tareas de recoleccion dentro del
invernadero, que se encontraban supeditadas a continuos plazos de seguridad. De las mas de 60
aplicaciones que se hacian con productos quimicos, mas de la mitad eran para controlar el trips, lo
que da una idea de la magnitud del problema (Sanchez y Lacasa 2006). Con todo, las virosis
seguian comprometiendo la continuidad de los cultivos y, por lo tanto, la productividad.

Fue en este contexto que el control bioldgico comenzd a abrirse paso, impulsado por el desarrollo
de empresas de produccion auxiliar y gracias al compromiso de algunos agricultores, técnicos e
investigadores (Sanchez y Lacasa 2006, van der Blom 2008), con base en las experiencias de los
Paises Bajos (Ramakers 1990, 1993) y a partir de los buenos resultados alcanzados en los
primeros ensayos realizados en el sureste de Espafia para el control de los trips con enemigos
naturales. Asi, las especies autdctonas de Orius Wolff (Hemiptera: Anthocoridae), concretamente
O. laevigatus (Figura 1.2) y O. albidipennis Reuter, se asociaban de forma natural al cultivo,
destacando la primera de ellas desde finales del invierno y dando paso a O. albidipennis al inicio
del verano, con el aumento de las temperaturas (Sanchez et al 1995, 1997). Syngenta Bioline y
Koppert Biological Systems, dos de las principales casas comerciales de control biologico de
plagas, iniciaron los primeros intentos de control bioldgico del trips en invernaderos comerciales
(Sanchez et al 1997, van der Blom et al 1997), alcanzando una eficacia muy alta por parte de O.
laevigatus y O. albidipennis en la reduccion de la densidad de trips, siendo ademas clave la accion
complementaria llevada a cabo por el &caro fitoseido Neoseiulus cucumeris Oudemans (Acari:
Phytoseiidae) durante los primeros meses del cultivo (Sanchez et al 1997) (Figura 1.3). El &caro se
instalaba muy bien al inicio del ciclo de cultivo, poco después del trasplante y siempre que no
hubiera acumulacién de residuos de insecticidas, liberandose al poco tiempo O. laevigatus, cuyas
poblaciones comenzaban a crecer con el aumento de las temperaturas primaverales y apoyados
en la depredacion intragremial sobre el fitoseido. Las elevadas tasas de depredacion resultantes,
junto con la eliminacién de las plantas con sintomas de TSWV que pudieran aparecer, lograron
finalmente una estabilidad en el control de las epidemias del trips, evitando la explosién
poblacional del vector y, por consiguiente, los dafios graves de virosis que se venian produciendo
a principios de mayo (Lacasa 2021). Para comprender la dimension del éxito, cabe destacar que,
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para conseguir un efecto similar con el control quimico, eran necesarias entre 19 'y 26 aplicaciones
especificas (Sanchez et al 1997), con el consiguiente riesgo de aparicion de resistencias y demas
peligros asociados al uso indiscriminado de insecticidas.
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Figura 1.3. Dinamica poblacional de F. occidentalis, N. cucumeris y O. lagvigatus en un cultivo de
pimiento de invernadero en el Campo de Cartagena (Murcia). Las flechas indican las fechas de
suelta de Orius y Amblyseius (Sanchez et al 1997).
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El sistema combinado Orius laevigatus — Amblyseius swirskii

El éxito de O. laevigatus para controlar las graves epidemias de F. occidentalis en el sureste de la
peninsula atrajo el interés de numerosas casas comerciales desde principios del siglo XX, las
cuales rapidamente incluyeron al antocorido en sus catalogos de enemigos naturales, quedando
de esta forma a disposicion de los agricultores para su empleo en unos programas de control
biolégico aumentativo cada vez mejor implementados. Si bien la accién combinada de este
chinche con el fitoseido A. cucumeris era una realidad en el cultivo de pimiento de invernadero, la
invasion de nuevos biotipos resistentes de la mosca blanca Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera:
Aleyrodidae) en Europa (Fernandez et al 2009) y las grandes pérdidas de produccion ocasionadas
en el pimiento de invernadero fueron los principales desencadenantes del uso extendido de otros
fitoseidos en los programas de control de esta plaga, la cual habia alcanzado una dimension en
este cultivo (Nomikou et al 2001) al nivel del trips de las flores, debido a los dafios directos por
alimentacién y también por la transmisién de virus. Sin embargo, el detonante definitivo llegé a
partir de un andlisis por parte de Greenpeace Germany en el que se detectaron residuos de metil-
isofenfos, un organofosforado sin registro en la Unién Europea y que se usaba para combatir al
trips, en el 60% de las muestras de pimiento provenientes de Espafia (Krautter 2007), provocando
el colapso de uno de los mercados, el aleman, mas importantes en términos de exportaciones de
este producto desde nuestro pais (van der Blom et al 2008).

En este contexto, la introduccion y utilizacion, desde 2007, de un acaro fitoseido originario de la
costa este del Mediterraneo, Amblyseius swirskii (Athias-Henriot) (Acari: Phytoseiidae), promovida
por Koppert (Hoogerbrugge et al 2005, Belda y Calvo 2006), y en combinacion con O. laevigatus,
vino a aportar una solucién de control estable para las dos plagas clave del pimiento bajo plastico,
mosca blanca y trips de las flores. Y es que A. swirskii (Figura 1.4), gracias a sus cualidades como
depredador generalista, es capaz de desarrollarse y reproducirse de forma efectiva a partir de un
amplio rango de presas, especialmente sobre estas dos plagas principales, ademas de que puede
subsistir en el cultivo gracias al polen de las propias plantas, al tratarse de un depredador
omnivoro (Bolckmans et al 2005). Estas cualidades favorecian su complementariedad con el
antocérido, haciendo que el control biolégico de ambas plagas con el sistema basado en A.
swirskii y O. laevigatus no solo fuera mas eficiente, sino también mas barato que la estrategia
utilizada anteriormente, consistente en el parasitoide Eretmocerus mundus Mercet (Hymenoptera:
Aphelinidae) para el control de la mosca blanca y N. cucumeris y O. lagvigatus para el control del
trips (Calvo et al 2012). En consecuencia, la superficie de pimiento de invernadero del sureste
peninsular bajo control bioldgico pas6 de 200 hectareas en la campafia 2005-2006 a alrededor de
10000 hectareas en la campafia 2008-2009 (van der Blom et al 2009, Frutas y Hortalizas 2014)
hasta llegar al 100% de la superficie cultivada en la actualidad, al tiempo que el porcentaje de
deteccion de residuos de insecticidas en muestras de pimiento se redujo de un 33.3 a menos del
1% a lo largo de la campafia 2007-2008 (Glass 2012).

Actualmente, O. laevigatus y A. swirskii se encuentran incluidos ambos en la lista de organismos
beneficiosos de control comercializados en Esparia, publicada por el Ministerio de Medio Ambiente
y Medio Rural y Marino (MARM 2010), y el sistema de control biolégico combinado formado por
ambos continta siendo el mas recomendado para el control del trips en el cultivo de pimiento en el
Campo de Cartagena y Almeria, hasta el punto de que no se entiende la produccién de esta
hortaliza bajo plastico sin el empleo de estos enemigos naturales (Calvo et al 2015).
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Figura 1.4. Amblyseius swirskii. Hembra adulta (a) y adulto depredando a una larva de primer
estadio de F. occidentalis (b).

Orius laevigatus: cualidades y limitaciones como agente de control
biolégico

O. laevigatus es un depredador zoofitéfago perteneciente a la familia Anthocoridae, dentro del
orden de los hemipteros. Se trata de un insecto muy comun en toda la cuenca mediterranea, en
las islas britanicas y en algunos paises del centro de Europa (Fauna Europaea 2020) (Figura 1.5).
Como se indico en el apartado anterior, en Espafia es una de las especies de Orius mas presentes
y abundantes, llegando a acaparar el 50% de los muestreos de este género, y encontrandose

asociado a una gran variedad de plantas silvestres (Ferragut y Gonzélez-Zamora 1994, Riudavets
y Castafié 1994, Lacasa y Llorens 1998).
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Figura 1.5. Distribucién de Orius laevigatus en Europa (Fauna Europaea 2020).
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Como el resto de los hemipteros, O. laevigatus tiene un desarrollo hemimetabolo, de manera que
al estadio de huevo le suceden cinco estadios ninfales antes de alcanzar la fase adulta (Lacasa y
Llorens 1998) (Figura 1.6). El adulto, de 1.4 - 2.4 mm de longitud y coloracién oscura aunque
variable, esta dotado de alas de tipo hemiélitro con el extremo de su parte membranosa de color
oscuro (Figura 1.2), lo cual es un caracter taxonémico que diferencia a O. laevigatus del resto de
especies del género (Péricart 1972).

O. laevigatus presenta sexos separados, y entre ellos encontramos un evidente dimorfismo sexual,
de forma que, mientras la hembra tiene un tamafio mas grande y presenta el final del abdomen
simétrico y terminado en un ovipositor (Figura 1.7a), los dos ultimos segmentos del abdomen del
macho se muestran desplazados hacia la izquierda (Figura 1.7b), con el pardmero u 6rgano
copulador en su interior, el cual es también un caracter taxonémico que permite diferenciar a las
distintas especies de Orius (Ferragut y Gonzalez-Zamora 1994). Las hembras de O. laevigatus son
monandricas, es decir, una vez tiene lugar la copula (Figura 1.8) y la hembra esta gravida, ésta
evita nuevos intentos de acoplamiento por parte del macho, el cual, en cambio, si es capaz de
inseminar a varias hembras (es poliginico) (Leon-Beck y Coll 2009). A continuacién, las hembras
almacenan el esperma del macho y lo usan para fertilizar los huevos que van produciendo a lo
largo de su vida (Figura 1.9a), llegando a ovipositar hasta 300 huevos con una tasa maxima de
unos 10 huevos al dia. Para ello, la hembra inserta el ovipositor en el material vegetal e insertan el
huevo, quedando éste posicionado verticalmente (Lundgren et al 2008), con el extremo proximal
hacia el exterior y finalizando en un opérculo cuyo relieve es, de nuevo, un caracter taxonémico de
identificacion de especies de Orius (Schuldiner-Harpaz y Coll 2012, Figura1.9b).
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Figura 1.6. Ciclo biologico de Orius laevigatus. Datos de longevidad a 26 °C (propios).
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Figura 1.8. Apareamiento en O. laevigatus, con el macho acoplado sobre la hembra,
rodeandola ventralmente con el final de su abdomen.

Figura 1.9. Huevo de O. laevigatus. Hembra gravida diseccionada, con numerosos huevos en su
interior (a), y huevos abiertos y cerrados insertos en el material vegetal, con ninfa de primer
estadio emergiendo y detalle de la morfologia del opérculo (b).
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Orius laevigatus como depredador generalista y omnivoro

O. laevigatus es un enemigo natural dotado de una gran voracidad y un amplio espectro de presas
entre las que se incluyen numerosas plagas de los cultivos como pulgones (Figura 1.10), mosca
blanca, huevos de lepiddpteros, &caros y trips, con especial preferencia por este ultimo grupo de
especies (Alvarado et al 1997, Montserrat et al 2000, Venzon et al 2002, van Lenteren y Bueno
2003, Tommasini et al 2004). Concretamente, a O. laevigatus se le considera el principal enemigo
del trips F. occidentalis (Chambers et al 1993, Tommasini y Nicoli 1993, Blaeser et al 2004). No en
vano, es el Unico que ataca a individuos adultos de esta plaga, y tanto el adulto como sus estadios
ninfales son capaces de realizar la actividad depredadora (Figura 1.11) (Cocuzza et al 1997a, Arné
et al 2008). Ademas, a diferencia de otras especies del género, O. laevigatus es la Unica que no
presenta diapausa reproductiva durante los dias mas cortos del invierno, lo que supone una
ventaja tanto para su manejo en periodos climaticos desfavorables como para su eficacia en el
control del trips, ya que tampoco esta plaga sufre diapausa (Tommassini y van Lenteren 2003).

)

Figura 1.10. Larva del pulgén Myzus persicae S. (Hemiptera: Aphididae), una de las
plagas secundarias controladas por O. lagvigatus.

Figura 1.11. Accién depredadora en O. laevigatus. Adulto (a) y ninfa (b) atacando al trips.

Por otro lado, el éxito de O. laevigatus como agente de control biolégico radica en su capacidad
para persistir en el cultivo a pesar de las fluctuaciones de la densidad de su principal presa, incluso
en condiciones de escasez o0 ausencia de la plaga. Ademas, su presencia continua permite una
respuesta temprana a la inmigracién de plagas o a los brotes poblacionales (Sanchez et al 2000).
Esto es posible gracias a sus cualidades como depredador omnivoro, de manera que este insecto
es capaz de alimentarse a base de determinados recursos que las plantas del cultivo pueden
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ofrecerle, como la savia, el néctar y sobre todo el polen (Cocuzza et al 1997b). De hecho, segun
Bouagga et al (2017), O. laevigatus pasa mas de un tercio del tiempo alimentdndose de la planta
y, ademas, se ha demostrado la capacidad nutricional del polen para garantizar la supervivencia y
la reproduccién de este insecto (Biondi ef al 2016). Esta cualidad hace posible su introduccion en
el cultivo de forma preventiva, en cuanto se abren las primeras flores, lo que resulta determinante
para que pueda llevar a cabo un control eficiente de las poblaciones de F. occidentalis. Es cada
vez mas usual, por ofro lado, entre las estrategias empleadas en las sueltas inoculativas de
enemigos naturales omnivoros, afiadir al cultivo ciertos alimentos alternativos que permitan a las
poblaciones del depredador subsistir cuando los niveles de la plaga se reducen por debajo del
umbral de subsistencia de éste. Asi, en cultivos con escasa o nula produccién de polen, como el
crisantemo (Leman y Messelink 2015), el pepino de invernadero (Oveja et al 2016) o el pimiento
tipo capia (Bielza 2021), frecuentemente se suplementan las sueltas de fitoseidos con polen de
Typha angustifolia L. (Messelink et al 2014), o bien se usan ciertas presas alternativas como
huevos de la polilla de la harina, Ephestia kuehniella Z., o quistes de Artemia franciscana L. para
sustentar las poblaciones de miridos (Calvo et al 2012, Brenard et al 2019, Benson y Labbe 2021),
facilitando su rendimiento en el ejercicio del control bioldgico.

Accidn depredadora: la suelta inoculativa

Como ya hemos visto, en el cultivo de pimiento de invernadero en el Campo de Cartagena, la
liberacién de O. laevigatus tiene lugar en los primeros meses del afio, en cuanto se abren las
primeras flores, cuando la presion por parte del trips aln es residual y el polen esta disponible para
el depredador. Dicha suelta es de tipo inoculativo, es decir, se realiza de forma preventiva, en
contraposicion a la suelta inundativa, que tiene un efecto curativo mas inmediato y no busca la
instalacion del insecto a largo plazo. La densidad mas apropiada de suelta es de 1.5 a 3 individuos
adultos por metro cuadrado (CARM 2020), aunque se ha asegurado en numerosas ocasiones que
la suelta de un individuo por metro cuadrado es suficiente para controlar de forma eficaz al trips
(Tavella et al 1996, Tommasini y Maini 2001, Bosco et al 2008). Sin embargo, se ha sefialado
también que una segunda suelta del insecto es recomendable para lograr el establecimiento y la
multiplicacion de una poblacién estable a medio plazo que permita mantener a la plaga bajo el
umbral econdmico de dafios (Sanchez et al 1997, Sanchez y Lacasa 2002, Weintraiub et al 2011,
Elimem et al 2018). En cualquier caso, una correcta distribucion del insecto es aquella que se
centra en zonas con un mayor nimero de flores abiertas, reforzando las bandas y los accesos en
los que el riesgo de entrada de la plaga es mas elevado (CARM 2020).

La suelta de O. laevigatus suele realizarse en cajas de cartdn, las cuales se cuelgan en la primera
cruceta de la planta (o en la segunda si se repite la suelta), y se liberan junto con un sustrato que
permita evitar el canibalismo, como puede ser vermiculita o cascara de trigo sarraceno (Figura
1.12). A partir de ese momento, los adultos comienzan a dispersarse por el cultivo y a colonizar las
flores, donde encuentran polen y néctar, asi como al trips, y donde, por tanto, se alimentan de
forma mayoritaria. Sin embargo, segun Cocuzza et al (1997a), O. laevigatus no lleva a cabo una
actividad intensa de busqueda, sino que tiende a localizar a su presa de forma aleatoria, aunque
es capaz de detectar movimientos répidos a una distancia de un centimetro (Eubanks y Denno
2000), momento en que atacan rapidamente, sujetando a la presa con sus patas delanteras e
insertando el estilete para succionar el contenido de su cuerpo (Figura 1.11). A las 2-3 semanas de
realizar la Ultima suelta, se lleva a cabo un diagnéstico de presencia tanto del trips como de los
depredadores en las flores (Hansen et al 2003) con el fin de ratificar la eficacia del control por
parte del orius, verificando asimismo que hay presente un nimero consistente de ninfas en ellas
para garantizar la presencia del insecto a largo plazo en el cultivo (CARM 2020).
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Figura 1.12. Suelta inoculativa de Orius lagvigatus en el
cultivo. Distribucién en cajas de suelta.

Principales limitaciones para su establecimiento a largo plazo en el cultivo

Teniendo en cuenta todo lo anterior, resulta obvio que la instalacién temprana, el establecimiento y
la posterior distribucion en los invernaderos de O. laevigatus es de vital importancia en el éxito de
la gestion integrada de plagas. Sin embargo, los agricultores manejan sus cultivos con el fin de
conseguir una produccién eficiente, sin prestar, en general, demasiada atencién a las necesidades
de las especies que atacan a las plagas. Sin embargo, es frecuente que los cultivos constituyan
ambientes desfavorables para algunos enemigos naturales, comprometiendo su rendimiento como
agentes de control biologico (Urbaneja et al 2003, Bielza et al 2020). Concretamente, el cultivo de
pimiento bajo plastico es un sistema tan simple que en ocasiones puede no llegar a satisfacer los
requerimientos basicos para el mantenimiento de las poblaciones de muchos enemigos naturales
(Sanchez 2021).

Entre las dificultades a las que se enfrenta O. laevigatus a la hora de establecerse en el cultivo a
largo plazo, una de las méas importantes es la alimentacidn en condiciones de escasez de presas,
la cual resulta clave para el uso de este insecto en programas de control biolégico inoculativo
(Bielza et al 2020). Y es que a pesar de que, como hemos visto, este depredador es capaz de
sobrevivir a partir del polen de las plantas de pimiento, también es cierto que se ha observado una
reduccion drastica en su supervivencia y en su fecundidad y, por consiguiente, en la capacidad de
multiplicacién de sus poblaciones cuando se alimentan exclusivamente a partir de este recurso
nutricionalmente subdptimo (Cocuzza et al 1997b). Un efecto similar se ha observado en una serie
de pruebas de laboratorio encaminadas a encontrar una dieta artificial factible para la cria de este
insecto en condiciones controladas (Bonte y de Clercq 2008), asi como en ensayos en los que se
proveia al depredador de ciertas presas no preferidas (Arijs y de Clercq 2001, Messelink et al
2011). En otros, la duracién del periodo de preoviposicion, el numero total de huevos producidos y
la tasa de eclosién se vieron también afectados por el tipo de alimento (Tommassini et al 2004, Xu
et al 2006, Sengonga et al 2008). Todos ellos demostraron la elevada dependencia que presenta
este insecto de su principal presa, el trips de las flores (Venzon et al 2002), a pesar de que es
posible criarlos de forma 6ptima con un alimento nutricionalmente muy rico como son los huevos
de E. kuehniella, hasta el punto de que la fecundidad puede alcanzar o incluso superar a la de una
alimentacion basada en el trips (Tawfik y Atta 1973, Zaki 1989, Tommasini y Nicoli 1993). El hecho
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de que las poblaciones que se distribuyen comercialmente provengan de ciclos de numerosas
generaciones criadas con esta alimentacién 6ptima no hace sino amplificar el salto que supone
pasar de unas condiciones controladas a las que el insecto esta habituado a un ambiente tan
fluctuante como el que se encuentra en el momento de la suelta (Grenier y de Clercq 2003).

Por otro lado, los artrépodos son especialmente sensibles a los cambios ambientales, al tratarse
de organismos ectotermos de pequefio tamafio. En el caso de O. laevigatus, las temperaturas més
bajas a las que se enfrenta en el invernadero durante los primeros meses del afio tiene una
incidencia definitiva en su ecologia y en su biologia reproductiva, de manera que, si bien la
temperatura 6ptima para la cria de este insecto es de 26 °C (Alauzet et al 1994), el periodo de
preoviposicion, la eclosion de los huevos y el desarrollo juvenil se ralentizan a temperaturas mas
bajas, al tiempo que la fecundidad, la tasa intrinseca de crecimiento de la poblacion y la tasa de
depredacién se ven reducidas en estas condiciones (Alauzet et al 1994, Tavella et al 1996,
Cocuzza et al 1997a, Tommasini et al 2004, Bahsi y Tung 2008). Como consecuencia, en aquellas
temporadas en las que la llegada de las temperaturas templadas se retrasa, el insecto necesita
mas tiempo para instalarse de forma efectiva en el cultivo, con el consiguiente riesgo de descontrol
de las poblaciones de trips. No en vano, todavia hoy se considera al trips una plaga limitante en el
cultivo de pimiento bajo cubierta, tanto que el 14% de los agricultores encuestados en 2020 en el
sureste de la peninsula declaré haber sufrido un 5% de pérdidas en produccion a causa del virus
TSWV (van der Blom et al 2021). En muchos casos, estas pérdidas estan asociadas a una lenta
instalacion del orius debido a la forma diferente en que responden al estrés térmico el depredador
y su presa. Asi pues, mientras O. laevigatus presenta un umbral minimo de desarrollo a 11 °C
(Sanchez y Lacasa 2002), F. occidentalis se mantiene activa hasta los 8 °C (McDonald et al 1998),
lo que permite el desarrollo de la plaga dentro del invernadero durante el invierno pero no el del
depredador.

Asimismo, y teniendo en cuenta que el sistema O. laevigatus-A. swirskii se encuentra hoy en dia
perfectamente implementado en el cultivo de pimiento, no podemos olvidar el efecto perturbador
del control biolégico que puede provocar la depredacién intragremial del antocorido sobre el acaro
fitoseido (Ramakers 1993, Chow et al 2008, Weintraub et al 2011). Varios estudios de laboratorio
han indagado acerca de la compatibilidad entre especies de Orius y de Amblyseius para el control
del trips. Algunos estudios apoyan la premisa de la compatibilidad (Wittmann y Leather 1997,
Weintraub et al 2011), mientras que otros no (Magalhdes et al 2004, Chow et al 2010, Buitenhuis
et al 2015), apoyados estos Ultimos en la condicion de O. laevigatus como depredador superior o
depredador intragremial sobre A. swirskil, el cual, a su vez, se comporta como depredador intermedio 0
presa intragremial. Dicha relacién viene motivada por el hecho de que este ultimo se encuentra
mas abajo en la cadena alimenticia, mientras que el primero es el competidor superior de acuerdo
a su eficacia mas alta cuando comparte con el &caro al primer o al segundo estadio del trips como
presa (Messelink et al 2006, Weintraub et al 2011). En consecuencia, ante una baja densidad de
presas, A. swirskii sufre tanto la depredacién como la competencia por parte de O. laevigatus,
mientras que la competencia del fitoseido es el Unico efecto negativo interespecifico sobre el
depredador superior, con el consiguiente perjuicio para la coexistencia y, por tanto, para la eficacia
del control bioldgico (Rosenheim et al 1995, Rosenheim 1998, Symondson et al 2002, Janssen et
al 2007).

También es importante tratar la cuestion de la adaptacién a determinados cultivos que a priori no
le permiten establecerse de forma dptima y por tanto alcanzar un rendimiento adecuado como
enemigo natural. Este es el caso del cultivo de tomate, en el cual F. occidentalis es también una de
las plagas clave, y en el que sin embargo O. laevigatus no se instala con éxito. Por un lado, el
elevado potencial entoméfago de Orius se ve mermado debido a que no son capaces de moverse
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con rapidez entre los numerosos tricomas o pelos glandulares que presentan las hojas y tallos de
la tomatera (Malais y Ravensberg 2003), problema que se acentla en el caso de las ninfas, que
llegan incluso a quedar atrapadas e inmovilizadas. Por otro lado, también en el caso de las ninfas,
determinados ensayos realizados con otros hemipteros auxiliares ofrecen resultados concluyentes
acerca del efecto negativo que tienen sobre su supervivencia ciertos alcaloides presentes en la
tomatera, como la a-tomatina o el &cido clorogénico, sustancias que, ademas, se sabe que afectan
a la capacidad reproductiva de los adultos (Oliveira et al 2002). Tampoco podemos olvidar que el
orius, como ya se ha comentado previamente, prefiere plantas cuyas flores generen cantidades
suficientes de polen como para permitirles sobrevivir en ausencia de sus presas, lo cual no ocurre
con la planta de tomate, lo que también dificulta su instalacion y su establecimiento a largo plazo.

Por ultimo, otro reto que resulta fundamental para el establecimiento y la supervivencia de un
enemigo natural en un cultivo es la compatibilidad con los tratamientos plaguicidas, ya sean éstos
sintéticos 0 naturales (Bielza 2016). A pesar del aumento de los programas de control biolégico,
los tratamientos quimicos son a menudo necesarios en el cultivo de pimiento para controlar a
diversas orugas de lepidopteros noctuidos como Spodoptera G. o Helicoverpa spp H., asi como
frente a determinadas plagas secundarias que amenazan con convertirse en recurrentes (Nezara
viridula L., Ostrinia nubilalis H., Empoasca W., Creontiades D. o algunos pseudocdccidos), o
simplemente porque el sistema O. laevigatus-A. swirskii no siempre es suficiente para mantener a
las poblaciones de insectos succionadores (trips, pulgones y moscas blancas) por debajo de los
umbrales econdmicos (Bielza 2021). Pues bien, estas aplicaciones pueden tener efectos letales o
subletales (reduccion de los parametros reproductivos y de depredacioén) sobre los agentes de
control biologico liberados en el cultivo, como ocurre en el caso de O. laevigatus, comprometiendo
el mantenimiento de sus poblaciones y menoscabando el ejercicio del control biolégico (Bielza et al
2009).

Hacia una nueva era en el control biolégico de plagas: seleccion y
mejora genética de enemigos naturales

La gestidn integrada de plagas (en inglés, IPM) con especial atencién en el uso de agentes de
control bioldgico ha tenido un éxito rotundo en muchos cultivos, especialmente en aquellos con
produccion en invernadero, como es el caso del pimiento del Campo de Cartagena (Calvo et al
2012, Bielza 2014). Concretamente, el control biolégico aumentativo ha demostrado ser un método
eficaz y s6lido para el control de plagas, ya sea en su variante inundativa, en la que se liberan
depredadores y/o parasitoides para lograr el control directo de las plagas, o inoculativa, con el fin
de establecer una poblacion que controle a las plagas a lo largo de sucesivas generaciones. El
éxito comentado en el control del trips y la mosca blanca en el pimiento es uno mas entre los
numerosos casos de éxito que ha reportado el control biolégico aumentativo a la agricultura
moderna (van Lenteren et al 2018). En este contexto, la industria del control biologico se encuentra
actualmente perfectamente organizada, dotada de un desarrollo metodoldgico de cria industrial en
masa eficiente y riguroso, asi como de una tecnologia y logistica adecuada para el transporte y el
envio de agentes de control biolégico, ademas de unos sistemas de control de calidad bien
establecidos. Por otro lado, existe también un importante colectivo de expertos en industria e
investigacion cuya labor a la hora de orientar a los productores y formar a los técnicos en materia
de control biolégico ha resultado fundamental. Todos ellos han desarrollado una serie de métodos
eficaces para la liberacién de los enemigos naturales en los cultivos (van Lenteren 2012), con sus
particularidades en funcién de la especie del cultivo y del agente beneficioso.

Pagina | 31



CAPITULO 1 | INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DE TESIS

No obstante, este sistema es susceptible, como cualquier otro, de ser mejorado significativamente.
No en vano, el avanzado nivel tecnologico que exige hoy en dia una horticultura competitiva
requiere de una constante innovacion. Asi pues, en el apartado anterior vimos que existen serias
limitaciones para el establecimiento y el éxito de los protocolos de control biolégico, ya sea bajo
determinadas condiciones ambientales (bajas o altas temperaturas, baja humedad relativa, etc.), 0
bien debido a la adaptacién a algunos cultivos (tomate, pepino, ornamentales), a la compatibilidad
con los tratamientos fitosanitarios, etc. En estos casos, no siempre es posible disponer de otras
especies de enemigos naturales que puedan garantizar un rendimiento superior en esas
circunstancias. Es mas, el niumero de nuevas especies de agentes de control bioldgico disponibles
en el mercado ha disminuido ostensiblemente en las Ultimas décadas (van Lenteren 2012) a
causa, entre ofras razones, de un aumento en la restriccion de la regulacién para la importacién de
enemigos naturales exdticos de acuerdo con el Protocolo de Nagoya, que se encuentra en vigor
desde octubre de 2014 (Convention on Biological Diversity www.cbd.int). Este tiene una incidencia
directa en el registro de agentes de control bioldgico (van Lenteren 2012) y ha contribuido
claramente a una tendencia creciente al uso de enemigos naturales autdctonos contra nuevas
plagas exéticas.

En este contexto, la mejora de la robustez y la fiabilidad de los agentes de control biolégico se ha
venido sefialando como un elemento fundamental para el progreso del control biologico (Poppy vy
Powell 2004). Para hacer esto posible, urge disponer de poblaciones mejoradas de enemigos
naturales a través de la seleccién artificial, lo que ayudaria a responder a los desafios a los que se
enfrenta con frecuencia el control biolégico (Bielza et al 2020). Sin embargo, esta idea de la mejora
genética de los agentes de control bioldgico no es nueva y, de hecho, se han realizado algunos
avances en el pasado (Urquijo 1946, Hoy 1986, Hopper et al 1993), aunque con una baja o nula
ejecucion en el campo debido a diversas razones. Una de las principales razones fue que no habia
desarrollados protocolos de control biolégico ni estaba tan extendida su implementacién entre los
agricultores. En cualquier caso, la seleccidon de organismos en funcion de una serie de rasgos
ventajosos es una préactica que el ser humano ha venido realizando durante siglos. Asi, a través de
una serie de procesos de cria basados en el cruce de lineas parentales dotadas de los rasgos o
atributos deseados en la descendencia, se ha obtenido la diversidad de variedades de cultivos y
razas de ganado que hay disponibles hoy en dia.

Con respecto a los invertebrados, la cria selectiva parece muy prometedora en tanto que su menor
tamafio y su rapido desarrollo permiten acelerar la ganancia genética en el tiempo al hacer posible
la sucesion de un elevado nimero de generaciones en poco tiempo. Con todo, a excepcion de los
casos del gusano de seda, Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae) o la abeja melifera, Apis
spp L. (Hymenoptera: Apidae), de cuya cria existen informes desde hace siglos (Hoy 1976),
Unicamente durante el siglo XX hay registrados casos de mejora genética aplicada a agentes de
control biolégico (Hoy 1986, Lirakis y Magalhdes 2019) (Figura 1.12). No en vano, la eleccion de
los atributos clave que se deben seleccionar en ellos para mejorar su eficacia en el control de
plagas sigue siendo en la actualidad una cuestién abierta (Wajnberg 2004). Dicha eleccién
requiere de un conocimiento preciso de los rasgos que determinan el rendimiento de los
artropodos como agentes de biocontrol (Wajnberg 2004), y en ese sentido se han propuesto ya
distintos caracteres a mejorar (Wainberg 2004, Lommen et al 2017, Kruitwagen et al 2018, Leung
et al 2019, Bielza et al 2020). Sin embargo, lo cierto es que la mejora genética de los agentes de
control biolégico ha dado lugar a pocos avances significativos (Poppy y Powell 2004, Lommen et al
2017, Kruitwagen et al 2018). Sin duda, identificar los caracteres apropiados a priorizar seria un
paso definitivo para revertir esta situacién. Asi, se ha sugerido que, para ello, lo ideal es identificar
los factores que limitan el rendimiento de los principales agentes de control biol6gico y, en funcién
de estos retos, elegir las caracteristicas que permitiian a estas especies superar dichas

Pagina | 32



INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DE TESIS | CAPITULO 1

limitaciones (Bielza et al 2020). Bajo esta premisa, la mayoria de las investigaciones realizadas
hasta la fecha se han centrado en rasgos como el tiempo de desarrollo, el ratio sexual, la
fecundidad, la diapausa reproductiva, el comportamiento alimenticio, la resistencia a insecticidas o
la tolerancia a un cultivo determinado o a temperaturas extremas, entre otros (Figura 1.13),
predominando los estudios realizados con himenopteros, acaros y nematodos (Lirakis y
Magalhdes 2019).
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Figura 1.13. Mejora genética de enemigos naturales. Numero de estudios que tratan un rasgo
concreto sujeto a evolucion experimental o seleccion artificial en agentes de control biolégico a lo
largo del tiempo, por rasgo (panel superior) y para todos los estudios combinados (panel inferior).
Unicamente se han tenido en cuenta los estudios que describen el proceso de seleccion (Lirakis y
Magalhdes 2019).

En la actualidad, las condiciones son idéneas para un avance significativo en esta linea. Por un
lado, los sistemas de gestion integrada de plagas que existen hoy en dia estan dotados de
protocolos de control biolégico muy bien establecidos y, por otro, existe una infraestructura de
suministro de enemigos naturales de alta calidad, con una elevada implantacion entre los
agricultores y en cultivos de alto valor afiadido. Ademas, se practica fundamentalmente el control
biolégico aumentativo, que es el dptimo para aplicar la mejora de enemigos naturales (Bielza et al
2020). La seleccion de lineas mas adaptadas a los entornos agricolas o a condiciones ambientales
fuera de su rango medio de distribucién natural, podria conseguir el éxito de especies de agentes
de control biolégico que hoy en dia no son suficientemente eficaces. Igualmente, las especies ya
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implementadas con éxito pueden seleccionarse para mejorar determinados rasgos que eleven su
rendimiento (mayor fecundidad, longevidad) o que les permitan adaptarse a ciertos agrosistemas
en los que ain no se han podido implantar (cultivos como tomate, plantas sin polen, uso de
plaguicidas sobre plagas secundarias).

Planteamiento y objetivos de tesis

El grupo de Proteccién de Cultivos de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agrondmica de la
Universidad Politécnica de Cartagena (ETSIA - UPCT), del cual forma parte el autor de esta tesis
doctoral, lleva casi una década desarrollando una serie de lineas de investigacion basadas en la
mejora genética de O. laevigatus con el fin de obtener una mayor eficacia en la lucha bioldgica de
estos insectos contra el trips F. occidentalis, al permitir al depredador sortear las dificultades a las
que se enfrenta una vez es liberado en el cultivo. La base de estos programas de mejora consiste
en explorar la variabilidad natural que existe entre los individuos y poblaciones de este enemigo
natural (variabilidad intraespecifica) para una serie de caracteristicas bioldgicas y ecoldgicas de
interés agrondmico, explotandola a través de un exhaustivo programa de seleccion que se detalla
alo largo de los primeros capitulos de esta tesis.

Las poblaciones de enemigos naturales que se reproducen actualmente en las biofabricas para su
uso en programas de control biolégico aumentativo no difieren significativamente entre los distintos
proveedores, ya que se introducen individuos silvestres de forma regular en el sistema de cria
masiva para evitar la consanguinidad y la deriva genética. Estos caracteres que se pretenden
mejorar, tanto en el caso de O. laevigatus como en el resto de los agentes de control bioldgico
criados en biofabricas y liberados en el campo, no se desvian de los valores medios propios de la
especie, puesto que son el resultado de la seleccién natural a lo largo de la evolucién para su
rendimiento optimo en su ambiente natural (Bielza et al 2020). Es decir, el modo en que los
enemigos naturales se desenvuelven en el sistema tritréfico que conforman con plantas vy fitéfagos
es el resultado de un largo y complejo proceso de coevolucién que les ha permitido adaptarse a
sus ambientes naturales especificos, los cuales varian en funcion del clima, el nicho ecolégico, la
planta, su presa u hospedante, etc. (Roderick et al 2012). Sin embargo, las condiciones en las que
estos agentes de control biolégico deben ejercer su accion beneficiosa (cultivos, invernaderos)
suelen ser muy diferentes a las naturales. En consecuencia, los caracteres dptimos para su
rendimiento en los distintos agrosistemas pueden ser muy distintos a los resultantes de la
seleccion natural, por lo que son susceptibles de ser optimizados mediante la seleccién artificial
aprovechando la variacidn intraespecifica. De esta forma, la mejora de una cierta poblacion, ya
sea mediante su manipulacion genética o por métodos clasicos en el laboratorio, podria dar lugar a
adaptaciones que rara vez se presentarian en campo (Bielza et al 2020). En definitiva, es posible
acelerar significativamente el desarrollo de adaptaciones deseables mediante su seleccion en el
laboratorio.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, la mejora genética de enemigos naturales se presenta como
una posibilidad real de progreso en el control biolégico mediante O. laevigatus, dando respuesta a
los retos planteados en el apartado anterior de esta tesis. Bajo esta premisa, nuestro grupo de
trabajo ha desarrollado con éxito una serie de razas de este depredador resistentes a algunos
insecticidas que resultan fundamentales para la sostenibilidad de la gestién integrada de plagas:
piretrinas y piretroides (Balanza et al 2021), neonicotinoides (Balanza et al 2019) o spinosad
(Balanza et al 2021), entre otros. Esta tesis doctoral, por su parte, aborda otros retos de gran
importancia en el manejo de este depredador, igualmente detallados en el apartado anterior y
siempre desde el punto de vista de la mejora genética.
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Objetivos de tesis

En los capitulos 2 y 3 de esta tesis doctoral se plantean dos programas de mejora genética
orientados a conseguir sendas razas con un rendimiento mas alto en determinadas condiciones
Optimas y subdptimas de alimentacion y, por tanto, dirigidos hacia una especializacién trofica
diferencial. Asi pues, en el Capitulo 2 se lleva a cabo un primer programa de seleccién con el
objetivo de alcanzar un rendimiento mas elevado en condiciones nutricionales dptimas (mediante
huevos de Ephestia) a través de la obtencién de una raza con un tamafio corporal en el adulto
significativamente més grande. En el Capitulo 3, por el contrario, el objetivo es obtener una serie
de lineas genéticas con una tolerancia sustancialmente superior cuando se les alimenta con una
dieta subdptima como es la basada exclusivamente en polen, y por tanto, con una dependencia
menor de su presa.

No obstante, ciertos estudios recientes destacan la importancia de seguir determinados pasos
antes de emprender un programa de cria selectiva con un agente de control bioldgico, prestando
especial atencion a los factores que puedan haber contribuido al fracaso de esfuerzos de seleccion
anteriores (Lommen et al 2017, Kruitwagen et al 2018, Lirakis y Magalhaes 2019, Bielza et al
2020). Asi pues, en ambos capitulos se aborda el proceso de mejora con base en una amplia
variabilidad genética para este insecto, ya sea en cuanto al tamafio del macho y de la hembra y en
lo que respecta a la respuesta reproductiva de esta especie en ambas situaciones de alimentacion.
Resulta imprescindible, por tanto, abastecerse con una serie de poblaciones de O. laevigatus
representativas de distintas zonas, mantenerlas en condiciones de laboratorio y conseguir tal nivel
de multiplicacion que nos permita disponer de un numero suficiente de individuos para realizar los
bioensayos. Por otro lado, en ambos procesos de mejora se ha realizado un seguimiento de la
ganancia genética adquirida en el curso de los distintos pasos de seleccion realizados, evaluando
asimismo la complejidad metodolégica en cuanto a disponibilidad de tiempo y recursos, y variando
el procedimiento de seleccidn cuando se considerd necesario con el fin de acelerar la conquista de
una ganancia genética significativa. Finalmente, una vez obtenidas las poblaciones seleccionadas,
se evalla en ambos capitulos el coste ecoldgico potencial que el proceso de mejora pueda llevar
aparejado mediante la caracterizacion bioecologica de estas lineas genéticas en comparacion con
una serie de poblaciones comerciales y silvestres sin seleccionar. Para ello, se incluyen en los
capitulos mencionados una serie de experimentos para evaluar la extensién de la mejora obtenida
en cuanto a supervivencia, longevidad y capacidad reproductiva en condiciones Optimas y de
hambre de presas.

Los siguientes tres capitulos versan sobre el desempefio de nuestras poblaciones mejoradas de
0. laevigatus en condiciones méas parecidas a las que se van a encontrar en el agroecosistema,
determinando de nuevo el posible coste ecolégico en este sentido que pueda haber ido asociado
al proceso de seleccion.

Asi, en el Capitulo 4 se incluyen los resultados de una serie de ensayos en los que se determina
la respuesta funcional de la poblacién seleccionada para un tamafio superior en base a su tasa de
depredacién sobre las presas mas dptimas de O. laevigatus, esto es, sobre larvas y adultos del
trips F. occidentalis, y sobre ninfas del pulgén del melocotonero, M. persicae, en comparacién con
una poblacion comercial de este agente de control bioldgico. En el Capitulo 5 se repiten estos
ensayos para una de las lineas seleccionadas con una mayor tolerancia a la alimentacion sin
presa y, del mismo modo que en el Capitulo 4, se discuten las posibles aplicaciones agronémicas
de estas nuevas soluciones biologicas.

El Capitulo 6, por su parte, aborda la cuestion de la depredacién intragremial de O. laevigatus
sobre el acaro fitoseido A. swirskii, de manera que se evalla la mejora potencial que los citados
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procesos de seleccién hayan podido conllevar en cuanto a la coexistencia entre ambos enemigos
naturales, asi como la importancia de la alternancia de presas o la tolerancia a una alimentacion
alternativa en el éxito de dicha coexistencia. Para ello, se incluyen en este capitulo los resultados
de dos grupos de experimentos. Por un lado, se estudi6 la tasa de depredacion sobre el acaro
fitoseido en nuestras lineas seleccionadas en comparacion con una poblacion comercial. Y por
otro, se sometié a las hembras de estas tres poblaciones a un ensayo de eleccion entre el adulto
del trips y el &caro fitoseido, situados ambos, a priori, a un nivel similar en cuanto a preferencia por
parte del depredador.

Finalmente, el Capitulo 7 incluye una breve discusion de los resultados obtenidos a partir de estos
procesos de mejora, asi como de las perspectivas que se plantean para el futuro en cuanto a
nuevas lineas de investigacion, finalizando con las conclusiones mas importantes que se extraen
de esta tesis doctoral.

Thesis outline and objectives

The Crop Protection group at the Universidad Politecnica de Cartagena (ETSIA - UPCT), of which
the author of this doctoral thesis is a member, has been developing for almost a decade a series of
research lines based on the genetic improvement of O. laevigatus with the aim of obtaining greater
efficiency in the biological control against F. occidentalis, enabling the predator to overcome the
difficulties it has to cope with once it is released in the crop. The basis of these breeding
programmes consists of exploring the natural variability existing among individuals and populations
of this natural enemy (intraspecific variability) for a series of biological and ecological features of
agronomic interest, exploiting it through an exhaustive selection programme that is detailed
throughout the first chapters of this thesis.

The populations of natural enemies currently reproduced in biofactories for use in augmentative
biological control programmes do not differ significantly between suppliers, as wild individuals are
regularly introduced into the mass rearing system to avoid inbreeding and genetic drift. These
target traits, both in the case of O. laevigatus and the other biological control agents reared in
biofactories and released in the field, do not deviate from the species' average values, as they are
the result of natural selection over the course of evolution for optimal performance in their natural
environment (Bielza et al 2020). Namely, the way natural enemies perform in the tritrophic system
they form with plants and pests is the result of a long and complex process of co-evolution in which
they have adapted to their specific natural environments, which fluctuate according to climate,
ecological niche, the plant, their prey or host, etc. (Roderick et al 2012). However, the conditions
under which these biological control agents must do their beneficial work (crops, greenhouses) are
often very different from the natural ones. Consequently, the optimal traits for their performance in
different agrosystems may be very different from those resulting from natural selection, and are
therefore likely to be further optimised by artificial selection through the exploitation of intraspecific
variation. In this way, the improvement of a certain population, either by genetic manipulation or
classical in-lab methods, could lead to adaptations that would rarely occur in the field (Bielza et al
2020). In other words, it is possible to substantially accelerate the development of desirable
adaptations through selection in the laboratory.

Considering all the above, the genetic improvement of natural enemies is presented as a real
possibility of progress in biological control by O. laevigatus, responding to the challenges outlined
in the previous sections of this thesis. Under this premise, our working group has successfully
developed a series of strains of this predator resistant to some insecticides that are essential for
the sustainability of integrated pest management: pyrethrins and pyrethroids (Balanza et al 2021),
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neonicotinoids (Balanza et al 2019) or spinosad (Balanza et al 2021), among others. This doctoral
thesis, on the other hand, addresses other major concerns in the management of this predator,
also detailed in the previous sections and still from the point of view of genetic improvement.

Thesis objectives

Chapters 2 and 3 in this PhD thesis propose two breeding programmes aimed at obtaining strains
with higher performance under certain optimal and sub-optimal feeding conditions. So, Chapter 2
set out a first selection programme carried out to achieve a greater efficiency under optimal dietary
conditions (on Ephestia eggs) by obtaining an O. laevigatus genetic line with a significantly larger
body size. Chapter 3, by contrast, focuses on obtaining a series of genetic lines with a significantly
higher tolerance when fed a suboptimal diet such as that based exclusively on pollen, and therefore
a significantly lower dependence on their prey.

Nevertheless, recent studies highlight the importance of following certain steps before launching a
selective breeding programme for a biological control agent, with a particular focus on factors that
may have contributed to the failure of previous selection efforts (Lommen et al 2017, Kruitwagen et
al 2018, Lirakis and Magalhaes 2019, Bielza et al 2020). Therefore, these two chapters address the
breeding process based on a wide genetic variability for this insect, either in terms of male and
female size and regarding the reproductive behaviour of this species in both foraging situations. It
is therefore essential to obtain a stock of O. laevigatus populations representative of different
areas, maintaining them under laboratory conditions and achieving a successful multiplication to
provide us with a sufficient number of individuals to carry out the bioassays. On the other hand, in
both breeding processes, the genetic gain acquired in the course of the different selection steps
must be monitored, assessing the methodological aspects in terms of availability of time and
resources, and varying the selection procedure when necessary in order to accelerate the
acquisition of a substantial genetic gain. Finally, once the selected populations have been
successfully obtained, the potential fitness cost of the breeding process is evaluated in both
chapters through the biological characterization of these genetic lines in comparison with a series
of lab, commercial and wild unselected populations used as reference. To this end, both chapters
include a set of assays to estimate the extent of the enhancement attained in terms of survival,
longevity and reproductive fitness under both favorable and prey scarcity conditions.

The following three chapters concern with the performance of our enhanced predators under closer
conditions to those potentially found in the agroecosystem, again determining the potential trade-
offs in this regard which may have been associated with our selection processes.

Then, Chapter 4 includes the results of a series of trails assessing the functional response of the
selected strain with a larger size in terms of predation rate on the most optimal O. laevigatus’ prey:
larvae and adults of the western flower thrips, F. occidentalis, and the peach aphid, M. persicae, in
comparison with a commercial population of this biological control agent. Chapter 5 reproduces
these trials for one of the selected lines with a higher tolerance to non-prey feeding and, similarly to
Chapter 4, discusses the potential agronomic applications of these new biological solutions.

Chapter 6, on the other hand, approaches the issue of O. laevigatus intraguild predation on the
phytoseiid mite A. swirskii, by evaluating the potential improvement that such selection processes
may have brought about in terms of coexistence between the two natural enemies, as well as the
importance of prey switching or tolerance to alternative feeding in the success of this coexistence.
For this purpose, the results of two sets of experiments are included in this chapter. Firstly, the
predation rate on the phytoseiid predator in our selected populations is studied in comparison with
a commercial population. Secondly, the females of these populations are subjected to a choice test

Pagina | 37



CAPITULO 1 | INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DE TESIS

between adult thrips and phytoseiid mites, both theoretically at a similar level in terms of preference
by the predator.

Finally, Chapter 7 is a brief discussion of the results of these breeding processes and future
prospects for new research topics, with special attention to the most important conclusions to be
drawn from this dissertation.
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Seleccion para un tamaiio corporal superior en
Orius laevigatus: variabilidad intraespecifica e
incidencia en sus parametros reproductivos

Different characters of natural enemies can affect their performance in biological
control programs. Among them, body size may play a significant role, as has been
associated with increased fitness. No specific studies on body size have been carried
out in any Orius species, important predators widely used in biological control.
Therefore, the aim of this work was to study the variation in body size in wild and
commercial populations of O. laevigatus, and artificially select a strain with larger
body size. Life table parameters of populations showing different body sizes were
investigated. We found a significant variability in body size among wild O. laevigatus
populations, with commercial populations within the natural range. From this variation
we started a selective breeding program for a larger body size, successfully obtaining
a strain with a significantly larger body size. Our selected strain showed higher
fecundity when provided a nutritional superior food (Ephestia kuehniella eggs), and
increased fecundity and longevity when fed a nutritionally inferior food (honey bee
pollen). Despite a slightly slower developmental time, the overall reproductive
potential was similar or superior to the commercial and unselected populations. We
hypothesize that the enhanced characteristics of the selected large strain are based
on a superior ability to exploit nutritional resources, which would confer stronger
resilience under stresses (low food quality or quantity) typically found in agricultural
ecosystems, improving its performance as biological control agent. Additional
potential benefits of larger body size are discussed.

Mendoza JE, Balanza V, Cifuentes D, Bielza P. 2020. Selection for larger body size in Orius
laevigatus: Intraspecific variability and effects on reproductive parameters. Biological Control 148,
104310. https://doi.org/10.1016/j.biocontrol.2020.104310.

on numerosas las especies de artrépodos que se emplean con éxito para el control biolégico

de plagas en diferentes agroecosistemas. Estos agentes de control bioldgico (ACBs) son
especialmente eficaces en cultivos bajo plastico, en los cuales los depredadores generalistas
desempefian un papel fundamental. EI género Orius (Hemiptera: Anthocoridae) incluye a algunas
de las especies cuya cria masiva tiene lugar de forma mas intensiva en las biofabricas para su uso
en programas de control biolégico aumentativo en cultivos protegidos, principalmente para el
control del trips Frankliniella occidentalis (Thysanoptera: Thripidae). Concretamente, en Europa y
otros paises de Africa y Asia, es la especie O. laevigatus (Fieber) la que mas sueltas comerciales
acapara en cultivos de invernadero.
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Resulta obvio que los diferentes caracteres bioecoldgicos de un enemigo natural pueden afectar a
su rendimiento en programas de control bioldgico. Por ejemplo, una regla general admitida en
biologia es "cuanto mas grande mejor", segun la cual los individuos con un mayor tamafio corporal
tenderan a ofrecer un rendimiento mejorado, asi como garantias de instalacion y establecimiento a
medio-largo plazo y, en definitiva, de adaptacion al entorno (fitness) (Kingsolver y Huey 2008). En
definitiva, el tamafio corporal es uno de los caracteres mas importantes desde el punto de vista
ecologico. Por un lado, tiene un profundo efecto sobre la fisiologia, la longevidad, la reproduccién,
la competencia intra e interespecifica y muchos otros componentes de gran valor adaptativo y
relacionados con ciertos procesos ecoldgicos (Kingsolver y Huey 2008, Chown y Gaston 2010).
Pero ademas, el tamafio corporal desempefia un papel destacado en la dindmica de las
poblaciones y los ecosistemas, siendo clave en las relaciones depredador-presa, y con un impacto
significativo en la cantidad de presas que puede encontrar un depredador y en la cantidad de éstas
que es capaz de consumir (Kalinkat et al 2015). Por lo tanto, resulta crucial entender cémo influye
la variacion del tamafio corporal de un insecto depredador como O. laevigatus en su biologia y su
ecologia para asi poder mejorar su rendimiento como ACB, adaptando su tamafio corporal a las
diferentes condiciones agroecologicas (Bielza et al 2020).

Desde el punto de vista evolutivo, la ventaja ya mencionada que presentan aquellos individuos
mas grandes permite pronosticar un proceso de seleccidn en favor de un tamafio superior en las
poblaciones naturales (Kingsolver y Huey 2008). Sin embargo, dicho proceso puede llevar
aparejado un determinado coste ecoldgico (fitness cost), como un desarrollo mas tardio y una
menor supervivencia de los juveniles, asi como unos requerimientos energéticos mas elevados. El
resultado de estas repercusiones negativas o contrapartidas (frade-offs) se traduciria, en Ultima
instancia, en la estabilizacién de la seleccion en un tamafio dptimo desde el punto de vista
evolutivo (Kingsolver y Huey 2008, Xu y Wang 2013). Por lo tanto, resulta fundamental averiguar
como influye el tamafio corporal de O. laevigatus en los distintos componentes de su ciclo vital, a
fin de comprender el potencial reproductivo absoluto de este insecto en funcién de su tamafio.

En resumen, el tamafio corporal es un rasgo determinante en el desempefio de un agente de
control biolégico, ya que puede tener un impacto significativo no sélo en el crecimiento, la
reproduccion y la longevidad, sino también en la dindmica de la poblacion, la tasa de depredacion,
el espectro de presas y la capacidad de adaptacion a las perturbaciones propias de un ecosistema
agricola. No en vano, aquellos ACBs que gocen de una mayor capacidad reproductiva y de una
mayor tolerancia al estrés ambiental (temperatura, baja calidad o cantidad de alimento) tendrén
mas probabilidades de establecerse a largo plazo en el cultivo tras su suelta, mejorando sus
prestaciones en el control de las plagas (Bielza et al 2020).

Existe un gran numero de estudios orientados a analizar las caracteristicas reproductivas de
diferentes especies de Orius bajo diversas condiciones de alimentacion y cria (Bonte y De Clercq
2008, 2010a, 2010b, 2011, Castafié et al 2014, Aragon-Sanchez et al 2018). Sin embargo, no
constan en la literatura trabajos especificos acerca del tamafio corporal en ninguna especie de
Orius. Por tanto, el objetivo de este estudio se centra en examinar y explotar la variacién del
tamafio corporal en poblaciones silvestres y comerciales de O. laevigatus para seleccionar
artificialmente una raza mejorada con un tamafio mas grande. Para ello, se evaluo el efecto
potencial del tamafio en los pardmetros caracteristicos de la tabla de vida en aquellas poblaciones
que presentaban tamafios corporales diferentes, tomando como referencia la anchura del pronoto
de hembras y machos adultos, y repitiendo todo el proceso para dos dietas diferentes: 1) una dieta
Optima, consistente en huevos de la polilla de la harina Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera:
Pyralidae) (en adelante, huevos de Ephestia), la cual se considera un alimento nutricionalmente
superior en el que, por tanto, la aptitud reproductiva puede expresarse en su plenitud; y 2) una
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dieta suboptima consistente en polen de abeja deshidratado (en adelante, polen), el cual es
nutricionalmente inferior (Cocuzza et al 1997), con el fin de estudiar la respuesta del tamafio
corporal en condiciones de estrés alimenticio.

Materiales y métodos

El mantenimiento y la multiplicacion de las diferentes poblaciones de O. laevigatus tuvo lugar en
condiciones controladas de temperatura, humedad y fotoperiodo, a 26 + 1 °C, 70 + 10% HR y 16:8
L: O, respectivamente.

Variacion intraespecifica

Para examinar la variabilidad intraespecifica del tamafio del adulto en O. laevigatus se emple6 un
total de 12 poblaciones silvestres (Tabla 2.1) recolectadas en zonas de vegetacion no cultivada de
diferentes partes de Espafia e ltalia, las cuales fueron multiplicadas y mantenidas de forma
separada en nuestro laboratorio. Por otro lado, se utilizé una poblaciéon comercial de Agrobio SL
(Almeria, Espafia, ORIcontrol®) como referencia.

Para la cria de las poblaciones de insectos se usaron recipientes de plastico de 1 litro con papel de
filtro en la tapa. Como alimento se utilizaron huevos de Ephestia, y como fuente de humedad y
sustrato de oviposicion, vainas de judias verdes (Phaseolus vulgaris Linnaeus). Todas las
poblaciones se propagaron en el laboratorio durante 2-4 generaciones antes del inicio de los
experimentos.

Se pesaron aproximadamente 50 adultos recién emergidos (< 24 horas) de cada sexo y para cada
poblacién, en grupos de diez individuos y con una precision de 0.01 mg. Finalmente se congeld a
los adultos y se midi6 la anchura del pronoto mediante un micrémetro dptico a 50 aumentos.

Tabla 2.1. Origen y planta hospedante de las poblaciones silvestres de Orius
laevigatus empleadas para el estudio de la variabilidad intraespecifica.

Origen Poblacion Numero?  Especie de planta
Espafia (noroeste)  Corrubedo 2 Daphne gnidium
Espafia (sureste) Perin 5 Thymelaea hirsuta
Cabo de Gata 8 Anthyllis cytisoides
Cazorla 12 Rubus sp.
Espafia (suroeste)  Islantilla 14 Thymus carnosus
Carmona 15 Mentha suaveolens
Espafia (noreste) Teruel 17 Aster sp.
Logrofio 18 Sin datos
Alcobendas 20 Umbelliferae
Italia (Sicilia) Acate 25 Sin datos
Palermo 27 Daucus sp.
Italia (sur) Vesubio 31 Sin datos

anlmero de cada poblacién correspondiente a su localizacion en el mapa (Figura 2.1).
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Seleccion para un tamafio mas grande

El proceso de seleccion comenzd a partir de una mezcla de 30 poblaciones silvestres recolectadas
en diferentes zonas de Espafia, Italia, Bélgica y Grecia (Figura 2.1, Tabla 2.2) (ver Balanza et al
2019 para méas detalles). Todas ellas fueron previamente multiplicadas y mantenidas de forma
separada en nuestro laboratorio, y a partir de ellas se conformd una poblacion mezcla inicial
denominada WildMix de la que parti6 el proceso de seleccidn. Cada ciclo de seleccion sucesivo se
sometié a una cria continua, realizandose cada dos semanas la extraccion de los individuos para
la seleccion del 20% de machos y hembras de mayor tamafio con los que fundar el siguiente paso
de seleccion. Este proceso se repitié varias veces en cada ciclo a fin de garantizar la seleccién de
al menos 200 individuos. Y es que este numero de individuos fundadores puede considerarse
adecuado para evitar la endogamia, teniendo en cuenta que 10 parejas fundadoras se consideran
suficientes para establecer colonias viables de O. laevigatus en condiciones controladas (Castaré
et al 2014). De esta forma se procedié durante 26 ciclos de seleccion para, posteriormente, con el
objetivo de mejorar la seleccion, realizar una seleccién de familias de hermanos completos durante
cuatro generaciones, hasta alcanzar el paso de seleccion nimero 30 (BIG30). Para este método
de seleccién, el 20% de las hembras y los machos de mayor tamafio fueron emparejados y a
continuacién se les permitié poner huevos durante 10 dias. Finalmente se pesaron las ninfas de
ultimo estadio (N5) de la descendencia de estas familias, obteniendo un peso medio para cada
una de ellas, seleccionando el 20-40% de las familias con mayor tamafio y mezclandolas para dar
lugar a la siguiente generacidn. El hecho de seleccionar en este estadio previo a la emergencia de
los adultos es lo que permiti6 que fuera posible el emparejamiento de adultos de un tamafio
grande ya seleccionado, incrementando la ganancia genética y con ello la eficacia del proceso de
mejora.

Figura 2.1. Distribucién geografica de las poblaciones silvestres de Orius laevigatus empleadas
para iniciar el proceso de seleccién y mejora genética para un tamafio mas grande, recogidas en las
Tablas 2.1y 2.2.
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Tabla 2.2. Poblaciones silvestres de Orius laevigatus incluidas en la poblacién mezcla de partida,

WildMix.
. L, . Distancia ~ Fecha de ,
a

Origen Poblacion Numero (km)? muestreo Especie de planta

Espafia Portonovo 1 >100 Ago 2013 Ulex sp.

(Noroeste)  Corrubedo 2 >100 Ago 2015  Daphne gnidium
Moreira 3 >100 Ago2013  Daucus sp.
Catadoiro 4 >100 Ago 2015  Daucus sp.

Espafia Perin 5 >25 Oct2012  Thymelaea hirsuta

(Sureste)  Cabo de Palos 6 >20 Oct2012  Thymelaea hirsuta
La Zenia 7 >10 May 2013 Convolvulus sp.
Cabo de Gata 8 >10 Jun 2013 Anthyllis cytisoides
Cuevas de Almanzora 9 >25 May 2013  Umbelliferae
Hellin 10 >75 May 2013  Chamaemelum sp.
Puerto de la Mora 11 >60 Nov 2015  Desconocido
Cazorla 12 >100 Jul 2014 Rubus sp.
Orgiva 13 >25 Oct2018  Thymelaea hirsuta

Espafia Islantilla 14 >10 Jun 2014 Thymus carnosus

(Suroeste) Carmona 15 >100 Ago 2013 Mentha suaveolens

Espafia Cabrils 16 >2 - Desconocido

(Noreste)  Teruel 17 >100 Sep 2013 Aster sp.
Logrofio 18 >100 Oct2014  Desconocido

Espafia Méntrida 19 >100 Mar 2015  Chenopodium sp.

(Centro) Alcobendas 20 >100 May 2015  Umbelliferae
Ruidera 21 >100 Jul 2013 Rubus sp.

Espafia Guadalupe 22 >100 Sep 2015 Daphne gnidium

(Oeste) Arroyo de San Servan 23 >100 Sep 2015  Daphne gnidium
Merida 24 >100 Oct 2014 Daphne gnidium

Italia Acate 25 >2 Jun 2013 Desconocido

(Sicilia) Cefall 26 >100 May 2015  Compositae
Palermo 27 >100 May 2015  Daucus sp.

Italia Policoro 28 >2 Jun 2013 Desconocido

(Sur) Napoles 29 >60 Oct2018  Daucus silvestre
Capodichino 30 >60 Oct2018  Mentha suaveolens
Vesubio 31 >60 Oct2018  Desconocido

Grecia Samaria 32 >60 May 2013  Labiatae

(Creta) Rethymno 33 >40 May 2013 Umbelliferae
Chania 34 >80 May 2013 Malva sp.

Grecia Atenas 35 >100 Abr2019  Desconocido

Bélgica Westerlo 36 <10 Oct2017  Desconocido

anumero de cada poblacion correspondiente a su localizacion en el mapa (Figura 2.1).
b distancia a zonas de cultivo o invernaderos donde pueden realizarse sueltas comerciales de O. laevigatus.
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El 20% de los adultos mas grandes seleccionados entre los ciclos de seleccion 7 y 26 se pesaron
(en las primeras 24 horas desde su extraccidn del contenedor de cria) para calcular el peso medio
dividiendo el total por el nimero de individuos. Cada 7-8 ciclos de seleccion (en los ciclos 1, 8, 15,
22 y 30), se pesaron al menos 50 adultos recién emergidos de cada sexo (< 24 h), en grupos de
diez individuos y con una precisién de 0.01 mg, con el fin de realizar sendos controles de la
ganancia genética obtenida. Finalmente, se congel6 a estos individuos y se midio la anchura del
pronoto mediante una lupa binocular dotada de un micrémetro dptico a 50 aumentos.

La poblacion inicial WildMix, la cual se utilizé como control, se mantuvo en las mismas condiciones
de cria que las selecciones pero sin sufrir ninglin proceso de seleccion.

Caracteristicas del ciclo vital

La nueva raza seleccionada resultante (BIG30), la poblacion mezcla sin seleccionar (WildMix), dos
poblaciones comerciales (Agrobio y Koppert) y una poblacién silvestre que se recolectd en Malaga
en noviembre de 2017 y que resulté tener un tamafio corporal mas pequefio, se utilizaron para
estudiar la influencia del tamafio corporal en determinados parametros del ciclo biologico.

Por un lado, se contaron los huevos puestos por un conjunto de hembras de cada poblacion en
trozos de vaina de judia durante 12 horas, colocando éstas en vasos de plastico y comprobando
diariamente la eclosién de los huevos. Para evaluar la supervivencia y el tiempo de desarrollo
juvenil, se aisl6 de manera individual en recipientes de polipropileno de 30 mL a al menos sesenta
ninfas recién nacidas (N1) de cada poblacion junto con huevos de Ephestia y un trozo de judia
como alimento y fuente de humedad, respectivamente. Seguidamente, se control6 la supervivencia
de las ninfas diariamente hasta que alcanzaron la edad adulta, momento en que los individuos
fueron sexados y congelados para medir la anchura del pronoto de cada uno de ellos.

Los parametros reproductivos se estudiaron utilizando una dieta 6ptima de huevos de Ephestia y
una dieta subdptima consistente en una mezcla comercial de polen de abeja deshidratado y
finamente pulverizado. A las hembras y a los machos recién emergidos (< 24 h) de cada poblacién
se les permiti6 aparearse durante 4 dias con su alimento correspondiente (huevos o polen) y un
vial con agua pero sin vainas de judia, para evitar la oviposicion. A continuacion, se aislaron al
menos 20 hembras en vasos provistos de ventilacion, con huevos de Ephestia o polen de abeja
como alimento y un trozo de judia como sustrato de puesta. Dos veces por semana se afiadia
comida fresca, se sustituia el trozo de vaina de judia por una nueva y se contaban los huevos
puestos, y asi sucesivamente hasta el final de la vida de la hembra. Finalmente, las hembras ya
muertas se congelaban y se media la anchura del pronoto como se ha descrito anteriormente.

Analisis estadistico

Como el tamafio del cuerpo podria tener un efecto en el patrén de oviposicion, se calculd el tiempo
de fecundidad (FT50) como la edad (en dias) a la que las hembras alcanzaban la mitad de su
fecundidad total (FT, durante toda su vida). Los valores medios para cada poblacién en cuanto al
tiempo de desarrollo de los estadios de huevo y ninfales, la longevidad de los adultos, la
fecundidad total y durante los primeros 10 dias (F10) y la FT50 se compararon mediante un
ANOVA de un factor (la poblacion) para cada tipo de dieta. Las diferencias entre las medias se
separaron mediante test HDS de Tukey (p < 0.05). Todos los datos se analizaron por medio del
programa SPSS (versién 26, IBM statistics, Armonk, NY, USA).
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Las diferencias en las tasas de eclosion de los huevos y en la supervivencia de las ninfas entre las
cinco poblaciones analizadas (efectos fijos) se estudiaron mediante un modelo lineal generalizado
mixto (MLMG) (Wolfinger y O'Connell 1993), asumiendo una distribucién binomial de la variable
dependiente (individuo eclosionado/emergido 0 no). Cuando se encontré un efecto significativo (p
< 0.05) se realizaron comparaciones post-hoc mediante un test t (HDS de Tukey). Los anélisis
MLMG se llevaron a cabo con el software SAS® University Edition.

Para calcular los pardmetros de la tabla de vida se utilizé el programa informatico rm 2.0 (Taberner
et al 1993). Asi, se calculé la tasa intrinseca de incremento natural (1), la tasa reproductiva neta
(Ro), el tiempo de generacion (7), la capacidad finita de crecimiento (A), la capacidad innata de
crecimiento () y el tiempo de duplicacion de la poblacién (D). Las relaciones entre los pardametros
biologicos se calcularon mediante un test de regresion lineal.

Resultados

Variacion intraespecifica

El tamafio del cuerpo, estimado como la anchura del pronoto en milimetros y como la masa del
individuo en fresco (en las primeras 24 horas), vario significativamente entre las poblaciones
estudiadas, tanto en el caso de los machos (anchura: F = 17.4, p < 0.001; peso: F = 15.5, p <
0.001) como en el de las hembras (anchura: F =22.8, p < 0.001; peso: F=12.5, p < 0.001). Asi, la
anchura del pronoto de los machos oscil6 entre 0.67 mm y 0.76 mm (Figura 2.2). Concretamente,
la poblacién comercial de Agrobio mostré una anchura de pronoto intermedia, de unos 0.72 mm.
En cuanto a su peso fresco, éste oscilé entre 0.22 y 0.30 mg, de nuevo con la poblacion comercial
mostrando un valor intermedio (0.27 mg) (Figura 2.2). En el caso de las hembras, la anchura del
pronoto oscild entre 0.72 y 0.81 mm, y el peso fresco, entre 0.36 y 0.50 mg de media, con la
poblacién comercial en una posicion intermedia para ambos pardmetros, con 0.76 mm y 0.48 mg,
respectivamente (Figura 2.2).
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Peso = - 0.671 +1.444 A Pronoto
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0s R%= 0.83, p < 0.001
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0.1 R*= 0.7, p < 0.001
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Figura 2.2. Relacion entre el peso de los adultos (< 24 h) y la anchura del pronoto en 12
poblaciones silvestres (tridngulos) y una poblaciéon comercial (circulos), para machos (simbolos de
color negro) y hembras (simbolos en blanco).
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La relacién entre el peso corporal y la anchura del pronoto fue significativa tanto para las hembras
como para los machos (Figura 2.2). No obstante, las hembras fueron significativamente mas
grandes (F = 76.6, p < 0.001) y mas pesadas (F = 545.3, p < 0.001) que los machos, con una
anchura media del pronoto de 0.76 y 0.71 mm, y un peso de 0.43 y 0.26 mg, para hembras y
machos, respectivamente.

Seleccion para un tamafio mas grande

El peso corporal de los machos (F = 30.3, p < 0.001) y de las hembras (F = 21.3, p < 0.001) se
incrementd de forma significativa a lo largo de los ciclos de seleccién (Figura 2.3), pasando de
0.27 y 0.44 mg en el ciclo 1 a 0.34 y 0.55 mg en el ciclo 30 (BIG30) para machos y hembras,
respectivamente. El aumento de peso de las hembras (0.11 mg) fue mayor que el de los machos
(0.07 mg), aunque ambos incrementos son comparables si tenemos en cuenta el valor en cuanto
al porcentaje de mejora (25%).

El peso corporal del 20% de los adultos con mayor tamafio aument6 en el curso de los distintos
ciclos de seleccion, con un incremento méas pronunciado en los ultimos ciclos (Figura 2.3). La
diferencia entre el 20% de mayor tamafio y el peso medio fue mayor en las hembras que en los
machos (Figura 2.3), indicando una mayor dispersién de los datos en el primer caso.
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Figura 2.3. Peso corporal de los adultos (media + error estandar) (< 24 h) a lo largo de los ciclos
de seleccién 1, 8, 15, 22 y 30 (cuadrados y lineas discontinuas) y media del 20% de los individuos
de mayor tamafio (< 24 h) seleccionados en los ciclos de seleccion 7 a 26 (circulos y lineas
continuas), para los machos (simbolos de color negro) y las hembras (simbolos blancos). Las
medias con la misma letra dentro de cada linea no presentan diferencias significativas (test de
Tukey, p > 0.05).
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Caracteristicas del ciclo vital

En la tabla 2.3 se compara el desarrollo ninfal de las diferentes poblaciones ensayadas. En los
estadios mas jovenes (N1-N2), la raza de mayor tamafio, BIG30, experimentd un desarrollo
significativamente mas rapido que las demas lineas, pasando paulatinamente a un desarrollo mas
lento en los Ultimos estadios ninfales (N4-N5). Por otro lado, el periodo de desarrollo de las
hembras, tanto de huevo a adulto como de N1 a adulto (no asi para los machos), fue significativa-
mente mas largo en la poblacion BIG30 que en las poblaciones comerciales y que en la poblacion
de referencia sin seleccionar (WildMix). Curiosamente, la poblacién de Malaga, a pesar de tener
un tamafio corporal mas pequefio, mostré un retraso de unos 3-4 dias independientemente del
sexo del adulto.

En cuanto a la tasa de eclosiéon de los huevos, ésta fue significativamente mas baja en la
poblacion silvestre de Méalaga. Por otro lado, las poblaciones BIG30, Agrobio y Wildmix mostraron
las mayores tasas de supervivencia juvenil, con valores similares entre ellas (63-73%), ligeramente
inferiores para la poblacién comercial Koppert (53%), y claramente por debajo en el caso de la
poblacion de Malaga (47%).

El tamafio del cuerpo (anchura del pronoto) de las hembras alimentadas con huevos de Ephestia
tuvo una variacion significativa entre las poblaciones estudiadas, con 0.82 mm para la poblacién
seleccionada BIG30, 0.76-0.77 mm para las poblaciones comerciales y para la poblacion de
referencia, y 0.73 mm para la poblacion de Mélaga (Tabla 2.4).

Cuando se les alimentd con huevos de Ephestia, la fecundidad durante toda la vida de las
hembras de BIG30 (177.4 huevos) fue estadisticamente superior a la de las demas poblaciones
(103.6-138.6 huevos) (Tabla 2.4). Estas diferencias se hicieron mas patentes cuando las hembras
se alimentaron con polen. Asi, las hembras de BIG30 pusieron significativamente mas huevos
(51.5 huevos) que las poblaciones comerciales (31.4 y 29.0 huevos) y la poblacién de control (37.0
huevos) en presencia de este alimento, valores que a su vez fueron claramente superiores a los de
la poblacién silvestre con individuos de menor tamafio (14.1 huevos) (Tabla 2.4). Como se
esperaba, la alimentacién con polen dio lugar a fecundidades totales més bajas que una
alimentacion dptima con huevos de Ephestia (F = 138.9, p < 0.001).

Asimismo, se ha demostrado la existencia de diferencias entre las poblaciones en cuanto a su
fecundidad temprana, es decir, durante los primeros diez dias (F10), ya sea con una dieta 6ptima o
con una dieta suboptima. Asi pues, BIG30 present6 una fecundidad temprana mas alta que el
resto de las poblaciones con un tamafio corporal menor (Tabla 2.4). De acuerdo con nuestros
resultados, la fecundidad total de la hembra depende de su longevidad (R? = 43.0%, p < 0.001),
por lo que la fecundidad durante los primeros diez dias (F10) permite detectar mejor diferencias
significativas entre poblaciones y al mismo tiempo se trata de un buen indicador de la fecundidad
durante toda la vida de la hembra (FT = - 20.39 + 2.28 - F10, R?=70.3, p < 0.001).

Por otro lado, no se observaron diferencias en cuanto a la longevidad entre las poblaciones
cuando se alimento a las hembras de forma 6ptima, llegando a vivir entre 23.9 y 27.4 dias desde la
emergencia. Sin embargo, las hembras de BIG30 duraron mas tiempo (26.2 dias) que las de
Koppert y Malaga (16.2 - 20.4 dias) con el alimento nutricionalmente inferior, mientras que las
hembras de Agrobio y WildMix ocuparon una posicion intermedia (21.0 - 22.0 dias) (Tabla 2.4). El
patron de oviposicion no varié significativamente entre las poblaciones con ambas dietas, con
tiempos de fecundidad del 50% (TF50) que oscilaron entre 9.2 y 10.3 dias cuando se alimentaron
de huevos de Ephestia, y entre 5.6 y 8.1 cuando se alimentaron de polen (Tabla 2.4).
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Tabla 2.5. Pardmetros de la tabla de vida [tasa intrinseca de crecimiento natural (rm), tasa
reproductiva neta (Ry), tasa finita de crecimiento (A), capacidad innata de crecimiento (rc), tiempo
de generacion (T) y tiempo de duplicacion de la poblacién (D)] de varias poblaciones de Orius
laevigatus.

Poblacin m (£ EE) Ro A 2 T D
BIG30 0.153 (£0.003)c  55.19 117 0.13 26.17 452
Agrobio 0.155(£0.002)c  49.25 117 0.14 2517 4.48
Koppert 0.138 (£0.004)b  36.34 115 0.12 25.97 5.01
WildMix 0.147 (£0.004) bc  36.72 1.16 0.13 24 51 472
Mélaga 0103 (£0.003)a  21.81 111 0.10 29.83 6.71

Las medias (+ error estandar) dentro de la misma columna seguidas de la misma letra no son diferentes
significativamente (ANOVA seguido del test de Tukey), p < 0.05).

Por ultimo, los parametros de la tabla de vida se indican en la tabla 2.5. Asi pues, se encontraron
diferencias significativas para la tasa intrinseca de incremento natural (r»), siendo las poblaciones
BIG30 y Agrobio las que mostraron los valores mas altos. Del mismo modo, estas poblaciones
presentaron los valores mas altos de tasa reproductiva neta (Ry).

Discusion

El tamafio del cuerpo se considera un aspecto fundamental para el funcionamiento ecoldgico y
fisioldégico de cualquier organismo, ya que tiene un impacto sustancial en su eficacia o potencial
ecoldgico en general (Kingsolver y Huey 2008). Por lo tanto, es de esperar que una raza de ACB
con un tamafio corporal mas grande exhiba un rendimiento mejorado. Es por eso que, en base a la
variacién natural que se espera entre las poblaciones silvestres de O. laevigatus de la cuenca
mediterranea analizadas en este estudio, hemos tratado de seleccionar una cepa de ACB con un
tamanio superior, evaluando a continuacién su capacidad reproductiva en condiciones nutricionales
Optimas y subdptimas.

En primer lugar, hemos confirmado la variabilidad significativa existente en el tamafio corporal
entre las poblaciones silvestres, con las poblaciones comerciales comprendidas entre los limites
naturales de la especie. En estudios anteriores se obtuvieron pesos similares para una poblacién
de hembras de O. laevigatus silvestres criadas a 25 °C (Castanfé et al 2014). Sin embargo, otros
estudios informaron de valores mas elevados para el peso de las hembras, y especialmente
también para los machos, cuando se les alimentaba con huevos de E. kuehniella (De Clercq et al
2005, Bonte y de Clercq 2008, 2010a, 2010b, 2011, De Puysseleyr et al 2014). Del mismo modo,
otros estudios encontraron anchos de pronoto (De Clercq et al 2005) ligeramente mas grandes que
los de nuestro estudio para las poblaciones silvestres y comerciales. Estos valores mas bajos en
nuestro caso se pueden explicar atendiendo a dos factores. Por un lado, los autores anteriores
utilizaron una temperatura de cria mas baja (23 °C) que la de nuestro estudio (26 °C), lo que da
lugar a tamafios corporales mas grandes de acuerdo con la regla temperatura-tamafio (McCabe y
Partridge 1997, Ghosh et al 2013). Este efecto de la temperatura durante el desarrollo ninfal sobre
el tamafio de los adultos también se ha descrito para varias especies de Orius (Nakata 1995,
Schuldiner-Harpaz y Coll 2013). Asi, el tamafio varié con la temperatura en O. thripoborus Hesse y
O. naivashae Poppius, permitiendo el desarrollo de machos y hembras méas pesados cuanto més
baja era la temperatura (Bonte et al 2012). Por otra parte, la densidad de poblaciéon durante el
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proceso de cria puede tener un efecto significativo en el tamafio de O. laevigatus, dando lugar a
individuos mas livianos cuanto mayor es la densidad de cria (Bonte y de Clercq 2011). Es
importante resaltar que en los estudios antes mencionados que tuvieron como resultado tamarios
corporales mas grandes, los adultos habian sido criados individualmente o bien en grupos de tres.
Por el contrario, en el presente trabajo, los adultos se extrajeron en todo caso de contenedores de
cria en los que habia cientos de individuos, de forma similar a la poblacion silvestre ensayada por
Castafié et al (2014), la cual mostr6 también un tamafio corporal menor.

A simple vista, nuestros depredadores seleccionados (BIG30) eran diferentes en cuanto al tamafio
en general con respecto a los del resto de poblaciones. De hecho, el proceso de seleccion (BIG30)
incrementd significativamente el peso corporal en un 25% en comparacién con el de la poblacién
inicial sin seleccionar (Figura 2.3) y en un 28% en comparacion con el peso medio de las
poblaciones silvestres y comerciales. Del mismo modo, la linea mejorada BIG30 mostré una
anchura del pronoto un 8% mayor que el tamafio medio de las poblaciones silvestres y
comerciales (Figura 2.2). La ganancia genética en cuanto al peso (0.12 mg), desde la poblacion
inicial hasta la seleccionada, fue ligeramente superior a la esperada (0.08 mg) teniendo en cuenta
la relacion entre el peso y la anchura del pronoto calculada para las poblaciones silvestres y
comerciales (Figura 2.2). Este hecho sugiere que la seleccidn aumenté en mayor medida el peso
que el tamafio, ganando 0.2 mg por cada mm aumentado, y siendo las hembras de BIG30 mas
pesadas para su tamafio que el resto de hembras y machos evaluados.

Los valores de fecundidad total registrados en este estudio estan en linea con los obtenidos en
otros estudios en condiciones de cria similares (108-198 huevos por hembra) (por ejemplo,
Sanchez y Lacasa 2002, Tommasini et al 2004, Bonte y de Clercq 2008, Aragén-Sanchez et al
2018). Especialmente importante fue la asociacion hallada entre el tamafio y la fecundidad total.
Asi pues, la fecundidad de BIG30 fue un 28-71% mayor que la de las demas poblaciones, que
mostraron un tamafio inferior. Pero ademas, la ganancia fue del 39 al 262% cuando a las
poblaciones se les proporciond una dieta nutricionalmente inferior como el polen. El tamafio
corporal suele tener un efecto positivo en la fecundidad, como se ha observado en numerosas
especies de insectos (Honék 1993, McCabe y Partridge 1997, Reeve et al 2000). Esta relacion
entre la fecundidad y el tamafio corporal también se ha sefialado para otros insectos
depredadores. Asi, la fecundidad y el potencial reproductivo fue mayor para las hembras de mayor
tamario (peso corporal) en los depredadores Brontocoris tabidus Signoret (Oliveira et al 2005) y
Podisus rostralis Stal (Zanuncio et al 2002) (Hemiptera: Pentatomidae). En cambio, para un
depredador de la misma familia que éstos, P. maculiventris Say, no se encontr ninguna relacion
entre el peso o el tamafio corporal y la fecundidad total (De Clercq et al 1998).

En principio, las reservas biolégicas mas amplias que se les presuponen a nuestras hembras con
un tamafio méas grande podrian suponer una ventaja clave para alcanzar una fecundidad superior,
ventaja que como hemos visto se revela mas claramente bajo una alimentacién restringida. Sin
embargo, O. laevigatus y otras especies de Orius son lo que se conoce como income breeders,
término por el que se conoce a la estrategia por la que una especie lleva a cabo una alimentacién
continua para obtener recursos que les permitan reproducirse, a diferencia de los llamados capital
breeders, que utilizan recursos almacenados por adelantado (Davis et al 2016). Y es que la
produccion de huevos por parte de las hembras de Orius depende principalmente de la calidad
nutricional del alimento ingerido durante la etapa adulta, de manera que se ha observado
frecuentemente una tasa distinta de maduracién de los huevos en funcién del valor de la dieta
(Cocuzza et al 1997, Tommasini et al 2004, De Clercq et al 2005, Aragén-Sanchez et al 2018). De
hecho, en ausencia de alimentacién, las hembras de Orius no son capaces de reproducirse, ya
que requieren de la ingesta nutricional en su estado adulto para la maduracion de los huevos. Por

Pagina | 59



CAPITULO 2 | SELECCION PARA UN MAYOR TAMANO CORPORAL

ejemplo, en el interior de hembras apareadas pero sin alimentar de O. pumilio Champion no se
encontraron huevos maduros (Shapiro y Shirk 2010). Del igual modo, las hembras de O. insidiosus
Say ponian 190.3 huevos de media si se les alimentaba con huevos de Ephestia, pero solo 2.4
huevos (el 1.3%) en ausencia de alimento (Calixto et al 2013), e incluso su fecundidad habria sido
mas baja de no haber tenido acceso estos adultos a huevos de Ephestia durante las primeras 24
horas después de la emergencia. Ademas, algunas hembras provistas de una dieta 6ptima pueden
ser capaces de compensar por completo una nutricién de inferior calidad durante las fases ninfales
(Bonte y de Clercq 2008). Por consiguiente, las reservas superiores esperables en nuestras
hembras mejoradas para un mayor tamafio (BIG30) no parecen explicar por si mismas la
diferencia de fecundidad observada cuando se las alimentaba con una dieta basada en una presa
o0 en polen. De hecho, de acuerdo con un estudio previo (Bonte y de Clercq 2010a), hembras de
0. laevigatus con diferentes tamafios corporales pueden mostrar niveles de fecundidad similares.

En general, todos estos resultados sugieren que el tamafio corporal no parece tener un efecto
directo sobre la fecundidad, sino que mas bien hay otros factores que contribuyen a aumentar
tanto el tamafo corporal como la fecundidad. Teniendo esto en cuenta, nuestros resultados
sugieren que nuestra variante mejorada BIG30, de mayor tamafio, podria poseer una capacidad
superior para explotar los recursos alimenticios, ya sean presas o material vegetal, lo que le
otorgaria una mayor tasa de crecimiento que conduciria a un tamafio corporal superior y a una
mayor tasa de maduracién de los huevos. Esto, a su vez, se traduciria en un aumento de la
fecundidad. En esa misma linea, Zanuncio et al (2002) ya plantearon que los valores mas altos
para los parametros reproductivos que mostraban las hembras mas corpulentas de P. rostralis en
su estudio, podrian estar relacionados con una mayor capacidad en ellas para asimilar los
nutrientes de las presas.

Por otro lado, si bien la longevidad de las hembras mejoradas de O. laevigatus no se vio afectada
significativamente por su tamafio corporal cuando se les proporciond una dieta superior (huevos
de Ephestia), si que se percibio un efecto significativo cuando se les suministrd una dieta inferior
basada en polen. En este sentido, se ha demostrado la existencia de una suerte de asignacion de
recursos energéticos entre la supervivencia y la reproduccién, como evidencia el hecho de que las
hembras virgenes tienden a vivir mas tiempo que las hembras que ovipositan en algin momento
durante su vida adulta (Leon-Beck y Coll 2009). De este modo, nuestras hembras menos pesadas
podrian reducir la produccién de huevos para subsistir durante un tiempo mas prolongado. Estos
resultados coinciden con otros datos del estudio comentado anteriormente con P. rostralis en el
que se utilizaron hembras de diferentes categorias de peso, de manera que las hembras més
ligeras vivian durante un periodo de tiempo similar a las mas pesadas, pero a cambio reducian la
puesta de huevos, de nuevo apoyando la existencia de la asignacion de recursos entre fecundidad
y supervivencia (Zanuncio et al 2002).

Volviendo a nuestros resultados, la respuesta observada para la longevidad bajo diferentes dietas
es consistente con nuestra hipétesis de que la cepa BIG30 seleccionada cuenta con una
capacidad superior para aprovechar los recursos alimenticios. Con una dieta 6ptima, las hembras
de distintos tamafios corporales serian capaces de asignar recursos de forma diferencial entre la
reproduccion y la supervivencia, dando lugar a una longevidad similar pero a cambio también a
fecundidades distintas. En cambio, con una dieta subdptima, la limitacién energética no permitiria
una distribucién optima de los recursos, lo que resultaria en una supervivencia y una puesta de
huevos variable. Asi las cosas, la cepa BIG30, en su habilidad para explotar mejor cualquier
recurso suboptimo, consigue extender su longevidad y en consecuencia producir mas huevos,
mientras que la poblacion Malaga, con un tamafio corporal mas reducido, pone significativamente
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menos huevos y ademas vive menos tiempo, lo que sugiere una eficiencia mas baja en el
aprovechamiento de los nutrientes.

Como se ha comentado anteriormente, la selecciéon de un atributo beneficioso puede llevar
aparejada variaciones perjudiciales en otros rasgos, lo que se conoce como coste ecoldgico de la
seleccion. En este sentido, nuestra raza BIG30 mostré una fecundidad superior pero al mismo
tiempo un desarrollo ligeramente mas tardio en las hembras. Sin embargo, en cuanto a la
supervivencia de las ninfas, BIG30 expres6 un resultado similar a la poblacién de referencia sin
seleccionar y a una de las poblaciones comerciales, e incluso fue superior a la otra poblacion
comercial y a la poblacion silvestre de pequefio tamafio. Algunos autores han hecho referencia a la
existencia de un equilibrio entre el tamafio corporal de los adultos y el tiempo de desarrollo y la
supervivencia de los juveniles en sus estudios en otras especies de insectos (por ejemplo, Xu y
Wang 2013). Sin embargo, en el presente estudio encontramos un patrén no lineal entre el tamafio
y el desarrollo ninfal, ya que tanto los individuos mas grandes (BIG30) como los particularmente
pequefos (Malaga) mostraron un desarrollo mas largo. En otros estudios, las poblaciones de O.
laevigatus que poseian tamafios corporales estadisticamente diferentes (debido a factores ajenos
a la calidad y a la cantidad de la alimentacion, como la fuente de humedad o el sustrato de
oviposicién) también evidenciaron una escasa relacién entre el tamafio corporal y el tiempo de
desarrollo o la supervivencia de las ninfas (Bonte y Clercq 2010b). De hecho, las ninfas (tanto las
que darian lugar a hembras como las que se convertirian en machos) de mayor peso tendian a
desarrollarse mas rapidamente que las mas ligeras. En otro estudio en el que se comparaban
sistemas de cria con y sin uso de plantas, las hembras de O. laevigatus exhibieron pesos
significativamente diferentes pero tiempos de desarrollo similares; los machos, por el contrario, no
difirieron en tamafio pero si en el tiempo de desarrollo (De Puysseleyr et al 2014).

Las ninfas de BIG30 emplearon 14 dias para pasar de huevo a hembra adulta, s6lo un 4% mas
que la poblacion no seleccionada, si bien éstas eran un 8% mas grandes y un 25% mas pesadas.
Ademas, en el caso de los machos no hubo diferencias en el tiempo de desarrollo entre las
poblaciones (a excepcion de Malaga), y sin embargo los machos de BIG30 mostraron un tamafio
significativamente mas grande que los de las otras poblaciones. Esto sugiere una mayor tasa de
crecimiento en las ninfas de la variante seleccionada BIG30, apoyando la hipétesis de una
capacidad superior en ella para explotar los recursos nutritivos. En ese sentido, conviene
profundizar en este estudio para determinar si esta ventaja se basa en una mayor capacidad de
adquisicion de alimento (cantidad de alimento presa y no presa) o en un aprovechamiento méas
eficiente de la energia o los nutrientes presentes en el alimento ingerido.

El potencial reproductivo global de las diferentes poblaciones se refleja en sus tasas intrinsecas de
incremento natural (1) y en la tasa reproductiva neta (Ro). Asi pues, en base a los valores de rn,
los mayores potenciales bioticos se obtuvieron para las poblaciones Agrobio, BIG30 y WildMix,
seguidas de Koppert y, por Ultimo, Méalaga. Ademas, nuestra linea seleccionada, BIG30, mostré la
tasa reproductiva neta mas alta, influenciada principalmente por la superioridad del valor de su
fecundidad. Otros estudios ya encontraron que el efecto de las presas sobre el potencial
reproductivo de O. laevigatus se evidenciaba mejor mediante R, que mediante r» (Aragdn-
Sanchez et al 2018). Tal vez el origen de esta circunstancia se encuentre en el hecho de que la
tasa intrinseca de crecimiento natural (r,) expresa el nimero total de hembras producidas por
cada hembra al dia, por lo que este parametro se ve fuertemente afectado por el tiempo de
desarrollo. Por su parte, la tasa reproductiva neta (Ro) es el nimero de veces que una poblacién
se multiplica en cada generacion (nimero de hembras por hembra y por generacion), y en este
sentido es importante hacer hincapié en la escala generacional, lo que desvincula a esta métrica
del tiempo de desarrollo (Kingsolver y Huey 2008). En cualquier caso, el parametro mas adecuado
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para evaluar la aptitud depende del contexto ecoldgico y del impacto de varios factores, como
puede ser la temperatura (Kingsolver y Huey 2008). Para terminar, nuestros valores de fithess se
han obtenido a una temperatura constante, pero es importante tener en cuenta que los
depredadores se desempefian bajo diferentes temperaturas y bajo la influencia de otras variables
ambientales en el campo. En este sentido, la interaccion entre la temperatura y el tamafio corporal
puede tener un fuerte impacto en la aptitud ecoldgica, haciendo que un cuerpo de mayor tamafio
se adapte mejor a las condiciones ambientales extremas (Bielza et al 2020). Es por eso que se
hace necesario seguir investigando con el fin de evaluar el efecto potencial de un tamafio corporal
més grande en la eficacia general de nuestro enemigo natural en condiciones de campo.

Para concluir, gracias a este estudio hemos revelado una variabilidad considerable en cuanto al
tamafio del cuerpo entre las poblaciones silvestres de O. laevigatus, mientras que las poblaciones
comerciales se encuentran dentro del rango natural de la especie. A partir de esta variacion
intraespecifica, iniciamos un programa de cria selectiva con el fin de alcanzar un mayor tamafio
corporal, obteniendo con éxito una linea genética con un tamario significativamente més grande.
Posteriormente, nuestra variedad seleccionada mostré una mayor fecundidad cuando se le
proporcionaba un alimento optimo (huevos de Ephestia), pero sobre todo una mayor fecundidad y
longevidad cuando se le suministraba una dieta sub6ptima basada en polen. A pesar de sus
tiempos de desarrollo ligeramente mas lentos, el potencial reproductivo global de esta poblacion
fue similar o incluso superior al de las poblaciones de referencia. Como hemos comentado,
nuestro razonamiento va en la direccion de que las caracteristicas mejoradas de esta linea
seleccionada se basan en una capacidad superior para aprovechar los recursos nutricionales, lo
que le conferiria una mayor resistencia al estrés nutricional (baja calidad o cantidad de alimentos)
que suele darse en los ecosistemas agricolas, mejorando su rendimiento como agente de control
bioldgico.

Sea como fuere, nuestros resultados sientan las bases para futuras investigaciones sobre la
mejora genética del tamafio corporal de un ACB, pero también de otros rasgos determinantes para
el ejercicio del control bioldgico, como las condiciones ambientales extremas (temperatura y
humedad), la resistencia a insecticidas, la adaptacion a una alimentacién en ausencia de presa o
la tasa de depredacion, entre otros (Bielza et al 2020). Es importante destacar que el tamafio del
cuerpo es facilmente percibido por el cliente en Ultima instancia, ya sean éstos técnicos o
agricultores, lo que favorece la percepcion de un valor afiadido en el producto que puede tener
ciertas ventajas potenciales. No en vano, hemos demostrado que la mejora que se ha llevado a
cabo en este estudio puede ir perfectamente asociada a otros rasgos mejorados, 1o que a buen
seguro incrementaria la aceptacién de una poblacién seleccionada de ACB para su uso en las
explotaciones agricolas.
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Seleccion de una linea de Orius laevigatus
con una eficacia mejorada en la alimentacion
con polen

In many protected crops, augmentative biological control heavily relies on generalist
predators, which continuous presence on the crop allows an early response to pest
immigration and outbreaks. Persistence is possible by their ability to feed on
alternative food, such as pollen, plant-provided or artificially supplemented. However,
fitness is decreased when feeding on alternative foods, hindering performance.
Extensive research has been carried out on different alternative and supplemental
food. Here, we present a new approach to face this challenge: genetic improvement
for better fitness feeding on suboptimal food. Orius laevigatus is one of the main
biological control agents used in greenhouse vegetable crops. A breeding process
was carried out on the basis of a broad intraspecific variability exploration for 10-days
fecundity feeding on pollen (14.2-37.9 eggs/female for 30 wild and commercial
populations). Life history traits were finally compared between our two selected
strains and three commercial, wild and acclimated-to-pollen unselected populations,
both on rich (Ephestia eggs) and suboptimal (dry honeybee pollen) diets. Selected
lines showed considerably improved values for longevity (1.5-fold), early (1.3-fold)
and lifetime fecundity (1.9-fold), nymphal survival (3.5-fold), intrinsic rate of natural
increase (rm) (7.3-fold) and net reproductive rate (Ro) (6.7-fold) as compared to
reference unselected strains when they were fed on pollen, although still lower than
those on the optimal diet. Selection feeding on plant material resulted in no trade-offs
when feeding on the factitious prey. This improvement was due to genetic gain rather
than to phenotypic plasticity to tolerate nutritious restriction. Finally, some potential
contributions of these improved lines not only for augmentative biocontrol but also for
artificial rearing are provided.

Mendoza JE, Balanza V, Cifuentes D, Bielza P. 2020. Genetic improvement of Orius laevigatus for
better fitness feeding on pollen. J Pest Sci. https://doi.org/10.1007/s10340-020-01291-x.

| control biolégico aumentativo en cultivos bajo plastico depende en gran medida de los

depredadores generalistas para controlar a las plagas clave, ya sean &caros fitoseidos como
Amblysieus swirskii Athias-Henriot (Acari: Phytoseiidae), o heteropteros como Orius laevigatus
Fieber (Hemiptera: Anthocoridae), Nesidiocoris tenuis Reuter o Macrolophus pygmaeus Rambur
(Hemiptera: Miridae) (van Lenteren et al 2020). Su importancia como agentes de control bioldgico
radica en su capacidad para persistir en el cultivo a pesar de las fluctuaciones en la densidad de la
plaga, incluso en condiciones de escasez 0 ausencia de éstas. Su presencia continua permite una
respuesta temprana tanto a la invasion de nuevas plagas como a potenciales brotes poblacionales

Pégina | 66



SELECCION PARA UNA EFICACIA MEJORADA CON POLEN | CAPITULO 3

(Janssen y Sabelis 2015). Ademas, estos depredadores omnivoros se liberan a menudo de forma
preventiva, antes de la aparicidn de la plaga, justo después del trasplante, como en el caso de O.
laevigatus y A. swirskii) (Sanchez et al 2000, Calvo et al 2012a) o incluso en semillero (N. tenuis)
(Calvo et al 2012b).

El establecimiento y la supervivencia de estos depredadores en ausencia de presas es posible
gracias a su capacidad para alimentarse de recursos que habitualmente les proporcionan las
plantas, los cuales pueden ser complementarios (permitiendo su supervivencia, pero precisando
aun de presas para su desarrollo y reproduccion) o alternativos (que permiten el desarrollo y la
reproduccion en ausencia de presas) (Bielza et al 2020). Asi pues, los insectos zoofitéfagos son
capaces de aprovechar los recursos de los que disponen en las plantas, como el néctar, la savia o
incluso el contenido del mesofilo, aumentando su supervivencia, aunque normalmente sélo el
polen, cuya riqueza nutricional es superior, les permite desarrollarse y reproducirse de forma eficaz
(Urbaneja et al 2005, Ingegno et al 2011, Biondi et al 2016).

Con el fin de facilitar y favorecer el rendimiento de estos depredadores, una posibilidad consiste en
suministrar alimento suplementario de forma artificial (Vandekerkhove y De Clercq 2010, Brenard
et al 2019), especialmente en cultivos que tienen una baja cantidad o calidad de polen, como el
pepino (Oveja et al 2016) o muchas plantas ornamentales (rosas, crisantemos, etc.) (Leman y
Messelink 2015). Por ejemplo, el polen de Typha angustifolia esta disponible comercialmente para
sustentar a las poblaciones de acaros fitoseidos, en particular si se liberan de forma preventiva en
ausencia de la plaga y cuando el acceso al polen en el cultivo es limitado (Messelink et al 2014).
Del mismo modo, la liberacién de N. tenuis y M. pygmaeus en semilleros o después del trasplante
suele ir acompafiada de algun alimento alternativo, por lo general Ephestia kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae) o quistes de Artemia franciscana Kellogg (Anostraca: Artemiidae) (Calvo
et al 2012b, Urbaneja-Bernat et al 2013, Brenard et al 2019). Esta estrategia de suplementar las
sueltas de depredadores con algun alimento alternativo para promover la instalacion y el
establecimiento de sus poblaciones esta cada vez mas implementada en los programas de control
integrado de numerosos cultivos protegidos (Leman y Messelink 2015).

Sin embargo, muchos autores han resaltado la reduccién sustancial en la capacidad reproductiva
que se produce en un depredador cuando se alimenta de forma exclusiva con la mayoria de
alimentos alternativos (Cocuzza et al 1997, Vandekerkhove y De Clercq 2010). Esta es una de las
principales limitaciones para lograr un establecimiento a largo plazo en los cultivos, especialmente
en aquellos con una disponibilidad més baja de polen o con escaso valor nutricional (Bielza et al
2020). Recientemente se ha sefialado esta limitacién como uno de los principales retos a los que
se enfrenta el control biolégico en los cultivos protegidos (Bielza et al 2020). Es por eso que la
investigacion sobre la respuesta de los depredadores generalistas a la alimentacién con diferentes
dietas alternativas y suplementarias ha sido objeto de una gran atencién en las dltimas décadas
(Richards y Schmidt 1996, Cocuzza et al 1997, Bonte y De Clercq 2008, Venkatesan et al 2008,
Lundgren 2009, Vandekerkhove y de Clercq 2010, Oveja et al 2012, 2016, Calixto et al 2013,
Urbaneja-Bernat et al 2015, Leman y Messelink 2015, Janssen y Sabelis 2015, Bernardo et al
2017, Brenard et al 2019).

Esta tesis, en cambio, propone un nuevo enfoque para afrontar este reto: la mejora genética de los
depredadores zoofitéfagos con el fin de que adquieran una capacidad superior para explotar
cualquier forma de alimento alternativo. Existen varias adaptaciones fisioldgicas y morfologicas
que permiten a los depredadores omnivoros aprovechar con éxito tanto los recursos vegetales
como los animales, como la posesion de un estilete especializado para lacerar y succionar como
aparato bucal, asi como glandulas salivales accesorias 0 enzimas digestivas y detoxificadoras
(Dumont et al 2018). Por lo tanto, es posible explotar la variacién genética que existe entre
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poblaciones e individuos hacia la zoofagia o la fitofagia y manipular esta preferencia mediante un
proceso de seleccion artificial (Dumont et al 2019). En este sentido, recientemente se ha
demostrado una amplia variabilidad intraespecifica en la zoofagia del depredador omnivoro
Campylomma verbasci (Meyer) (Hemiptera: Miridae) (Dumont et al 2016, 2017). En concreto, las
diferencias encontradas en cuanto a la frecuencia con la que este insecto alterna entre buscar a su
presa favorita (en este caso, la arafia roja) y alimentarse de recursos vegetales (polen) se basaban
en una evidente divergencia genotipica entre las distintas lineas estudiadas (Dumont et al 2017).

En cualquier caso, es evidente que la mejora genética es capaz de desempefiar un papel decisivo
en la evolucion del rendimiento de los depredadores a través de la adaptacion de las lineas
seleccionadas a una alimentacién alternativa a la depredacion (Bielza et al 2020). Como resultado
de ello, por un lado, las razas mas tolerantes a una alimentacién sub6ptima podrian ver realzado
su rendimiento como ACB tanto si se liberan de forma preventiva al inicio del cultivo como en caso
de enfrentarse a una situacion de escasez de presas a lo largo del ciclo de cultivo. Por otra parte,
estas lineas mejoradas podrian responder mejor a la suplementacién alimenticia, e incluso permitir
el uso de alimentos alternativos mas baratos que los huevos de Ephestia o los quistes de Artemia.
Ademas, una mejora en la eficacia del depredador para aprovechar un determinado suplemento
alimenticio podria contrarrestar el riesgo de que los herbivoros presentes en el cultivo respondan
mejor a ese alimento suministrado que el propio depredador, lo que ocurre frecuentemente en el
caso del polen, del cual se ha probado su capacidad para promover el crecimiento de algunas
poblaciones de plagas objetivo, como los trips (Leman y Messelink 2015).

Para poder optimizar la eficacia de los depredadores con una dieta suboptima, es esencial, en
primer lugar, conocer la variabilidad intraespecifica, ya que ésta determina la capacidad de
respuesta potencial de la especie y por tanto la adaptacion, en este caso, al estrés alimenticio.
Seguidamente, esta variacién heredable entre individuos y poblaciones dentro de la especie debe
ser explotada a través de un proceso de seleccion artificial hasta alcanzar una eficacia mejorada
para una alimentacién en ausencia de presa (Lommen et al 2017, Kruitwagen et al 2018, Bielza et
al 2020).

En capitulos anteriores hemos destacado a O. laevigatus como uno de los enemigos naturales
mas utilizados en los programas de control biolégico aumentativo, especialmente en invernaderos
de Europa, Africa y Asia (van Lenteren 2012). Este depredador es especialmente relevante en
cultivos horticolas, particularmente en invernaderos de pimiento en los que realiza un control eficaz
del trips occidental de las flores, Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae)
(Sanchez et al 2000). Algunos estudios acerca del rendimiento de O. laevigatus bajo diferentes
formas de alimentacion independientemente de su presa se centran en una Unica poblacién,
normalmente de origen comercial, y casi siempre sin considerar la variabilidad natural que existe
entre las diferentes poblaciones de este insecto (por ejemplo, Arijs y de Clercq 2004, Tommasini et
al 2004, Bonte y de Clercq 2008). En el presente estudio, en cambio, se ha explorado la
variabilidad en la tolerancia a la alimentacién con polen empleando para ello treinta poblaciones
silvestres y comerciales de O. laevigatus. Ademas, se han seleccionado artificialmente dos lineas,
cada una de ellas procedente de un conjunto diferente de poblaciones, con una aptitud ecoldgica
mejorada cuando se alimentan exclusivamente de polen. Paralelamente, se ha desarrollado una
linea alimentada con polen durante de varias generaciones, pero sin seleccionar, como un control
que haga posible discernir entre adaptacién (seleccion) y aclimatacion (plasticidad fenotipica) y,
por tanto, demostrar el éxito del proceso de seleccion en la ganancia genética adquirida en
nuestras lineas mejoradas.
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Materiales y métodos

Variabilidad intraespecifica

Se recolectaron 25 poblaciones silvestres de O. laevigatus a partir de flores de plantas de
diferentes zonas naturales sin cultivar de la cuenca mediterranea (ver Capitulo 2, Tabla 2.2, Figura
2.1, para mas detalles). Como referencia, se usaron cinco poblaciones comerciales facilitadas por
Bioline Agrosciences (Reino Unido, Oriline®; en adelante, Bioline), Koppert Biological Systems
(Paises Bajos, Thripor-L®; en adelante, Koppert), Agrobio SL (Almeria, Espafia, ORIcontrol®; en
adelante, Agrobio), Biobest Group (Bélgica, Orius-System®; en adelante, Biobest) y Surinver
Cooperative Group (Alicante, Espafia; en adelante, Surinver). Estas poblaciones de insectos se
establecieron con un minimo de 50 individuos fundadores para algunas poblaciones silvestres pero
normalmente con més de 100, y a partir de muchos mas individuos en el caso de las poblaciones
comerciales. Todas ellas se criaron en el laboratorio utilizando recipientes de plastico de 1 L con
papel de filtro en la tapa, con acceso ad libitum a huevos congelados de Ephestia, trozos de judia
verde (Phaseolus vulgaris Linnaeus) como fuente de humedad y sustrato de oviposicién, y cascara
de trigo como refugio para evitar el canibalismo. El mantenimiento y la multiplicacién de todas
estas poblaciones tuvo lugar en condiciones controladas a 26 + 1 °C de temperatura y 65 + 5% de
humedad relativa, con fotoperiodo L16:08. Hasta el inicio de los ensayos, todas las poblaciones se
reprodujeron durante 2-5 generaciones, manteniendo en todo momento niveles poblacionales por
encima de los 1000 individuos.

Los bioensayos se llevaron a cabo bajo dos dietas diferentes: una considerada como dieta rica,
consistente en huevos de Ephestia, y la otra considerada como dieta pobre, basada en una mezcla
comercial de polen de abeja (Hijas del Sol®) deshidratado y pulverizado. Los adultos recién
emergidos (en las Ultimas 24 horas) de cada poblacién se separaron en dos grupos, recibiendo
cada uno de ellos una dieta diferente de las dos sefialadas. Después de 4 dias en los que tenia
lugar el apareamiento y el periodo de preoviposicion (Cocuzza et al 1997), los adultos se sexaron y
se procedié a aislar a las hembras para examinar su fecundidad y su longevidad. Para ello, se
colocaron individualmente al menos 50 hembras por tratamiento en pequefios envases de
polipropileno (45 mL) con tapas ventiladas, con un trozo de judia sellado en sus extremos con cera
de parafina como sustrato para la puesta de huevos, y huevos de Ephestia o polen como alimento,
segun el tratamiento. Cada 2-3 dias se realizo el recuento de huevos, cambiando a las hembras a
un trozo limpio de judia y afiadiendo alimento fresco. La fecundidad se evalu6 hasta el décimo dia
desde el momento del apareamiento (F10), ya que la fecundidad temprana se ha considerado un
parametro eficaz para predecir la fecundidad total (Yano et al 2002, Bonte et al 2012, Capitulo 2).
Durante este tiempo, las judias con huevos del tratamiento con polen se conservaron por separado
a baja temperatura (15 °C), de manera que, una vez registrada la fecundidad, se pudieran
seleccionar los huevos de alrededor del 40% de las hembras mas fecundas de cada poblacion. Se
establecieron dos grupos de 15 poblaciones tratando de distribuir uniformemente las poblaciones
silvestres por origen geogréfico junto con algunas poblaciones comerciales (Tabla 3.1), de manera
tal que la descendencia seleccionada de estas poblaciones constituyeran el primer paso de
seleccion de cada una de las dos lineas base de seleccion previstas (en adelante, 1POL y 2POL).

Seleccion para una mayor tolerancia al polen

Como ya se ha mencionado, se iniciaron dos lineas de seleccion (1POL y 2POL) a partir de la
descendencia de las hembras que presentaron valores de fecundidad mas elevados de los dos
grupos distintos de poblaciones (Tabla 3.1). A partir de estas poblaciones de partida se llevaron a
cabo varios ciclos de seleccidn formados por varias tandas de selecciones, con el fin de evaluar a
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al menos 200 hembras de cada linea en funcién de su fecundidad temprana (F10) con una
alimentacién basada en polen. A lo largo de este proceso de seleccion, las lineas mejoradas se
fueron criando en las mismas condiciones que las poblaciones iniciales pero con una dieta
limitada, que consistié en una alimentacion tres veces por semana a base de la mezcla comercial
de polen y sélo una vez a la semana mediante huevos de Ephestia, y por tanto, en una restriccion
a un tercio de la alimentacién dptima con huevos de Ephestia, considerada como 10 huevos por
individuo al dia (Yano et al 2002). Del mismo modo, entre distintos ciclos de seleccion, las lineas
mejoradas se criaron durante varias generaciones con esta dieta restringida en vez de Unicamente
a base de polen, a fin de disponer de suficientes individuos para los ciclos de seleccion siguientes.

Para evaluar la fecundidad temprana de las hembras con una alimentacion subéptima, 24 horas
después de la emergencia se transfirié a los adultos de la dieta restringida a otra basada
exclusivamente en polen. Tres dias después, se individualizé a las hembras y se comprobd su
fecundidad durante 10 dias. A continuacion, la descendencia de las hembras con un valor F10
superior a la media del ciclo de seleccidn anterior se mezcld para fundar el siguiente paso de
seleccion. Este fue el procedimiento que seguido en cada ciclo de seleccion hasta el sexto ciclo
dentro de ambas lineas genéticas (por tanto, 1POL-6 y 2POL-6). A partir de entonces, con el Unico
fin de acelerar la ganancia genética, se llevé a cabo una seleccion por familias de hermanos
completos hasta llegar a 1POL-13 y 2POL-11. Para ello, se fue seleccionando la descendencia de
aquellas hembras méas fecundas, repitiendo a continuacion el proceso ya explicado para estas
familias de segunda generacion: individualizacién de las hembras para evaluar la fecundidad
temprana, conservacion de las judias con huevos a baja temperatura (15 °C) hasta el final del
proceso y, por Ultimo, seleccién de las mejores familias en funcién de su tolerancia al polen,
mezclando sus ninfas para obtener el siguiente paso de seleccion.

Paralelamente, se puso en marcha una linea genética aclimatada al polen a partir de una mezcla
de todas las poblaciones silvestres para determinar si la mejora adquirida por nuestras lineas
seleccionadas se debe a la ganancia genética obtenida mediante el proceso de seleccién, o si por
el contrario tiene su origen en la plasticidad fenotipica de la propia especie para tolerar la
restriccion nutricional. Dicha poblacién aclimatada se mantuvo durante los Ultimos tres afios
(aproximadamente durante 50 generaciones) en condiciones controladas, alimentada mediante la
citada dieta restringida y de forma similar a las poblaciones mejoradas pero sin sufrir ningun
proceso de seleccion.

Caracteristicas del ciclo vital

Del mismo modo que se procedi6 con la mejora en el tamafio (Capitulo 2), se evaluaron una serie
de parametros bioldgicos (tiempo de desarrollo, supervivencia durante los estadios ninfales,
longevidad, fecundidad total, fecundidad temprana y tamafio corporal) usando polen como
alimento. En este caso se compararon las dos lineas seleccionadas para una mayor tolerancia al
polen (1POL-13 y 2POL-11), usando como referencia una poblacion comercial (Agrobio), una
poblacién silvestre recogida recientemente de una zona cercana al monte Vesubio, en ltalia, en
octubre de 2018 (en adelante, Vesubio), asi como la poblacién aclimatada al polen mencionada
anteriormente (en adelante, Aclimatada). Ademas, como el proceso selectivo hacia una fitofagia
(en este caso, polinivoria) méas eficiente podria conllevar cierto coste ecoldgico para el depredador
a la hora de alimentarse de sus presas (ver el apartado Discusion del Capitulo 2), los ensayos con
todas estas poblaciones se repitieron usando huevos de Ephestia como alimento. Todos estos
experimentos se realizaron en condiciones controladas a 26 + 1 °C de temperatura, 65 £ 5% HR'y
fotoperiodo L16:D8.
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Cada vez que se llevaba a cabo el conteo de huevos en las vainas de judia, éstas se colocaban en
vasos de plastico con tapas bien aireadas, evaluando la eclosién de los huevos diariamente. A
continuacién, se aislo a un total de 60-120 ninfas recién nacidas (en las Ultimas 24 horas) de cada
poblacién en recipientes de polipropileno de 30 mL junto con huevos de E. kuehniella o polen, en
funcion del tratamiento evaluado, y un trozo de judia como fuente de humedad. La supervivencia
se controlé cada dia hasta la edad adulta, y finalmente se sexé a los adultos, midiendo la anchura
maxima del pronoto a 50 aumentos, usando para ello una lupa binocular dotada de micrometro
dptico.

Al mismo tiempo, se permitid que las hembras y los machos recién emergidos de cada poblacion
se aparearan durante 4 dias con huevos o polen de Ephestia. A continuacién, se individualizo a las
hembras y se registro la fecundidad como se ha descrito anteriormente, en este caso hasta la
muerte de las hembras.

Analisis estadistico

Para analizar la fecundidad a los diez dias (F10) con cada dieta, se llevo a cabo un ANOVA de un
factor usando como factor aleatorio la poblacion. Para comparar la dieta rica frente a la dieta mas
pobre, asi como las poblaciones comerciales (5) frente a las silvestres (25) y las poblaciones
fundadoras de la linea base 1POL (15) frente a las de la linea 2POL (15), se emplearon sendos
test t de Student de dos colas.

Las diferencias entre poblaciones (lineas seleccionadas, poblaciones aclimatadas, comerciales y
silvestres) en los parametros biologicos se analizaron mediante sendos ANOVA de un factor para
cada dieta. Antes del andlisis se comprobaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de
las varianzas. Cuando se observaron diferencias significativas entre las poblaciones, se separaron
las medias mediante un test HSD de Tukey. Ademas, las diferencias entre la dieta rica y la dieta
pobre se compararon también en este caso mediante un test de Student a dos colas. Las hembras
que vivieron menos de diez dias y las que no llegaron a poner huevos se excluyeron en todo caso
del anélisis.

Para calcular los parametros caracteristicos de las tablas de vida se utilizd el programa rm 2.0
(Taberner et al 1993), aplicado a los datos de supervivencia y a las tasas de fecundidad en las
diferentes clases de edad, previamente calculados, y considerando una proporcion de sexos de
1:1 de acuerdo con el desarrollo observado durante el bioensayo. El andlisis de los datos se llevo
a cabo mediante la técnica bootstrap, efectuando 1000 repeticiones, tal y como sugieren Aragén-
Sanchez et al (2018). La supervivencia por edades (/), la fecundidad por edades (my), asi como
los siguientes pardmetros se estimaron a partir del desarrollo de tablas de vida: tasa intrinseca de
crecimiento natural (r»), tasa finita de crecimiento (A), tasa reproductiva neta (Ry), tiempo medio de
generacion (T) y tiempo de duplicacion de la poblacion (D).

Se realizaron test de correlacién entre la fecundidad total (FT) a lo largo de toda la vida de la
hembra y la F10 para determinar la idoneidad de utilizar esta ultima como medida de resultados.
Se utilizaron datos de hembras individuales de las poblaciones seleccionadas y no seleccionadas
para calcular la correlacion a nivel individual, y las fecundidades medias de cada poblacion para
una correlacion a nivel poblacional.
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Resultados

Variacion intraespecifica

Los valores de fecundidad temprana (F10) de las veinticinco lineas silvestres de O. laevigatus de
Espafia, Italia y Grecia y de las cinco poblaciones comerciales al alimentarse de polen y huevos de
Ephestia se indican en la Tabla 3.1. De los datos presentes en ella se deduce una variabilidad
natural significativa para nuestra especie tanto en el caso de la dieta dptima basada en huevos de
la polilla de la harina (F = 12.11, g/ = 29 / 1209, p < 0.001) como en el caso de la dieta basada en
polen (F=9.93, g/=29/1087, p < 0.001).

En condiciones dptimas de alimentacién, los valores de fecundidad temprana oscilaron entre 51.2
y 105.1 huevos por hembra, lo que indica una variabilidad de 2.1 veces entre la poblacién menos
fecunda, la recolectada en Cabo de Gata (Almeria) y la mas fecunda, que correspondié a la
poblacién comercial suministrada por Agrobio. De hecho, las poblaciones comerciales mostraron
una F10 media estadisticamente superior (media  error estandar = 87.1 + 3.4 huevos / hembra) a
la de las silvestres (71.8 + 1.4) (t = 8.81, g/ = 1297, p < 0.001). Por otro lado, las poblaciones
fundadoras de la linea base seleccionada 1POL también mostraron una F10 estadisticamente
superior (77.0 £ 1.9) a la de la linea base 2POL (71.0 + 1.9 huevos / hembra) (t = 4.36, gl = 1237,
p <0.001).

Para el tratamiento con polen, la fecundidad temprana también varié significativamente entre las
poblaciones ensayadas, yendo desde Rethymno, con 14.2 huevos / hembra, hasta Puerto de la
Mora, que llegd a poner 34.9 huevos / hembra. De nuevo, las poblaciones comerciales mostraron
valores mas elevados de fecundidad temprana usando polen como Unico alimento (27.1 + 1.5
huevos / hembra) que las poblaciones silvestres (23.4 + 0.7) (t = 4.49, gl = 1181, p < 0.001). Y
también igual que antes, las poblaciones fundadoras de 1POL fueron significativamente mas
fecundas alimentandose con polen (26.3 £ 0.9 huevos / hembra) que las de la linea 2POL (21.4 +
0.8) (t=7.87, g/=1115, p < 0.001).

Como se esperaba, el valor nutricional de la dieta tuvo un efecto sustancial en los valores de
fecundidad, con un aumento significativo en la dieta rica con huevos de Ephestia (74.3 + 1.3
huevos / hembra) con respecto a su valor en la dieta pobre basada en polen de abeja (24.1 + 0.6)
(t=165.82, gl = 2480, p < 0.001).

Seleccion para una mayor tolerancia al polen

Ambas lineas genéticas mejoradas (1POL-13 y 2POL-11) presentaron valores de fecundidad
temprana (F10) mas elevados cuando se alimentaron con polen (35.1 y 38.9 huevos / hembra,
respectivamente) que todas las poblaciones silvestres y comerciales ensayadas (entre 14.2'y 34.9
huevos / hembra) (Tabla 3.1, Tabla 3.3). Sin embargo, sélo en el caso de la linea 2POL-11 la
produccion de huevos fue significativamente superior durante los primeros 10 dias a la del resto de
lineas ensayadas, mientras que no se observaron diferencias significativas entre 1POL-13 y las
mejores poblaciones iniciales alimentadas con polen: Puerto de la Mora (34.9 huevos / hembra),
Logrofio (33.9) y Alcobendas (31.4) (Tabla 3.1). Ademas, la linea seleccionada 1POL-13 mostro
una F10 ligeramente inferior (35.1 huevos / hembra) a la 2POL-11 (38.9) a pesar de experimentar
la primera de ellas dos pasos de seleccidn mas que la segunda, aunque no se encontraron
diferencias significativas entre ellas, y ambas pueden considerarse como poblaciones mejoradas
en su tolerancia al polen.
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Tabla 3.1. Diferencias entre las poblaciones mediterraneas y comerciales de O. laevigatus en la
fecundidad temprana (F10) alimentadas con dos dietas diferentes.

Linea Base  Poblacién Pais / Comercial Loc2 nb F10 Ephestiac F10 Pollenc
1POL Agrobio Comercial - 50 1051+£32 303%£1.9
1POL Puerto de la Mora Espafia 11 50 891135 349%19
1POL Surinver Comercial - 50 871132 308x15
1POL Portonovo Espafia 1 50 86.8+26 23.0x21
1POL Alcobendas Espafia 20 50 85.0+31 314x18
1POL Islantilla Espafia 14 50 842+£39 275+11
1POL Palermo Italia 27 50 797144 237241
1POL Hellin Espafia 10 50 79.3£29 18917
1POL Bioline Comercial - 50 765127 225+14
1POL Logrofio Espafia 18 50 723+£32 33920
1POL Guadalupe Espafia 22 50 703132 27.7x14
1POL Perin Espafia 5 50 655+31 20516
1POL La Zenia Espafia 7 50 640129 242+14
1POL Moreira Espafia 3 50 56.8+29 199%1.0
1POL Cabo de Gata Espafia 8 50 512142 23615
2POL Cabrils Espafia 16 50 842+38 233%16
2POL Koppert Comercial 50 839145 258%20
2POL Biobest Comercial - 50 837137 258%20
2POL Policoro Italia 28 50 781+£32 21916
2POL Cazorla Espafia 12 50 768136 242%16
2POL Mérida Espafia 24 50 69.9+£40 18713
2POL Cuevas de Almanzora Espafia 9 50 673147 21.3x19
2POL Acate Italia 25 50 67.3£31 21717
2POL Méntrida Espafia 19 50 672+31 21.0+1.3
2POL Samaria Grecia 32 50 66.9+34 217123
2POL Corrubedo Espafia 2 50 66.4+34 19.0+1.0
2POL Rethymno Grecia 33 50 63.6+£32 14212
2POL Carmona Espafia 15 50 629127 237x12
2POL Teruel Espafia 17 50 625+3.0 18211
2POL Ruidera Espafia 21 50 61.3£28 166+1.3

F=1241"% F=993™*

t=65.82"**

@ nlimero de cada poblacién correspondiente a su localizacion en el mapa (Figura 2.1).

b nimero de hembras gréavidas ensayadas por poblacién y por tratamiento.

¢Fecundidad durante 10 dias tras la emergencia del adulto (huevos por hembra, media + error estandar).
4 ANOVA de un factor dentro de cada tipo de dieta, ***: p < 0.001.

e test t de Student entre ambos tipos de dieta, ***: p < 0.001.
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Caracteristicas del ciclo vital

Para estudiar las caracteristicas bioldgicas y comprobar el coste ecolégico potencial asociado al
proceso de seleccion, se llevaron a cabo ensayos de tabla de vida para las cepas seleccionadas y
para las poblaciones de referencia sin seleccionar en ambas condiciones de dieta: pobre (polen) y
rica (huevos de Ephestia). Los tiempos de desarrollo y la supervivencia de los estadios juveniles
obtenidos en nuestros ensayos se muestran comparados en la Tabla 3.2. En primer lugar,
constatamos un desarrollo significativamente mas largo y un tamafio corporal inferior (anchura del
pronoto) para la dieta pobre tanto en las lineas seleccionadas como en las de referencia. Asi, se
estimé un retraso de mas de cuatro dias en la dieta basada en polen en comparacién con el
desarrollo general (de huevo a adulto) con huevos de E. kuehniella (13.81 £ 0.16 frente a 18.13
0.49 dias, respectivamente) (t = 21.83, g/= 1/ 301, p < 0.001). Por su parte, la anchura media del
pronoto disminuy6 en un 14.1% tanto en las hembras (t = 14.87, p < 0.001) como en los machos
(t=15.32, p < 0.001). Sin embargo, no encontramos diferencias significativas en la duracién del
ciclo entre ambos sexos ni con la dieta rica (f = 0.40, g/ = 1/ 253, p = 0.692) ni con la pobre (t =
0.55, g/ = 1/ 46, p = 0.585). En cambio, en presencia de huevos de Ephestia, las poblaciones
seleccionadas 1POL-13 y 2POL-11 mostraron tiempos de desarrollo méas largos que las lineas
aclimatadas y comerciales, siendo la silvestre la que mas extendié su desarrollo. Respecto de la
alimentacion con polen, Unicamente Agrobio se desarrolld mas rapido que el resto de las
poblaciones. Sin embargo, los resultados obtenidos en presencia de polen hay que considerarlos
con cautela, ya que fueron muy pocos los individuos que alcanzaron la edad adulta con este
alimento, sobre todo en lo que respecta a las poblaciones sin seleccionar. Tal es asi que la
supervivencia de las ninfas cuando se alimentan de polen es considerablemente mas alta en las
lineas seleccionadas (27 - 28%) que en las poblaciones de referencia (8%), con una diferencia de
3.3y 3.5 veces. Por el contrario, en el tratamiento con Ephestia, la supervivencia es similar entre la
poblacion comercial y las lineas seleccionadas (63 - 76%), situdndose las tres ligeramente por
encima de la poblacién aclimatada (57%) y claramente ya sobre la linea recolectada en el monte
Vesubio (39%). Esta notable variabilidad entre poblaciones en cuanto a la supervivencia de las
ninfas a lo largo del ciclo en funcion de la dieta se representa con mas claridad en la Figura 3.1.
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Figura 3.1. Supervivencia a lo largo del ciclo vital para las lineas seleccionadas y sin seleccionar
de Orius laevigatus con dos dietas diferentes: huevos de Ephestia kuehniella (a) y polen (b).
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La Tabla 3.3 muestra los resultados de longevidad, fecundidad total y fecundidad temprana (F10)
para ambos tratamientos, huevos de Ephestia y polen. En primer lugar se constaté que, al
alimentarse de polen, nuestras lineas mejoradas presentaron valores estadisticamente superiores
tanto en longevidad como en fecundidad, sobre todo en el caso de 2POL-11, cuyas hembras
vivieron unos 10 dias mas (31 dias) que la linea aclimatada, la linea comercial y la poblacion
silvestre (20-22 dias). Ademas, ambas lineas duplicaron el nimero de huevos puestos durante ese
tiempo en comparacion con las poblaciones de referencia (61 frente a 27-31 huevos / hembra).
1POL-11 mostrd una longevidad con el polen significativamente mas baja que 2POL-11 (26 dias),
al igual que ocurrié con la fecundidad total (47 huevos / hembra). Asimismo, las dos variedades
seleccionadas alcanzaron 20 dias con una elevada proporcién de hembras vivas (57.7 y 84.4%,
respectivamente), en contraste con el 33% del resto de poblaciones. Finalmente, se puede
observar como estas lineas mejoradas mantuvieron un buen rendimiento reproductivo a lo largo de
toda su vida adulta en comparacion con las poblaciones de referencia (Figura 3.2b). Al analizar las
poblaciones en condiciones dptimas (Tabla 3.3) no se encontraron diferencias estadisticas entre
ellas en lo que respecta a la longevidad, a la fecundidad total o a la supervivencia durante los 20
primeros dias. Sin embargo, el valor de fecundidad temprana (F10) fue significativamente mayor
en 2POL-13, efecto que también se observo en su patron de oviposicion diferencial (Figura 3.2a).

Tabla 3.3. Diferencias entre las poblaciones mediterraneas y comerciales de O. laevigatus en la
longevidad, la fecundidad total (FT) y temprana (F10) y en la supervivencia de las hembras
durante los primeros 20 dias de oviposicién al ser alimentadas con dos dietas diferentes.

. o Longevidad FT F10 % superv.
Dieta Poblacion N (gias) (huevos/?Q) (huevos/ Q) 20 dpl'as
Huevos de 1POL-13 25 31.7#28Aa  139.8413.5Ba 79.1%4.1Bab 57.7
Ephestia 2POL-11 24  283+25Aa 1474+13.9Ba 93.4+3.7Bb 56.2
kuehniella  pclimatada 25  31.6+25Ba  149.2+413.8Ba 65.7+4.3Ba 72.0

Agrobio 23 274+26Ba 138.6x14.6Ba 76.9+4.0Ba 66.7
Vesubio 23  271+26Ba 113.2+148Ba 71.8+5.4Ba 47.8
0.79ns 1.01ns 4.43** -
Polen 1POL-13 21 256x15Ab 47.3+24 Ab 35.1+£1.8 Abc 57.7
2POL-11 16 30.5+20Ac 60.8+3.8 Ac 38.9+1.8 Ac 84.4
Aclimatada 39 20.2422Aa 27.3x3.6 Aa 23.3+2.0 Aa 33.3
Agrobio 32  21.0+25Aa 31.446.1 Aa 29.3+5.2 Aab 33.3
Vesubio 23 215+21Aa 314431 Aa 24.6+1.2 Aa 33.3
5.16*** 15.68*** 7.43%* -

Las medias (+ error estandar) seguidas de la misma letra mayuscula entre ambos tipos de dietas no son
significativamente diferentes segun el test de Student (p > 0.05). Las medias (£ error estdndar) seguidas
de la misma letra minUscula dentro de una columna (diferencias entre poblaciones) no son
significativamente diferentes (ANOVA seguido del test HDS de Tukey); ns: no significativo; *: p < 0.05;
** p<0.01; ** p<0.001.

Finalmente, los parametros de la tabla de vida se muestran en la Tabla 3.4. La tasa intrinseca de
crecimiento natural (r») de las poblaciones seleccionadas fue similar (2POL-11) o incluso superior
(1POL-13) a la de las lineas de referencia al alimentarlas con huevos, siendo Vesubio la de peor
rendimiento. Un efecto ain mas significativo se encontré en el tratamiento con polen, mostrando
las lineas mejoradas 1POL-13 y 2POL-11 los valores mas altos (0.066 - 0.073 frente a 0.003 -
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0.010). Ademés, las poblaciones seleccionadas presentaron valores mejorados en la tasa
reproductiva neta (Ro) (6.3 - 8.5 frente a 1.1 - 1.3), la tasa finita de crecimiento (A) (1.07 - 1.08
frente a 1.00 - 1.01) y el tiempo de duplicacion (D) (9.6 - 10.6 dias frente a 69.4 - 263). Por otro
lado, se encontré una buena correlacion entre fecundidad total (FT) y fecundidad temprana (F10)
tanto a nivel individual (R? = 0.80, g/ =1/ 203, p < 0.001) como a nivel poblacional (R? = 0.96, g/ =
118, p <0.001), siendo el modelo exponencial el que mejor explica la relacion entre ambas
variables (Figura 3.3).
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Figura 3.2. Fecundidad especifica (Mx, por clases de edad) para poblaciones seleccionadas y sin

seleccionar de Orius laevigatus alimentadas con dos dietas diferentes: huevos de Ephestia
kuehniella (a) y una mezcla comercial de polen (b).

Tabla 3.4. Pardmetros de tabla de vida [tasa intrinseca de crecimiento natural (r»), tasa
reproductiva neta (Ry), tasa finita de crecimiento (A), tiempo medio de generacién (T) y tiempo de
duplicaciéon de la poblacién (D)] para poblaciones seleccionadas y sin seleccionar de Orius
laevigatus alimentadas con dos dietas diferentes.

Dieta Poblacién Im Ro A T (dias) D (dias)
Huevos de 1POL-13  0.166+0.003e 4421 118 2286 4.18
Eggﬁ;ﬁa 2POL-11  0.157 £0.002d 5579 117 2559 4.41

Acimatada 0147 £0.003d 4239 116 2547 471

Agrobio  0.455+0.002d 4925 147 2517 4.48

Vesubio  0.110+0004c 2182 112 2806 6.31

Polen 1POL-13  0.066 % 0.002 b 630 107 2810 10.58
2POL-11  0.073+0.002b 849 108 2948 9.56

Aclimatada  0.003 + 0.005 a 112 100  44.01 263.55

Agrobio  0.010 £0.007 a 126 101 23.37 69.38

Vesubio  0.007 +0.003 a 126 101 3346 98.88

Medias (z error estandar) seguidas de la misma letra en una misma columna (entre poblaciones) no son
diferentes significativamente (ANOVA seguido de test HDS de Tukey, p > 0.05).
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Figura. 3.3. Prueba de regresién entre la fecundidad total durante toda la vida de la hembra (FT) y
la fecundidad durante los diez primeros dias desde la emergencia (F10), usando datos de hembras
individuales (a) o los valores medios de cada poblacion (b). Las lineas discontinuas representan el
intervalo de confianza al 95%.

Discusion

La dependencia de la densidad de presas por parte de los enemigos naturales se ha sefialado
como uno de los retos mas importantes a los que se enfrenta el control bioldgico aumentativo en
los cultivos protegidos (Bielza et al 2020). De hecho, la presencia continua de la plaga en el cultivo
repercute directamente en el funcionamiento eficaz de los agentes de control biolégico (ACBs), ya
que precisan de un aporte constante de alimento. En este sentido, el éxito de un depredador
omnivoro como ACB depende de su habilidad para desarrollarse y reproducirse alimentandose de
un rango mas amplio de recursos alimenticios, principalmente los proporcionados por las plantas,
como es el caso del polen, especialmente en condiciones de reduccidn de los niveles de presas
(Symondson et al 2002, Lundgren 2009). Sin embargo, muchos depredadores experimentan una
reduccion considerable en su rendimiento cuando se alimentan de algdn recurso diferente a sus
presas principales, como ocurre en el caso de O. laevigatus (Cocuzza et al 1997, Oveja et al
2012). Asi las cosas, el presente trabajo demuestra que es posible mejorar genéticamente a los
depredadores para optimizar el aprovechamiento que hacen de una diieta subdptima. Nuestros
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hallazgos tienen una relevancia especial para la practica del control bioldgico, ya que se espera
que las poblaciones seleccionadas mejoren su establecimiento y su persistencia en el cultivo,
respondiendo mejor a la alimentacién con polen, ya sea éste proporcionado por la propia planta o
bien suplementado de forma artificial. Por otra parte, se sabe que explorar la variabilidad genética
natural de una especie resulta fundamental para lograr la mejora de ésta como ACB (Lommen et al
2017, Kruitwagen et al 2018, Bielza et al 2020). Pues bien, a partir de los ensayos que se detallan
en este capitulo se ha encontrado una variabilidad significativa en la fecundidad de las poblaciones
comerciales y silvestres de O. laevigatus de partida cuando las hembras se alimentaron tanto de
una dieta rica como de una pobre. Sin ir mas lejos, en estudios recientes ya se pudo constatar la
existencia de una amplia variabilidad en el balance hacia la zoofagia o la fitofagia entre individuos
de otras especies de heterdpteros depredadores (Dumont et al 2016, 2017, 2019). Ciertos trabajos
anteriores en los que se evaluaba la capacidad reproductiva de Orius no solo con una dieta a base
de polen sino también mediante huevos de Ephestia y muchas otras dietas 6ptimas y subdptimas
(Cocuzza et al 1997, Tommasini et al 2004, Bonte y de Clercq 2008, Calixto et al 2013), se
basaban en la evaluaciéon de una Unica poblacion, sin tener en cuenta la potencial variabilidad
natural del rasgo en cuestion. En este sentido, nuestros resultados nacen de un estudio Unico y
muy exhaustivo acerca de la variabilidad genética de la capacidad reproductiva de O. laevigatus
cuando se alimenta con una dieta dptima y con ofra nutricionalmente mas deficitaria. Hasta donde
sabemos, s6lo un trabajo previo a éste informd de un estudio tan extenso acerca de la variabilidad
natural en esta especie, aunque en ese caso versaba sobre la resistencia a insecticidas (Balanza
et al 2019).

Por otra parte, en nuestros ensayos se observo una disminuciéon media del 67% en la fecundidad
temprana en la dieta basada en polen con respecto a la de huevos de Ephestia. Estos resultados
para O. laevigatus son acordes a los obtenidos para ésta y otras especies de Orius reproducidas
con una mezcla comercial de polen en condiciones similares (esto es, 25 + 1 °C y fotoperiodo 16:8
L: O): para una poblacion comercial de O. laevigatus (Koppert), con un 60% de disminucién en la
fecundidad total (Cocuzza et al 1997); para una poblacion silvestre de O. laevigatus (recolectada
en Cabrils, Espafa), con un 60% de disminucién (Oveja et al 2012); para una linea comercial de
0. insidiosus Say, con una disminucion superior al 75% en la fecundidad diaria media (Bernardo et
al 2017); para dos lineas recolectadas en el sur de Africa de O. thripoborus Hesse y O. naivashae
Poppius, con una reduccién de la fecundidad total del 54 y el 74%, respectivamente (Bonte et al
2012); o para una poblacién silvestre de O. tantillus Motschulsky (recolectada en Bangalore, India),
cuyas hembras no fueron capaces de poner huevos cuando se les alimentd con polen de maiz
(Venkatesan et al 2008). En este contexto, es importante sefialar que, aunque el polen es una
fuente importante de nutrientes vegetales, la reduccion de la fecundidad de Orius cuando se
alimenta de él podria deberse a su escaso valor nutricional, en particular en lo que respecta al
contenido en proteinas, lipidos y determinados minerales, asi como a sus propiedades defensivas
(Lundgren 2009), en comparacion con los huevos de Ephestia (Montoro et al 2020). En cualquier
caso, nuestros resultados revelan que la aptitud ante diferentes dietas no es un rasgo fijo dentro
de una especie, existiendo una importante variabilidad intraespecifica. En general, el presente
trabajo pone de manifiesto la importancia de estudiar varias poblaciones para poder examinar de
manera precisa y veraz cualquier caracteristica de una especie determinada (Balanza et al 2019).
En nuestro caso, la fecundidad vari6 entre 51.2 y 105.1 huevos/hembra en una alimentacion con
presas y entre 14.2 y 34.9 con polen segun la poblaciéon, denotando una enorme variabilidad
intraespecifica en O. laevigatus para este caracter independientemente de la dieta.

Como hemos visto, las poblaciones comerciales resultaron ser mas fecundas que las silvestres al
alimentarse tanto de polen como de presas. En ese sentido, es razonable que las poblaciones
comerciales se adapten a los huevos de Ephestia como recurso alimenticio después de muchas
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generaciones de estar siendo criadas masivamente con este alimento de alto valor nutricional. Es
mas, poner el acento en el volumen de produccién suele provocar una pérdida de variabilidad
debido a la dominancia de los individuos mejor adaptados a las condiciones de cria artificial sobre
los demas, lo que provoca la pérdida de algunos alelos (Nunney et al 2002, Rasmussen et al
2018). En definitiva, esta adaptacion se ha relacionado con una pérdida de variabilidad genética,
haciendo que los insectos criados en condiciones controladas sean menos competitivos que los
silvestres (Parra 2008). Sorprendentemente, las poblaciones comerciales de nuestros estudios
mostraron un rendimiento también superior al consumir la mezcla de polen a pesar de no haber
estado expuestas a este alimento durante muchas generaciones, a diferencia de las poblaciones
silvestres. Estos resultados podrian sugerir que la selecciéon para una fecundidad més alta
presenta una elevada persistencia en el tiempo independientemente del valor nutricional de la
dieta suministrada. Si bien no existen en la literatura estudios previos sobre la variabilidad
intraespecifica de la fecundidad en alguna especie de Orius con diferentes dietas, la variabilidad
interespecifica dentro del género hace pensar en la posibilidad de que exista cierta divergencia en
la fecundidad independientemente de la dieta. Asi, Bonte et al (2012) encontraron una fecundidad
mayor en O. thripoborus que en O. naivashae en todas las dietas ensayadas, concretamente con
huevos de Ephestia, polen y quistes de Artemia. En un trabajo anterior, O. lagvigatus ponia mas
huevos que O. albidipennis alimentandose con huevos de Ephestia, con polen o con una mezcla
de ambas dietas (Cocuzza et al 1997). En la misma linea, el rango en fecundidad O. majusculus >
O. insidiosus > O. laevigatus > O. niger se mantuvo para dos presas diferentes, huevos de
Ephestia y adultos de F. occidentalis (Tommasini et al 2004).

En otro orden de cosas, la fecundidad mas baja en las poblaciones silvestres con una dieta
basada en polen podria explicarse también por su alimentacion con huevos de Ephestia durante 2
a 5 generaciones previo al inicio de los bioensayos. Esta breve exposicién podria haber provocado
cierta adaptacion a la dieta 6ptima que, aunque no lograda del todo, si habria hecho que perdiesen
cierta habilidad a la hora de explotar el polen como alimento. Como prueba de este extremo,
Castafié et al (2014) ya observaron una reduccién en la aptitud reproductiva de una serie de
poblaciones silvestres de O. laevigatus después de las primeras generaciones de adaptacion a la
cria en cautividad.

Del mismo modo, el conjunto de poblaciones que dio lugar a la linea base 1POL mostré una
fecundidad media mas elevada que las que fundaron la linea 2POL, tanto sobre presas como
sobre polen. Paraddjicamente, la linea final seleccionada 1POL-13 mostré un rendimiento
reproductivo inferior a 2POL-11. Esto refuerza la validez de nuestro enfoque de cria selectiva,
consistente en seleccionar las mejores hembras sobre el polen de cada poblacion evaluada, en
lugar de elegir solo las poblaciones con mayor fecundidad sobre el polen. En este ultimo caso,
podriamos haber seleccionado el 20% de poblaciones con mejor rendimiento en la dieta con polen
(> 27.5 huevos / hembra), todas pertenecientes al grupo 1POL. En lugar de ello, hemos preferido
empezar con un acervo genético mas amplio, asumiendo la tolerancia al polen como un caracter
poligénico y, por tanto, como un rasgo multifactorial, y permitiendo asi que los posibles rasgos
enmascarados se expresen a lo largo del proceso de cria. Es probable que éste sea el origen de la
mayor aptitud reproductiva en polen tanto de 1POL-13 como sobre todo de 2POL-11, no sélo en
términos de fecundidad sino también en cuanto a longevidad o a los parametros de la tabla de vida
evaluados. Balanza et al (2019) llevaron a cabo un programa de cria similar, con el objetivo de
conseguir lineas de O. laevigatus resistentes a imidacloprid y tiametoxam, sobre la base de una
amplia variabilidad intraespecifica. Su extraordinario éxito también refuerza nuestros resultados, y
nos anima a explorar y explotar la variabilidad de nuevas caracteristicas tanto en éste como en
otros ACBs.
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En general, el rendimiento reproductivo de las razas mejoradas 1POL-13 y 2POL-11 fue superior
al del resto de poblaciones sometidas a estrés nutricional, como se refleja en los valores
significativamente mas altos para la tasa intrinseca de crecimiento natural (ry) (0.07 frente a 0.003
- 0.01) y para la tasa reproductiva neta (Ry) (6.3 - 8.5 frente a 1.1 - 1.3). Este potencial biético
superior se debi6 principalmente a una mayor supervivencia de los juveniles, asi como a una
fecundidad total superior. De hecho, cuando se alimenté a las ninfas exclusivamente con polen,
s6lo unos pocos individuos de las poblaciones de referencia fueron capaces de completar el ciclo,
mientras que mas de una cuarta parte de 1POL-13 y 2POL-11 alcanzaron la edad adulta. Vacante
et al (1997) informaron de resultados aln peores en una poblacion comercial de O. laevigatus con
una mezcla de polen similar a la nuestra como dieta, con sélo el 18% de las ninfas alcanzando el
tercer estadio ninfal y ninguna de ellas completando el ciclo. Sin embargo, cuando utilizaban polen
de pimiento como alimento, la tasa de supervivencia subia hasta el 65%, con tiempos de
desarrollo totales similares a los nuestros (17.6 dias). Por el contrario, Bonte y de Clercq (2011)
encontraron un 33.9% de supervivencia cuando utilizaron polen de abeja humedo y congelado
como dieta en sus experimentos, aunque se observaron tiempos de desarrollo totales similares a
los nuestros (casi 19 dias). Asi pues, es probable que nuestras cepas seleccionadas rindan adn
mas si se alimentan con un polen de mayor calidad, como puede ser el polen fresco de pimiento,
lo cual se aproximaria mas a su rendimiento en campo.

Otro rasgo reproductivo claramente superior en nuestras poblaciones tolerantes al polen es, como
hemos visto, la fecundidad. En concreto, la fecundidad temprana (F10) fue mayor para las cepas
seleccionadas 1POL-13 y 2POL-11 en comparacion con las poblaciones de referencia (Tabla 3.3)
y también con las poblaciones silvestres de partida (Tabla 3.1). Sin embargo, fue para la
fecundidad durante toda la vida para la que se obtuvo una ganancia genética superior, siendo el
numero de huevos puestos por las hembras de la linea 2POL-11 el doble que el de las hembras de
la linea aclimatada, de la poblacién comercial y de la silvestre (Tabla 3.1). Tal es asi que, después
de los primeros 10 dias, las poblaciones de referencia apenas seguian poniendo huevos (6 mas,
como maximo), mientras que las lineas mejoradas producian entre 12 y 22 huevos adicionales por
hembra. Este patrén de oviposicién sostenido (Figura 3.2b) confirma la capacidad superior de
nuestras poblaciones seleccionadas para explotar el polen como recurso nutritivo, mas que ser
consecuencia de una alimentacién optimizada antes de alcanzar la fase adulta, ya que las ninfas
fueron alimentadas con una dieta restringida, consistente en una mezcla de polen y huevos de
Ephestia, hasta completar el ciclo. Las especies de Orius son consideradas, como vimos en el
capitulo 2, income breeders mas que capital breeders, ya que tienden a explotar los recursos
alimenticios de los que disponen en el momento vy los utilizan para reproducirse, en lugar de
almacenarlos durante los estadios juveniles para utilizarlos en etapas futuras (Davis et al 2016,
Mendoza et al 2020). Es mas, cabe esperar, mas bien, en este insecto un efecto residual de una
nutricion mas rica durante las etapas juveniles sobre la reproduccion temprana. Por lo tanto, su
fecundidad superior a lo largo de la vida adulta es el mejor indicador de la capacidad de nuestras
lineas mejoradas genéticamente para rendir mejor con una dieta pobre como el polen.

La longevidad con una dieta basada en polen también fue mayor en nuestras razas tolerantes al
polen, que vivieron entre 5 y 10 dias mas que las poblaciones de referencia. La teoria del
envejecimiento (en inglés, theory of ageing) sugiere que los organismos maximizan su rendimiento
balanceando de forma dptima sus limitados recursos energéticos entre reproduccion (fecundidad)
y supervivencia o mantenimiento en el tiempo (longevidad) (Kirkwood y Rose 1991, Hughes vy
Reynolds 2005). Sin embargo, nuestras lineas seleccionadas no necesitaron contrarrestar con una
menor reproduccidn su aumento en longevidad bajo estrés nutritivo, razon por la que sus patrones
de senescencia (disminucion de la tasa de supervivencia con la edad) y reproductivos (disminucién
de la oviposicion con la edad) estan por encima de los exhibidos por las poblaciones de referencia.
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En ofras palabras, su fecundidad méas elevada no se produce a expensas de una longevidad mas
corta, lo que refuerza la hipétesis de una mayor capacidad de explotacion de un recurso nutricional
deficitario. Ademas, una mayor longevidad es muy importante para su desempefio como ACBs. Y
es que, cuanto mas tiempo sobreviva el depredador a base de polen, mas posibilidades tendra de
encontrar a sus presas Y, en definitiva, mayor sera la tasa de depredacion. Este aumento en la
tasa de supervivencia con la edad también puede apreciarse en el mayor porcentaje de hembras
vivas después de 20 dias desde la emergencia del adulto. De hecho, después de este tiempo
sobrevivieron significativamente mas hembras de las dos variedades tolerantes al polen (58 y 84%
para 1POL-13 y 2POL-11, respectivamente) que de las demés poblaciones (33%) (Tabla 3.3).

Ademas, nuestras cepas seleccionadas mostraron un tamafio corporal similar (1POL-13) o incluso
superior (2POL-11) en comparacion con las poblaciones de referencia cuando se alimentaron de
polen. Esto es algo muy importante, ya que, como ya vimos en el capitulo anterior (Capitulo 2), un
mayor tamafio corporal puede afectar de manera sustancial a las caracteristicas biologicas y
ecoldgicas de un depredador. De hecho, nuestra poblacion mejorada de O. laevigatus para un
tamafio corporal mas grande, BIG30, mostré una fecundidad més alta con un alimento superior
nutricionalmente (huevos de Ephestia), asi como una fecundidad y una longevidad méas elevadas
con un alimento nutricionalmente inferior como es el polen de abeja, todo ello en comparacion con
poblaciones sin seleccionar y comerciales (Mendoza et al 2020). Por ofro lado, se sabe que un
tamafio mayor puede incrementar la capacidad depredadora de &caros e insectos depredadores,
mejorando su rendimiento como ACB (Vangansbeke et al 2019).

Es importante destacar que la poblacion aclimatada mostré un rendimiento inferior al de las cepas
seleccionadas al alimentarse de polen, lo que apunta a que la ganancia genética alcanzada en
nuestras lineas seleccionadas se debid al proceso de seleccion y no a la plasticidad fenotipica
natural de O. laevigatus para tolerar la restriccion nutricional. No en vano, esta linea aclimatada se
sometid a una nutricion restringida durante unas 50 generaciones, la misma dieta que recibieron
las lineas seleccionadas, y contaba con unos antecedentes genéticos iniciales equivalentes. Y sin
embargo, pese a sufrir condiciones nutricionales estresantes durante muchas generaciones, la
poblacién aclimatada presenté valores similares a los de las poblaciones comerciales y silvestres
para los parametros del ciclo vital como son el tiempo de desarrollo y la supervivencia de las ninfas
(Tabla 3.2), la longevidad y la fecundidad (Tabla 3.3), asi como para los parametros generales de
la tabla de vida (Tabla 3.4). Por lo tanto, no se observé ningin proceso de aclimatacién en esta
linea sin seleccionar, lo cual implica que tampoco ocurrié asi en el caso de las lineas mejoradas.

En condiciones nutricionales optimas, es decir, alimentandose con huevos de Ephestia, el tiempo
de desarrollo fue ligeramente mayor en las poblaciones seleccionadas que en las poblaciones
aclimatadas y comerciales, pero a cambio la supervivencia fue también similar o superior (Tabla
3.2). Las pequefias diferencias en la longevidad y en la fecundidad a lo largo de toda la vida no
explicaron las diferencias significativas observadas entre las poblaciones (Tabla 3.3). Sin embargo,
el rendimiento general, medido como la tasa intrinseca de crecimiento natural () 0 como la tasa
reproductiva neta (Ry), indica una aptitud superior por parte de las razas tolerantes al polen incluso
alimentandose de presas (Tabla 3.4). Ademas, las lineas seleccionadas mostraron una fecundidad
temprana también superior, lo que puede ser muy beneficioso tanto para el rendimiento en campo
como para su cria en masa. En primer lugar, la elevada reproduccion temprana poco después de
la liberacidn del depredador en el cultivo podria contribuir a un establecimiento anticipado y a un
control preventivo mas eficaz de la plaga. Por otra parte, esta oviposicion precoz puede asegurar
la reproduccién y reducir el riesgo de eventuales factores adversos, como son las condiciones
ambientales extremas (temperaturas altas, baja humedad) o las aplicaciones de plaguicidas, las
cuales representan una amenaza para su supervivencia. Ademas, la reproduccion anticipada es,
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como decimos, un rasgo deseable para la produccion en masa de un enemigo natural. En este
sentido, se puede aumentar la productividad y por lo tanto reducir los costes si las hembras, en su
época reproductiva, se mantienen durante periodos de tiempo mas cortos pero produciendo un
mayor nimero de huevos.

Cabe destacar que el aumento de la fecundidad temprana observado tanto en la dieta rica como
en la pobre fue el resultado de una seleccion colateral a nuestro proceso de seleccion. En la figura
3.2 se pudo ver que el pico de oviposicidn fue més alto y ocurrié antes en las lineas seleccionadas
1POL-13 y 2POL-11 que en las poblaciones de referencia, independientemente de la dieta. En
este sentido, la seleccidn estuvo orientada a aumentar la tolerancia al polen, y se llevé a cabo
eligiendo a las hembras con mayor fecundidad con este alimento, utilizando la fecundidad durante
los primeros 10 dias simplemente para facilitar el proceso, al acortar el tiempo de evaluacion de la
capacidad reproductiva. Como se ha mencionado anteriormente, la seleccidn consiguio, por un
lado, incrementar significativamente los parametros relativos al ciclo vital con una dieta subdptima,
pero al mismo tiempo también mejord la reproduccion temprana con ambas dietas, lo cual es un
rasgo muy interesante para cualquier agente de control bioldgico, como ya se ha discutido.

Cabe la posibilidad de que la adaptacién a un alimento diferente a su presa conlleve cierto coste
ecologico que afecte negativamente a la adaptacion al alimento presa (Bielza et al 2020). De
acuerdo con Dumont et al (2017), existe una variabilidad intraespecifica en el equilibrio en la
preferencia por una dieta de origen animal o de origen vegetal en los depredadores zoofitdfagos.
Asi, algunos individuos o poblaciones pueden especializarse en el consumo de presas, mientras
que otros lo hacen en el consumo de algin recurso vegetal. Por ejemplo, en el depredador
zoofitéfago C. verbasci, se selecciond una variedad poco zodfaga que se alimentaba sobre todo de
material vegetal, en concreto a partir de polen, mientras que otra variedad mas zodfaga preferia a
su presa como recurso alimenticio (Dumont et al 2019). En consecuencia, la cepa especializada
para una mayor fitofagia era menos eficaz en el control de las poblaciones de la plaga que la cepa
mas zodfaga (Dumont ef al 2019). En el presente estudio, por el contrario, las lineas tolerantes al
polen 1POL-13 y 2POL-11 se comportan de forma similar o incluso con un rendimiento superior a
las poblaciones sin seleccionar cuando se alimentan de presa, en este caso huevos de Ephestia.
Anélogamente, Bonte y de Clercq (2010) tampoco observaron ningun impacto en la tasa de
depredacién del trips F. occidentalis en sus poblaciones de O. laevigatus criadas con polen. Estos
resultados son alentadores en el sentido de que incrementan las posibilidades de que nuestras
poblaciones tolerantes al polen mantengan su rendimiento elevado al alimentarse de su principal
presa, el trips de las flores. No obstante, es necesario seguir investigando al respecto para saber si
las poblaciones seleccionadas mantienen intacta su capacidad depredadora vy, por lo tanto, sus
caracteristicas como ACB.

En resumen, gracias a este trabajo ha sido posible hallar una variabilidad significativa en la
fecundidad entre las poblaciones silvestres y comerciales de O. laevigatus tanto en presencia de
una dieta rica como bajo un alimento mas pobre, subrayando asi la importancia de tener en cuenta
la variabilidad natural a la hora de evaluar cualquier atributo de una especie. Ademas, esta
divergencia intraespecifica revel6 un potencial de seleccion hacia una mayor capacidad para
nutrirse a partir de cualquier recurso de origen animal o vegetal, equilibrando la zoofitofagia. Asi,
sobre la base de esta variabilidad, se inicié la seleccién de dos lineas que, en Ultima instancia,
darian lugar a las razas seleccionadas 1POL-13 y 2POL-11. Ambas mostraron una mayor aptitud
reproductiva al alimentarse de polen en comparacion con las poblaciones silvestres y comerciales,
sin que eso conlleve coste ecoldgico alguno en la alimentacion con presa, al mostrar valores
similares o incluso superiores a las poblaciones de referencia en sus pardmetros del ciclo vital en
presencia de un alimento presa. Por (ltimo, se pudo demostrar que esta mejora se debié a la
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ganancia genética adquirida durante el proceso y no a la plasticidad fenotipica de la propia especie
para tolerar la restriccion nutricional.

No hay duda de que la capacidad superior de nuestras lineas seleccionadas para aprovechar
mejor una dieta subdptima como el polen contribuira a aumentar su rendimiento en campo como
agente de control biolgico, mejorando asi su resiliencia en condiciones de escasez de presas,
especialmente en cultivos con baja cantidad o calidad de polen. Ademas, como veremos en el
capitulo 6 de esta tesis, es de esperar que estas lineas seleccionadas respondan mejor a la
alimentacién suplementaria en el cultivo, la cual suele consistir en algin recurso de inferior valor
nutritivo como es el polen. Adicionalmente, los productores podrian reducir los costes de la cria de
este insecto a gran escala en las biofabricas complementando su dieta habitual basada en huevos
de Ephestia con polen, una fuente de alimento mucho mas barata incluso que la Artemia.

Las investigaciones adicionales que se estan llevando a cabo tanto con nuestras poblaciones
seleccionadas para una mayor tolerancia al polen como para las no seleccionadas acerca de las
tasas de depredacion o la respuesta funcional, que comentaremos en el capitulo 5, asi como sobre
la tolerancia al hambre o al frio 0 su adaptacién a otras formas de alimentacién subdptima, nos
permitiran dilucidar las contribuciones potenciales de nuestras lineas tolerantes al polen de cara a
mejorar el control biologico del trips de las flores.

Independientemente de todo ello, la seleccién artificial estd llamada a desempefiar un papel
fundamental en la mejora del rendimiento de los ACBs. De hecho, aunque la mejora genética no
se ha explotado plenamente ain en el ambito de la Entomologia Aplicada, se espera que la
integracion de enfoques genéticos y gendmicos permita desarrollar programas de mejora mas
eficaces (Leung et al 2020). En este sentido, se han propuesto una serie de rasgos para mejorar la
eficacia y la solidez de los programas de control biolégico y desencadenar una adopcion a mayor
escala de los mismos, especialmente en sistemas y cultivos en los que su aplicacion es mas
problematica (Bielza et al 2020).
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Respuesta funcional mejorada sobre larvas y
adultos de Frankliniella occidentalis en una linea
de Orius laevigatus seleccionada artificialmente
para un tamaio mas grande

Performance as biological control agents depends on several characteristics of the
natural enemy species, which in turn may differ among strains within a species.
Among those characteristics, body size has a key impact on most biological and
ecological traits of a certain predator. We have recently reported the successful
achievement of an Orius laevigatus Fieber (Hemiptera: Anthocoridae) genetic line
showing a significant larger body size. This large-sized strain exhibited superior
reproductive fitness. However, continued selection towards a specific character might
in turn result in trade-offs, such as reduced predation capacity, which may impair its
control efficiency. Therefore, the predation capacity of our large-sized strain was
tested prior its use in biological control programmes. On the other hand, a larger
body size may expand the prey range, including larger species or prey life stages.
Thus, our larger O. laevigatus strain might have a superior predation rate and range.
To test that, functional responses at different densities of Frankliniella occidentalis
Pergande (Thysanoptera: Thripidae) (adults and larvae) and Myzus persicae Sulzer
(Hemiptera: Aphididae) (nymphs) were studied in our large-sized O. laevigatus strain
in comparison with a commercial population. As a result, the predator's body size
was significantly related to functional response parameters. The genetically improved
strain with larger body size showed a markedly superior predation capacity, both on
thrips larvae and especially on adult thrips, although not on aphids. Therefore, the
larger body size of our selected strain may increase its effectiveness as biological
control agent of thrips.

C omo ya hemos visto, el control biolégico aumentativo es una practica habitual en muchos
cultivos, especialmente en cultivos protegidos (Sanchez et al 2000). En ellos, diferentes
enemigos naturales se liberan para controlar a las principales plagas, si bien son los depredadores
generalistas los que desempefian un papel mas relevante. Entre estos depredadores, el género
Orius Wolff (Hemiptera: Anthocoridae) se usa en todo el mundo, mientras que es la especie Orius
laevigatus Fieber (Hemiptera: Anthocoridae) la més utilizada en Europa y otros paises de Africa y
Asia, principalmente para controlar a las poblaciones de trips.

El rendimiento como agentes de control biolégico (ACB) depende de diversas caracteristicas de la
especie en cuestion, las cuales, a su vez, pueden diferir entre las cepas de una misma especie. De
todas ellas, en el Capitulo 2 hemos podido comprobar que el tamafio corporal tiene un impacto
clave en la mayoria de los rasgos biologicos y ecolégicos de cualquier especie (Kingsolver y Huey
2008, Chown y Gaston 2010). En el caso especifico de un depredador, el tamafio desempefia un

Pégina | 89




CAPITULO 4 | RESPUESTA FUNCIONAL EN UNA LINEA DE TAMANO MAS GRANDE

papel importante en las relaciones entre depredador y presa (Kalinkat et al 2015), de manera que
el rango de presas que un depredador es capaz de atacar esta fuertemente relacionado con el
tamafio corporal. En consecuencia, la relacion entre el tamafio corporal de ambos contendientes
se considera a menudo un buen indicador de la dinamica depredador-presa.

Esto justifica que se planteara esta tesis con el tamafio del cuerpo como uno de los principales
rasgos a considerar en la mejora genética de los ACBs (Capitulo 2, Bielza et al 2020). Nuestro
grupo de investigacion viene desarrollando programas de cria selectiva para varios rasgos que son
clave en el rendimiento en campo de O. laevigatus, como son la resistencia a insecticidas (Balanza
et al 2019, 2021) o una mejor aptitud para alimentarse con una dieta alternativa (Capitulo 3,
Mendoza et al 2020a). Ademas, en el Capitulo 2 de esta tesis (Mendoza et al 2020b) hemos
informado de la obtencidn con éxito de una cepa con un tamafio corporal significativamente mayor.
Cabe recordar que esta raza mostré una capacidad reproductiva superior (en longevidad y
fecundidad) a la de las poblaciones silvestres y comerciales, tanto con una dieta nutricionalmente
superior como los huevos de Ephestia, como con una dieta deficitaria como el polen de abeja.

Ahora bien, también se ha discutido con anterioridad la posibilidad de que la seleccion continuada
de un caracter especifico pueda provocar cambios perjudiciales en otros rasgos, lo que se conoce
como coste ecoldgico o trade-offs. Un claro ejemplo de ello podria ser la reduccién en la capacidad
para interactuar con sus presas naturales, lo que podria mermar su eficacia en el control biologico.
Es por eso que la capacidad de depredacion de nuestra poblaciéon de gran tamafio debe ser
evaluada en este sentido como paso previo a su uso en programas de control biolégico.

Por otro lado, un mayor tamafio corporal podria implicar una expansion del rango de presas
objetivo por parte del depredador, incluyendo a especies mas grandes o a diferentes estadios de
vida de la presa. De este modo, una talla superior podria incrementar la capacidad destructiva de
acaros e insectos depredadores, mejorando su rendimiento en el ejercicio del control biologico
(Vangansbeke et al 2019). Siguiendo esta linea, nuestra primera hipotesis planted que nuestra
version de mayor tamafio de O. laevigatus podria contar con una tasa de depredacién superior y
un rango de presas mas amplio, ya que esta demostrado que un aumento en el tamafio medio de
los depredadores se correlaciona con un incremento en el rango de tamario dptimo de sus presas
(Sabelis y van Rijn 1997, Woodward et al 2005), asi como con una tasa de depredacion per capita
superior (Emmerson y Raffaelli 2004). Ademas, Brose et al (2006) ya sefialaron como el tamafio
del depredador y el de la presa aumentan de manera conjunta.

El presente estudio consiste en evaluar si nuestra linea mejorada de Orius para un tamafio mas
grande muestra una capacidad de depredacién mejorada, tanto en lo que respecta a la tasa de
mortalidad como al rango de presas Optimas. Para comprobarlo, se estudio la respuesta funcional
a diferentes densidades de dos presas alternativas en comparaciéon con su presa principal, el
segundo estadio del trips, utilizando como referencia una poblacién comercial de O. laevigatus.
Dado que el tamafio del cuerpo es un factor importante que determina las interacciones tréficas
entre el depredador y su presa (Wilbur 1988), se espera que los parametros de respuesta
funcional (tasa de ataque y tiempo de manipulacién de la presa) varien en funcion de la relacién de
tamafio entre depredador y presa (Brose 2006), lo que nos permitira dilucidar cuél es la capacidad
depredadora potencial de nuestra linea mejorada de O. laevigatus como consecuencia de la
ganancia genética adquirida durante el proceso de seleccion.
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Materiales y métodos

Cria de insectos

La poblacién de O. laevigatus seleccionada artificialmente para un mayor tamafio corporal, en
adelante BIG30, se obtuvo mediante un elaborado programa de mejora genética que ya hemos
detallado ampliamente en el Capitulo 2 (Mendoza et al 2020b). Como referencia, se utilizdé una
poblacién comercial suministrada por Agrobio SL (Almeria, Espafia, ORIcontrol®, en adelante,
Agrobio). Ambas poblaciones de depredadores se mantuvieron a base de huevos congelados ad
libitum de E. kuehniella en condiciones controladas a 26 £ 1 °C, 70 £ 10% HR y fotoperiodo 16:8
L: O.

El pulgon verde, Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae), se obtuvo de un sistema de cria
desarrollado en la Universidad Politécnica de Cartagena (UPCT) a partir de diferentes poblaciones
de campo capturadas entre 2014 y 2015 en huertos de produccion de melocotdn (Prunus persica
L.) y nectarina (Prunus persica var. nucipersica L.) (Mezei et al 2020). Para llevar a cabo estos
experimentos se utilizé una muestra mixta (después de algunas generaciones) y sincronizada de
pulgones de segundo estadio (3-4 dias de edad) criada en plantas de pimiento, Capsicum annuum
cv. herminio L.

Por su parte, las muestras del trips Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera: Thripidae)
se obtuvieron también de un sistema de cria establecido en la UPCT, a partir de poblaciones de
campo que habian sido recogidas originalmente en invernaderos ecoldgicos del sureste de Espafia
entre 2009 y 2010, y que se mezclaron luego segun la metodologia de Guillén et al (2014).
Finalmente, se proporcionaron muestras sincronizadas de segundo estadio (6-7 dias de edad) y de
adultos jovenes (15-17 dias de edad) para la realizacion de los ensayos de respuesta funcional.

Capacidad depredadora y respuesta funcional

Se utilizaron ninfas de segundo estadio de M. persicae asi como adultos y larvas de segundo
estadio de F. occidentalis como presas para evaluar la respuesta funcional de las poblaciones de
0. laevigatus ensayadas.

Para estudiar la capacidad de depredacién sobre M. persicae se establecieron repeticiones de 5,
10, 20 y 30 ninfas de 2° estadio en recipientes de tipo salsera de polipropileno de 38 mm de
diametro con una seccién circular (también de 38 mm de didmetro) de una hoja de pimiento
centrada en su base, con el envés hacia arriba y sobre una capa de agar al 1%. Para cubrir cada
recipiente se utilizd una tapa ventilada por medio de una fina malla metalica. Antes del inicio de los
experimentos, las hembras de O. laevigatus recién emergidas (en las Ultimas 24 horas) estuvieron
en contacto con pulgones durante 24 horas para luego permanecer en estado de inanicién durante
24 horas mas, tiempo durante el cual se mantuvieron juntas en botes de plastico que contenian
cascara de trigo sarraceno como refugio para evitar el canibalismo y un vial lleno de agua y sellado
con algodén como fuente de humedad. Finalmente, se transfiri6 una sola hembra de Orius a cada
uno de los recipientes de ensayo. Ademas, se evalud un control con diez ninfas de pulgon por
repeticion para comprobar su supervivencia en ausencia del depredador.

En el caso de F. occidentalis, las larvas de 2° estadio o los individuos adultos se transfirieron a
viales de plastico de 5 mL con una seccion rectangular (30 x 5 mm) de hoja de pimiento en su
interior y sellados por medio de un tapén debidamente perforado que permitiese la aireacion. Para
los trips de 2° estadio se evaluaron densidades de 20, 30, 50 y 100 individuos (la Ultima solo para
BIG30, seglin nuestros bioensayos preliminares) por vial, asi como un control con diez individuos

Pagina | 91



CAPITULO 4 | RESPUESTA FUNCIONAL EN UNA LINEA DE TAMANO MAS GRANDE

por repeticién y sin hembras de orius. Para los adultos, se ensayaron densidades de 5, 10 y 30
individuos, ademas de un control negativo. Finalmente, después de 24 horas de contacto entre los
adultos de O. laevigatus y una poblacién de trips y tras 24 horas de ayuno, se transfirié una sola
hembra de Orius a cada vial de plastico.

Se ensayaron diez repeticiones para cada poblacién de Orius, para cada densidad de presas y
para cada tipo de presa. Después de 24 horas se retird a todos los depredadores de su escenario
experimental, anotando a continuacién el numero de presas muertas. Finalmente, se congelaron
las hembras de Orius y se midio la anchura del pronoto con un micrémetro dptico a 50 aumentos.

Analisis estadistico

El tipo de respuesta funcional se determind mediante un analisis de regresion logistica a partir de
la proporcidn de presas consumidas (N;) en funcidn de la densidad inicial de presas (Ny), utilizando
el procedimiento de modelizacion de datos categéricos (PROC CATMOD) facilitado por Statistical
Analysis System (SAS Institute 2001), a partir de la siguiente ecuacion (Trexler y Travis 1993):

NC eXp(P0+P1N0)

= 1
NO 1+eXp(P0+P1N0) ( )

, donde Nc es el numero de presas consumidas, Ny es la densidad inicial de presas, y Poy Ps son
los coeficientes de determinacion constante y lineal, respectivamente. Para determinar el tipo de
respuesta funcional, se utilizd una prueba de razén de verosimilitud logaritmica con un valor de
chi-cuadrado (x?) para 1 grado de libertad como diferencia, verificando asi que los coeficientes de
la Ecuacion 1 son significativamente distintos de cero (Trexler y Travis 1993). Para una respuesta
funcional de tipo |, la curva de N¢/ Ny frente a Ny tendra una forma lineal si el término lineal no es
significativamente diferente de cero; un valor negativo y significativo indicaria una respuesta de
tipo I, en la que la proporcién de presas consumidas disminuye paulatinamente a medida que
aumenta el numero inicial de presas ofrecidas; y un valor positivo y significativo indicaria una
respuesta funcional de tipo Ill, que se caracteriza porque la proporcion de presas consumidas esta
directamente relacionada con la densidad (Juliano 2001).

A continuacion, se ajusté la ecuacion de discos de Holling (Holling 1959) a los resultados utilizando
el procedimiento de regresion no lineal de minimos cuadrados (PROC NLIN, SAS Institute 2001),
con el fin de estimar los valores de los pardmetros relativos al depredador, tal y como se indica a
continuacion:

aNoT

Ny = —— 2
C ™ 1t+aNgTh @

donde a es la tasa de ataque instantanea de un depredador o eficacia de busqueda, T es la
cantidad total de tiempo disponible para la busqueda (24 h en este experimento) y T, es el tiempo
de manipulacion para cada presa capturada, es decir, la proporcién del tiempo de exposicion que
un depredador emplea en identificar, perseguir, matar, consumir y digerir a la presa. Los valores
de T, obtenidos se utilizaron para calcular la tasa maxima de ataque como T/T, (Hassel 1978), que
representa el numero méximo de individuos de la especie presa que podria consumir una hembra
de O. laevigatus al cabo de 24 horas. De este modo se puede obtener una proporcién dptima entre
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el numero de depredadores y el de la plaga, lo que puede ser muy Util a la hora de optimizar la
aplicacion de una suelta inoculativa (Wang et al 2019).

Las curvas del numero de presas consumidas por cada hembra de O. laevigatus a diferentes
densidades de presa se representaron por medio del software Excel (Microsoft Corporation 2018).

Por otro lado, se llevé a cabo un test de regresion simple entre la proporcién de presas muertas y
la anchura del pronoto para determinar la influencia del tamafio de las hembras en su capacidad
depredadora.

Ademas, se comprobo la normalidad de todos los recuentos y proporciones mediante la prueba de
Shapiro-Wilk, asi como la homogeneidad de la varianza (homocedasticidad) mediante la prueba de
Levene. Las diferencias entre las densidades de presas fueron objeto de un ANOVA. Cuando se
hallaron diferencias significativas entre los tratamientos, se separaron las medias mediante un test
HDS de Tukey para p < 0.05. Por otro lado, se usaron test de muestras relacionadas de Wilcoxon
(prueba de rango con signos) para encontrar diferencias entre las tasas de depredacion de BIG30
y las de Agrobio. Las diferencias entre poblaciones en cuanto a la anchura del pronoto se
determinaron mediante una prueba t de Student de dos colas. Por Ultimo, mediante un ANOVA de
un factor se comparé el nimero de presas muertas recuperadas de los controles. Para la prueba
de regresion, los andlisis de la varianza (ANOVA) y el test de Student, se transformaron los
recuentos y las proporciones a sus valores de raiz cuadrada y arcoseno, respectivamente, en caso
de que no se cumpliesen los supuestos de normalidad y homogeneidad. En todo momento, las
hembras muertas se excluyeron del analisis.

Resultados

En primer lugar, el tamafio del cuerpo (anchura del pronoto) de las hembras de O. laevigatus
utilizadas como depredadores en nuestros ensayos varié significativamente entre las diferentes
poblaciones estudiadas (t = 8.398, g/ = 215, p < 0.001), con 0.825 (+ 0.008) mm para la poblacién
grande mejorada BIG30 y 0.779 (£ 0.007) mm para la poblacion comercial, Agrobio. Estos
resultados concuerdan con los presentados en el capitulo 2, lo que demuestra la persistencia de la
ganancia genética obtenida después de las numerosas generaciones transcurridas entre ambos
grupos de ensayos (mas de un afio de diferencia entre ambos).

Independientemente del nimero de presas ofrecidas a cada ejemplar de O. laevigatus, la tasa de
depredacion diaria sobre larvas de trips fue estadisticamente superior en BIG30 (media + error
estandar: 85.0 + 6.8 %) que en Agrobio (67.5 £ 2.7 %) (prueba de rango con signos de Wilcoxon:
n=77,Z=1106.0, p <0.001). Las hembras de Orius con un tamafio mas grande consumieron un
66% mas de larvas de trips que las comerciales cuando se las confind con 50 trips a cada una
(Tabla 4.1). Aun mayor fue la diferencia entre ambas poblaciones cuando la presa elegida fue el
trips adulto (76.7 + 6.6 % para BIG30 y 38.5 + 7.6 % para Agrobio, n =59, Z = 817.5, p < 0.001),
con un 145% mas de capacidad depredadora en las hembras de BIG30 que en las de Agrobio
cuando se facilitaron 30 adultos a cada una de ellas. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre las poblaciones en cuanto a la tasa de depredacion sobre las ninfas de pulgon
(n=79, Z=1764.5; p = 0.735), con una media del 64.8 (+ 7.0) % de ninfas de pulgén consumidas
en el caso de BIG30 y de un 66.1 ( 8.3) % para Agrobio.
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Tabla 4.1. Nimero de presas atacadas y consumidas por cada hembra de Orius laevigatus en

funcion de la densidad de diferentes tipos de presa.

NUmero de presas consumidas (media * error estandar)

Densidad de
Presa ,
presas Agrobio BIG30
Myzus persicae 5 430 +0.26 Aa 440+0.34 Aa
10 8.10 £ 0.57 Ab 7.30+£0.30 Ab
20 11.30 £ 1.61 Ac 10.80 £ 0.44 Ac
30 13.00 £ 1.51 Ac 13.30 £ 1.20 Ac
2° estadio de 20 16.30 £ 0.93 Aa 20.00£1.11Ba
Frankliniell_a 30 24.60 + 1.56 Ab 29.60 £ 0.99 Bb
occidentalis 50 26.70 + 1.29 Ab 44,38 +2.27 Bc
100 - 5470+ 3.56 c
Adulto de 5 2.70£0.33 Aa 450+0.17 Ba
Frankliniella 10 3.80 + 0.47 Aa 8.20 + 0.4 Bb
occidentalis 30 710+ 1.18 Ab 17.40 + 0.83 Bc

Medias (+ error estandar) seguidas de la misma letra minUscula dentro de una columna para cada presa
(diferencias entre densidades) y de la misma letra mayuscula en la misma fila (diferencias entre poblaciones)
no son diferentes significativamente (test HDS de Tukey, p > 0.05).

Por otro lado, el tamafio de las hembras se relacioné directamente con la tasa de depredacion
cuando se les ofrecieron presas en exceso. Asi, cuando recibieron 50 larvas de trips cada una, la
correlacién entre tamafio y tasa de depredacién fue considerable (R2 = 0.86, g/ =1/ 16, p < 0.001,
modelo lineal). Ademas, el numero de hembras que alcanzé el 100% de depredacién en BIG30 fue
casi cuatro veces superior al de Agrobio (33 hembras, con una media + error estandar de 0.832
0.016 mm de anchura, y 9 hembras, de 0.827 + 0.020 mm, respectivamente), siendo todas ellas
hembras de un tamafio considerable.

Con respecto a la densidad de presas y a la tasa de depredacién de las hembras de O. laevigatus,
se encontrd entre ellas una relacion positiva, sélida y relativamente constante para ambos estadios
del trips, la larva de segundo estadio (ANOVA: F = 62.73, g/ = 3/ 69, p < 0.001) y el trips adulto
(F=19.67, g/= 2 /54, p <0.001), independientemente de la poblacion analizada (Tabla 4.1), asi
como para los pulgones (F = 28.36, g/ =3 /72, p <0.001). Sin embargo, a una densidad de presas
elevada (50 al dia), el mayor consumo per cépita se obtuvo para BIG30 sobre larvas de trips,
cuyas hembras mataron al 88.8 (+ 4.5) % de las presas suministradas, mientras que solamente el
53.4 (£ 2.6) % de las larvas fueron consumidas por las hembras de Agrobio. Esta diferencia entre
poblaciones hizo que fuera necesario ensayar una dosis mas alta (100 larvas de trips por hembra)
en la linea mejorada, con el fin de alcanzar una asintota en la respuesta funcional sobre esta
presa.

El coeficiente lineal (P1) de la regresion logistica de las hembras de O. laevigatus presentd en todo
caso un valor negativo, independientemente del tipo de presa y para ambas lineas analizadas del
depredador, Agrobio y BIG30, indicando una respuesta funcional de tipo Il (Tabla 4.2). Este tipo de
respuesta se representa con una curva hiperbdlica, coincidiendo la densidad mas baja de presas
con el origen de coordenadas. A partir de ahi, la tasa de depredacion de O. laevigatus aumenta
primero de forma casi lineal conforme crece la densidad de presas, ralentizandose luego de forma
gradual hasta alcanzar un limite superior, una meseta o asintota (Figura 4.1). Pues bien, tanto la
pendiente de la curva como los valores de la asintota fueron considerablemente més altos para la
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poblacién BIG30 que para Agrobio cuando se alimentd a sus hembras con larvas o adultos de
trips. En cambio, no se observaron diferencias cuando se les ofrecieron pulgones como presa.

Tabla 4.2. Estimaciones de maxima verosimilitud a partir de regresiones logisticas de la proporcion
de diferentes tipos de presas atacados por hembras de Orius lagvigatus en funcién de la densidad
inicial de presas.

Poblacién Presa Parametros Estimacion + EE X2 p-valor
Agrobio Myzus persicae Py 1.936 + 0.244 63.05 <0.0001
P -0.075 +0.010 56.17 <0.0001
2° estadio de P, 2.875 + 0.260 122.49 <0.0001
F. occidentalis P -0.054 + 0.006 79.34 <0.0001
Adulto de P, 0.115 + 0.232 0.24 0.6208
F. occidentalis P -0.043 +£0.010 19.73 <0.0001
aigzo Myzus persicas Py 1.685 + 0.243 48.25 <0.0001
P -0.066 + 0.010 43.91 <0.0001
2° estadio de P, 4.780 £ 0.270 313.70 <0.0001
F. occidentalis P -0.046 + 0.003 258.00 <0.0001
Adulto de P, 2.277 +0.321 50.30 <0.0001
F. occidentalis P -0.065 + 0.012 30.14 <0.0001

Po: coeficiente constante, Py: coeficiente lineal, EE: error estandar, y% valores de Chi-cuadrado con un
grado de libertad.

Para determinar la magnitud de la respuesta funcional de O. laevigatus se usaron los parametros
de tasa de ataque y tiempo de manipulacion (Fathipour et al 2017). En nuestros bioensayos, las
dos poblaciones ensayadas respondieron de forma diferencial también en ellos al aumento en la
densidad de presas (Tabla 4.3). Asi, BIG30 mostrd valores de tasa de ataque mas altos y valores
para el tiempo de manipulacion mas bajos que la poblacion comercial, independientemente del
estadio del trips ofrecido como presa. Sin embargo, estas diferencias fueron significativas sélo en
el caso del tiempo de manipulacion de la presa. En este sentido, la poblacion BIG30 presenté el
menor tiempo de manipulacion para las larvas de trips, con un valor casi un 50% mas bajo. Y aun
mayor fue la diferencia entre nuestras poblaciones para este parametro cuando se les ofrecieron
adultos de trips, empleando las hembras de BIG30 un 72% menos de tiempo que las de Agrobio
para someter a este tipo de presa. De hecho, las hembras comerciales dedicaron mas tiempo a
manipular adultos de trips que cuando se enfrentaban al pulgdn, mientras que las hembras de
BIG30 manejaron mas facilmente al trips adulto que al &fido. Ademas, la tasa de depredacion
méxima teorica (T/Ts) de BIG30 fue méas del doble que la de Agrobio para las larvas de trips (89.2
y 42.9, respectivamente) y casi se cuadruplico cuando con el trips adulto (40.1 frente a 11.3).

La mortalidad de las presas fue muy baja en el control. En concreto, el nimero de insectos
muertos observado en los controles dentro de los viales estuvo en el rango del 0 al 3% en relacion
a los datos de mortalidad registrados para el mismo tipo de presa y para una densidad similar pero
en presencia de la hembra de orius. En ninguin caso se observaron diferencias significativas en la
mortalidad de los tres tipos de presa recogidas de los controles (F =1.81, gl =2 /57, p = 0.173).
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Figura 4.1. Respuesta funcional de las hembras de O. laevigatus de Agrobio (izquierda) y BIG30
(derecha) a diferentes densidades de presas. Los puntos de valores y las lineas sélidas ajustadas
representan el nimero de presas muertas y las predicciones segun el modelo de Holling (1959),
respectivamente.

Pégina | 96



RESPUESTA FUNCIONAL EN UNA LINEA DE TAMANO MAS GRANDE | CAPITULO 4

Tabla 4.3. Parametros de respuesta funcional (RF) de Orius laevigatus sobre diferentes presas.

Poblacion  Presa  RF a+EE(95%IC) T,+EE(9%IC) T, R gl
Agrobio  Myzus persicae | 8)%5231188533) (101585251107258) 2030 048 39
oosderals | (0030-0083) (%3075 293 051 28
Foosdonals " (0005004 (0930 a419 1129 040 2
BIG30  Myzus persicae I 8)%4351’-’88;’;) (100773%* 1021616) 235 073 39
omdonars | (0040007 (0215 05 892 082
Adulto de | 0043004 0590098 oo oo o

F. occidentalis

(0.034 - 0.052)

(0.399 - 0.798)

EE: error estandar, IC: intervalos de confianza, a: tasa de ataque (h), Th: tiempo de manejo (h), T/Th: tasa
méxima de depredacion. R? es el coeficiente de determinacion obtenido como R? = 1 - (suma de cuadrados
de los valores residuales / suma total de cuadrados), y g/ son los grados de libertad del andlisis de la
varianza (ANOVA) para el procedimiento de regresion no lineal (PROC NLIN, SAS Institute 2001) con el que
se estimo el valor de los parametros de la respuesta funcional.

Discusion

La respuesta funcional es uno de los métodos por excelencia para determinar la eficacia de un
depredador frente a una presa (Wiedenmann y Smith 1997). Este método se refiere a los cambios
en el numero de presas ingeridas por un depredador en cada unidad de tiempo con respecto a la
densidad inicial de la presa (Solomon 1949; Holling 1959), y muestra si un depredador es capaz de
regular la densidad de su presa o no (Jervis y Kidd 1996). Holling (1959) identificé tres tipos
basicos de respuesta funcional en general. La respuesta de Tipo | se caracteriza por un aumento
lineal con una tasa de ataque constante sobre todas las densidades de presa hasta que se
alcanza el punto de saciedad. En la respuesta de Tipo Il, la tasa de ataque disminuye a medida
que aumenta la densidad de presas. Por Ultimo, el Tipo |l esta representado por una curva de tipo
sigmoidal en la que la tasa de ataque aumenta con el incremento de la densidad de presas. Sea
cual sea el tipo de respuesta funcional exhibido, cuando un depredador esta limitado por el tiempo
disponible aparece una meseta o asintota a altas densidades de presa, estando ésta determinada
por la relacién entre el tiempo total y el tiempo de manejo de una presa. Pues bien, nuestros
resultados revelan que el aumento del tamafio corporal de nuestra poblacién seleccionada de O.
laevigatus desemboc6 en una mejora en el rendimiento sobre sus presas naturales, tanto sobre la
larva del trips como, sobre todo, sobre el adulto.

En primer lugar, el coeficiente lineal (Py) de la regresion logistica de las hembras de O. laevigatus
a 26 °C fue negativo independientemente de la presa y de la poblacién ensayada, indicando una
respuesta funcional de tipo Il. Con el aumento de la densidad de presas, el consumo neto de
presas de las dos poblaciones de O. laevigatus analizadas aumenté hasta alcanzar una asintota.
Este tipo de respuesta funcional se ha registrado en numerosas ocasiones con anterioridad para
O. laevigatus [sobre F. occidentalis y Trialeurodes vaporariorum W. (Hemiptera: Aleyrodidae):
Montserrat et al 2000; sobre Aphis gossypii G.: Hassanpour et al 2020], pero también para otras
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especies relacionadas, como por ejemplo O. insidiosus S. sobre Aphis glycines M. (Hemiptera:
Aphididae) (Rutledge y O'Neil 2005) y sobre A. gossypii (Veiga et al 2014), O. majusculus sobre F.
occidentalis y T. vaporariorum (Montserrat et al 2000), O. tristicolor W. sobre Tuta absoluta M.
(Queiroz et al 2015), O. strigicolis P. sobre Bemisia tabaci'y T. vaporariorum (Rehman et al 2020),
u O. albidipennis R. sobre Thrips tabaci L. (Thysanoptera: Thripidae) (Madadi et al 2007) y Aphis
fabae S. (Hemiptera: Aphididae) (Rashedi et al 2020). En nuestro estudio, el escenario de ensayo
consistié en pequefios viales de plastico, lo que puede acelerar la eficacia de busqueda por parte
del depredador, permitiéndoles atacar de forma reiterada a las presas que inicialmente pudieran
escapar (Rehman et al 2020).

0. laevigatus se considera un depredador generalista que ataca a un amplio espectro de presas.
No obstante, los resultados de nuestro estudio con poblaciones comerciales y mejoradas muestran
que el tipo de presa puede tener un impacto considerable en el rendimiento de un depredador. De
hecho, la capacidad depredadora de nuestros antocéridos mostré grandes variaciones cuando se
les ofrecieron distintos tipos de presa. Nuestros resultados apuntan a la larva de segundo estadio
de F. occidentalis como el alimento mas adecuado para este insecto, entre los tres tipos de presas
artropodas estudiadas, tanto para Agrobio como para BIG30. Esta preferencia sobre otras presas
se deduce por el mayor nimero de presas muertas, por las elevadas tasas de ataque (a) y por los
cortos tiempos de manipulacién (T5) de las dos poblaciones depredadoras cuando se les alimenta
con larvas de trips, lo que se traduce en un menor tiempo de busqueda de presas y en mayores
tasas de depredacién. Estos hallazgos acerca de la preferencia de Orius coinciden con estudios
anteriores no s6lo sobre otras poblaciones de O. laevigatus (A et al 2008, Bonte y de Clercq
2010) sino también sobre ofras especies de Orius, como O. insidiosus (Tommasini y Nicoli 1994),
0. sauteri (Kohno y Kashio 1998), O. thripoborus H. y O. naivashae P. (Bonte et al 2015).

La forma de la respuesta funcional de tipo Il mostrada por esta especie en nuestros bioensayos,
independientemente de la presa ofrecida, es una prueba mas de la fuerte afinidad de O. laevigatus
por el segundo estadio del trips, dado que la funcion de depredacion evoluciona desde curvas que
se saturan claramente con el aumento de la densidad de la presa en el caso del pulgén o el trips
adulto, hasta funciones de tipo no saturada, de "raiz cuadrada", cuando se proporcionan larvas de
trips. Recientemente, Anderson et al (2016) demostraron que la forma de la respuesta funcional
cambia con la relaciéon en tamarfo de depredador y presa, estando los depredadores pequefios
mas limitados por los tiempos de manipulacion que los grandes, lo que a su vez permitia explicar
las ligeras diferencias encontradas entre las curvas de respuesta funcional. En otras palabras, los
depredadores mas pequefios tendian a mostrar una respuesta funcional de tipo Il, mientras que
los depredadores mas grandes mostraban una respuesta funcional de tipo | para la misma presa.
En nuestros resultados, sin embargo, todas las respuestas funcionales fueron de tipo Il, y sélo la
de BIG30 sobre el trips adulto tiende a dibujar una linea no saturada (Figura 4.1). Por el contrario,
Isenhour y Yeargan (1981) encontraron una clara evidencia de saturacion en O. insidiosus cuando
utilizaron trips adultos como presa en lugar de larvas. También van den Meiracker y Sabelis (1999)
comprobaron que la respuesta funcional de las hembras adultas de O. insidiosus al atacar a larvas
de 2° estadio de F. occidentalis nunca llegd a saturarse, sino que continué creciendo linealmente,
dentro de un rango realista de densidades de presa (0-20 trips / cm2), como resultado de un tiempo
de manipulacion muy bajo.

Un aspecto crucial en el éxito de la depredacion por parte de un depredador es la vulnerabilidad de
la presa al ataque. En ese sentido, es razonable suponer que los adultos del trips tengan una
habilidad superior para escapar a la depredacion, ya que estan dotados de alas y pueden moverse
mas rapido. Esto hace que sean mas dificiles de capturar de forma exitosa, posibilitando que el
depredador se abstenga de atacar antes incluso de estar completamente saciado, ya que la
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energia necesaria para realizar el ataque podria superar a la que obtiene al alimentarse (van den
Meiracker y Sabelis 1999). Las larvas de trips, en cambio, son mas vulnerables que los adultos a
la depredacion dada su movilidad mas reducida, mas lenta, por lo que tienen menos posibilidades
de eludir la depredacion (Sabelis y van Rijn 1997, van den Meiracker y Sabelis 1999, Funderburk
et al 2000). La aparente preferencia por las larvas del trips observada en nuestros insectos es
coherente con los hallazgos de Funderburk et al (2000), Ramachandran et al (2001) y Reitz et al
(2006), quienes registraron un numero menor de larvas de trips que de adultos en sus ensayos de
campo usando a O. insidiosus como depredador en invernaderos de pimiento y de algodén. Aun
mas comparables a los nuestros fueron los resultados de laboratorio obtenidos por Béez et al
(2004) y Chow et al (2008) también con O. insidiosus, pero en este caso detectando un éxito de
captura mas bajo con trips adultos en placas de Petri, independientemente del tiempo de ensayo y
de la densidad de presas. Estos resultados sugieren que, aunque Orius spp. podria no mostrar
una preferencia activa entre las etapas de vida de su presa, el grado de movilidad de los distintos
estadios del trips puede afectar a su vulnerabilidad a la depredacién.

La forma de la curva de la respuesta funcional depende de varias caracteristicas como son el ritmo
de encuentro, la tasa de ataque o el tiempo de manipulacion de la presa por parte del depredador
(Holling 1965, Hassell 1978). Estas caracteristicas pueden variar en una especie como resultado
del tamafio del depredador o de la presa, de la interferencia entre depredadores o de la presencia
de presas alternativas (Aljetlawi et al 2004). Para estimar la eficacia de un depredador en relacion
con su presa, se considera que el tiempo de manipulacién es un parametro clave porque muestra
cuanto tiempo emplea un depredador en capturar, someter, matar y digerir una sola presa (Atlihan
et al 2010). Por lo tanto, la variabilidad significativa hallada en el tiempo de manipulacién entre las
poblaciones de nuestros ensayos, manifiesta que cualquier componente de los ya mencionados en
referencia al tiempo de manipulacién podria haberse visto influenciado por el proceso de seleccién
seguido hasta lograr el aumento deseado en el tamafio corporal del insecto. En consecuencia, y
acorde a los resultados, se espera que nuestra linea BIG30 de O. /aevigatus de gran tamafio sea
mas eficiente en la caza tanto de ninfas de segundo estadio como de adultos que una poblacion
comercial o silvestre de tamafio medio como Agrobio. En este contexto, ya se sefial6 la existencia
de un escalado de los parametros de respuesta funcional con el tamafio del depredador (Ball et al
2015), ya que un depredador de una talla superior en relacion con su presa es capaz de encontrar
y capturar recursos a mayor velocidad, y ademas requiere menos tiempo para su digestion. Segun
Sabelis (1992), la mayoria de los depredadores generalistas seleccionan sus presas en funcién de
su tamarnio relativo, lo que explicaria las diferencias en los tiempos de manipulacién observados
entre nuestras poblaciones de O. laevigatus cuando se alimentaron de ambos estadios de vida del
trips. En este caso, BIG30 requirio la mitad del tiempo de manipulacion que Agrobio para las larvas
de trips y, lo que es mas importante, casi cuatro veces menos tiempo para los trips adultos. En
definitiva, los tiempos de manipulacion mas bajos en BIG30 revelan que los insectos de esta raza
son mas activos y pasan mas tiempo buscando presas y alimentandose de ellas, mientras que las
hembras de Agrobio necesitaban mas tiempo para actividades no relacionadas con la busqueda
de alimento, como el descanso entre periodos de busqueda.

Aungue la capacidad de depredacion superior sobre ambos estadios del trips por parte de BIG30
es notable, la respuesta funcional mejorada sobre el trips adulto es especialmente relevante para
el control bioldgico. En nuestro estudio, la cepa BIG30 de O. laevigatus duplico el nimero adultos
de trips consumidos por Agrobio. Ademas, BIG30 obtuvo un consumo méaximo de presas (7/Ty)
sobre esta presa casi tan elevado como el alcanzado por la poblacion comercial sobre el segundo
estadio de esta plaga. Mas aun, en BIG30, el consumo de presas se incrementd a medida que
aumentaba la densidad de trips adultos sin llegar a saturarse de forma clara, mientras que la
respuesta funcional de Agrobio muestra una asintota definida, asi como bajas tasas de consumo
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de trips adultos independientemente de la densidad de presa (24 - 57 %). Anteriormente, Cocuzza
et al (1997) encontraron nimeros similares a los nuestros para Agrobio utilizando otra poblacion
comercial de O. laevigatus, con niveles de saciedad de 7 adultos por hembra al dia. Sin embargo,
Tommasini et al (2004) y Shakya et al (2010) registraron valores casi tan altos como los nuestros
para BIG30 en sus ensayos con O. laevigatus, O. majusculus, O. nigery O. insidiosus, oscilando
entre 10.2 y 13.9 trips adultos por depredador en 24 horas. Por lo tanto, y en consonancia con
Funderburk et al (2000) y Reitz et al (2006), cabe esperar que se produzca un control mas tardio
de las poblaciones de trips adultos por parte de las poblaciones comerciales y silvestres de O.
laevigatus. Aunque se ha informado de que la mayoria de especies de Orius son capaces de
alimentarse del adulto de F. occidentalis (van den Meiracker y Ramakers 1991, Sabelis y van Rijn
1997, Tommasini et al 2004), el tiempo que dedican las hembras de la poblacion de Agrobio a
consumir esta presa no haria sino confirmar que el trips adulto no es una presa alternativa 6ptima
para la poblaciones comerciales de O. laevigatus, al contrario de lo que ocurre con BIG30 (58 -
90% de depredacion en funcién de la disponibilidad de presas), claramente superior en tamafio y
peso corporal que la media de poblaciones silvestres y comerciales (Capitulo 2, Mendoza et al
2020b). Por lo tanto, y de acuerdo con nuestros resultados, se espera una mayor eficacia por parte
de BIG30 en el control de las poblaciones de trips que de cualquier otra combinacién depredador-
presa utilizada en este estudio. Una buena capacidad de depredacién sobre el trips adulto,
ademas de sobre las larvas, permite que la proporcion del ciclo de vida del trips susceptible de ser
controlada bioldgicamente de forma efectiva se amplie, afiadiendo a los 4.4 dias de media que
duran las larvas de primer y segundo estadio, 28.8 dias de longevidad media de los adultos a 25
°C (Vangansbeke et al 2016). En cualquier caso, el rango de presas mas amplio mostrado por
nuestra linea mejorada genéticamente para un tamafio mas grande es de gran relevancia en
cualquier programa de control biolégico en el que sea necesario reducir el nivel de la plaga por
debajo de un umbral inmediatamente después de la suelta del depredador. En otras palabras,
especialmente cuando el tiempo para la supresion de la poblacién de la plaga debe ser corto,
estas caracteristicas de depredacion son cruciales a la hora de determinar la relacién inicial
depredador-presa (Sabelis y van Rijn 1997, van den Meyracker y Sabelis 1999).

Vangansbeke et al (2019) también consiguieron recientemente aumentar el tamafio de un &caro
depredador, Amblydromalus limonicus (Garman y McGregor) (Acari: Phytoseiidae), a través de un
proceso de cria a baja temperatura. De forma similar a lo ocurrido en nuestro caso, esta mejora en
el tamafio se tradujo en una mayor capacidad para someter a una presa mas grande, en su caso a
la larva de segundo estadio de F. occidentalis, a la cual originalmente apenas era capaz de
someter el fitoseido. No obstante, si bien también se sefial6 este hallazgo como muy beneficioso
para el control bioldgico, a diferencia de nuestra poblacion mejorada genéticamente, el mayor
tamafio adquirido en este caso era un caracter fenotipico, sin un origen genético o adaptativo,
demostrando a la postre un efecto transgeneracional limitado.

La respuesta funcional de tipo Il se considera la que mejor explica la teoria del aprovechamiento
dptimo del alimento, que supone que los depredadores se decantaran por presas grandes para
maximizar la ganancia de energia y la tasa de crecimiento de sus poblaciones a lo largo del tiempo
(van Leeuwen et al 2007). Nuestras observaciones anteriores sugieren que O. laevigatus depreda
la primera presa que puede capturar y consumir sin problemas para satisfacer sus necesidades
nutricionales, basando su busqueda en la relacion entre el tamafio del depredador y el de la presa.
Sin embargo, nuestra poblacién BIG30 se decanta mas por los trips adultos que por los pulgones
en su eleccidn de presas de mayor tamafio, como demuestra el hecho de que el aumento de
tamafio no ha provocado un cambio ni en la forma de la curva ni en los parametros de respuesta
funcional para los pulgones presa en ninguna de las dos poblaciones analizadas. En este caso es
inevitable resaltar la relevancia de la conexidn evolutiva entre depredador y presa, relegando a un
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segundo plano lo relativo a la relacién de tamafio. Esto queda mas claro si comparamos la tasa de
depredacidn sobre trips y pulgones en especies mas grandes y méas pequefias que O. laevigatus,
como O. majusculus y O. albidipennis, respectivamente. Asi, si Blaeser et al (2004) encontraron
una afinidad mucho mas alta por F. occidentalis en O. albidipennis que en O. majusculus, Alvarado
et al (1997) y Henaut et al (2000), por su parte, observaron que O. majusculus es un depredador
especialista de pulgones. Y es que, ademas del tamafio de la presa, es importante tener en cuenta
otros factores, como las tacticas de defensa, a la hora de seleccionar y atacar a una presa (de
Clercq y Degheele 1994, Eubanks y Denno 2000). Por ejemplo, Butler y O'Neil (2006) y Desneux
et al (2006) registraron ciertos mecanismos de defensa en el pulgén de la soja, Aphis glycines
(Hemiptera: Aphididae), contra O. insidiosus, los cuales fueron mas evidentes y efectivos que los
observados en el caso de F. occidentalis. En la misma linea, Henaut et al (2000) detectaron que
todos los contactos realizados por O. majusculus a lo largo del cuerpo del pulgén tenian como
resultado que el depredador fuera facilmente rechazado por una respuesta de pateo del pulgén por
medio de sus patas traseras. Este fendmeno podria explicar el hecho de que, en contraste con lo
que ocurre con el trips, el aumento del tamafio del depredador con respecto al pulgdn no haya
conducido a un cambio ni en la forma de la curva ni en los parametros de respuesta funcional
entre las dos poblaciones de Orius probadas. En linea con estos resultados, en trabajos anteriores
O. laevigatus empled 1 h 33 min en manipular una presa subdptima como las pupas de mosca
blanca, pero s6lo 17 min para el segundo estadio del trips (Montserrat et al 2000), datos similares
a los observados en el presente estudio para pulgones y larvas de trips, respectivamente.

En definitiva, todos estos resultados elevan a nuestra linea mejorada a un estatus de depredador
de orden superior, lo que tendria una consecuencia directa a la hora de abordar su suelta a una
dosis efectiva en el campo. Asi, Funderburk et al (2000) ya demostraron que tanto las larvas como
los adultos del trips en el cultivo de pimiento sin tratar se acercaban a su extincion en cuestion de
dias cuando el ratio entre el depredador (O. insidiosus) y el total de trips era de aproximadamente
1:40. Tal hallazgo, junto con la tasa de depredacion de 12.5 trips al dia notificada por Tommasini y
Nicoli (1993) representan resultados que se situan cerca del nivel de nuestra asintota para Agrobio
y de su consumo diario de trips (29.9 y 16.9 trips al dia, respectivamente, interpolando una media
entre adultos y ninfas), y por tanto muy por debajo de los valores obtenidos por BIG30 (67.1 y 36.1
al dia, respectivamente). Por consiguiente, un ratio depredador-presa de 1:80 o incluso inferior
podria alcanzar para lograr un control eficaz de las poblaciones de trips en el caso de nuestra linea
de O. laevigatus genéticamente mejorada, lo que supondria una ventaja importante en términos de
ahorro economico tanto para el agricultor como para los proveedores comerciales.

Por otro lado, las elevadas tasas de depredacion observadas en nuestro estudio (hasta 54 larvas
de trips por depredador y dia en BIG30) pueden deberse al entorno de busqueda relativamente
simple (un vial de sélo 5 mL). Un estudio de Isenhour y Yeargan (1981) apoya esta idea, toda vez
que hallaron una menor tasa de depredacién cuando ofrecieron trips a O. insidiosus en superficies
foliares mas grandes (65 cm?) que en otras mas pequefias (3.8 cm?). Asi pues, estos valores
constituyen una representacion cuestionable de los niveles medios de depredacién en condiciones
naturales y deben por ello interpretarse con cuidado, dada la dificultad de los trips para evitar la
depredacién (Kareiva 1990). Sin embargo, Baez et al (2004) encontraron que casi la totalidad de la
depredacion (87 - 100%) transcurre en el interior de la flor, y por tanto en un area de un tamafio
reducido. Ademas, los antocéridos del presente estudio fueron capaces de matar a sus presas sin
consumirlas completamente (observacion experimental), aunque éste es un comportamiento muy
comun entre los antocoridos y, de hecho, se ha indicado que aumenta su eficacia como ACBs
(Isenhour y Yeargan 1981, de Clercq y Degheele 1994). En cualquier caso, las elevadas tasas de
depredacidn observadas eran de esperar teniendo en cuenta que nuestras hembras estuvieron
privadas de alimento durante 24 horas, y al mismo tiempo sugieren una rapida explotacion de
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recursos alimenticios diferentes por parte de nuestros depredadores, por ejemplo durante un
eventual periodo de escasez de presas (Bielza et al 2020). Por esta razén, incluso la fuerte
dependencia de su presa por parte de O. laevigatus (reflejada en la preferencia que muestra por
los estadios juveniles del trips y la fuerte influencia de la densidad de presas) no representa un
riesgo para nuestra linea seleccionada para un tamafio mas grande, una vez se ha demostrado en
ella la capacidad de alimentacion a base de presas alternativas como M. persicae y, sobre todo, el
adulto del trips, en comparacion con la poblacién disponible comercialmente. Sea como fuere,
creemos que nuestros resultados pueden tener cierto valor como aproximacion a la estimacion de
la capacidad depredadora de nuestra raza seleccionada, aunque recomendamos llevar a cabo un
estudio mucho mas profundo al respecto, especialmente en condiciones de campo y semicampo.

En conclusién, el tamafio corporal de O. laevigatus se ha relacionado significativamente con los
parametros de la respuesta funcional. La raza mejorada genéticamente para un tamafio superior
mostré una capacidad de depredacion también netamente superior tanto sobre larvas como sobre
adultos del trips. En consecuencia, el mayor tamafio corporal de nuestra poblacién seleccionada
puede incrementar su eficacia como agente de control biolégico. Sin embargo, se necesitan mas
estudios en condiciones de semicampo y de campo como paso previo a su uso extensivo en
cultivos comerciales.
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Evaluacion de la respuesta funcional en una
poblacion de Orius laevigatus seleccionada
artificialmente para una mayor tolerancia a la
alimentacion con polen

A situation of prey shortage after the release of a natural enemy or under certain
conditions throughout the crop cycle often negatively affects its establishment, and
thus impairs the efficacy of augmentative biological control. Omnivorous predators,
which are able to feed on a wide range of both animal and plant resources, provide a
suitable approach to overcome this situation. We have recently informed about the
successful achievement of an Orius laevigatus F. (Hemiptera: Anthocoridae) genetic
line with a significantly enhanced fitness feeding on pollen. This pollen-tolerant strain
exhibited superior reproductive and longevity records under constrained nutritional
conditions. However, continued selection towards a specific character might in turn
result in trade-offs, such as reduced predation capacity on their natural prey, which
may impair its control efficiency. On the other hand, their higher performance on a
suboptimal diet might be derived from a superior capability to exploit any available
nutritional resource. Therefore, the predation rates and the extent of the range of
prey of our pollen-tolerant population were tested prior its use in biological control
programmes. To do that, functional responses at different densities of Frankliniella
occidentalis P. (Thysanoptera: Thripidae) (adults and larvae) and Myzus persicae S.
(Hemiptera: Aphididae) (nymphs) were studied in our improved O. laevigatus strain
in comparison with a commercial population. As a result, no trade-offs were observed
in predation rates on adults or larvae of western flower thrips in our pollen-tolerant
variety. More importantly, it also showed higher predation capacity on aphid nymphs,
thus demonstrating an expanded prey range and therefore a superior ability to exploit
suboptimal quality resources. Implications of such enhanced features as a generalist
predator on the dependence on the prey densities and the derived agronomic and
industrial benefits are also discussed.

| control bioldgico aumentativo ha demostrado ser un método eficiente y robusto de control de

plagas en los cultivos de invernadero. Sin embargo, existen severas limitaciones para su
implementacidn en algunos cultivos, areas y/o periodos del afio que comprometen su eficacia y
dificultan su ampliacién a otros cultivos 0 zonas agricolas (Messelink y Janssen 2014, Bielza et al
2020), entre las cuales destaca la escasez de presas en ciertos momentos del ciclo del cultivo.
Una respuesta recurrente a este contratiempo es el uso de enemigos naturales omnivoros en lugar
de depredadores especialistas, los cuales son capaces de explotar una mayor variedad de
recursos, incluidos los proporcionados por la propia planta, en circunstancias en las que no
pueden acceder a un numero de presas necesario para mantener sus efectivos poblacionales
(Tommasini y Maini 2001, Symondson et al 2002, Lundgren et al 2009). Un ejemplo de programa
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de control biologico aumentativo de gran éxito basado en depredadores omnivoros es el
encarnado por el antocérido Orius laevigatus Fieber (Hemiptera: Anthocoridae), que forma parte
de un sistema perfectamente implementado en numerosos cultivos de invernadero en los que lleva
a cabo un control muy efectivo de las poblaciones del trips Frankliniella occidentalis Pergande
(Thysanoptera: Thripidae) (Chambers et al 1993, Sanchez et al 2000, van der Blom et al 2009, van
Lenteren 2012). La clave de su eficacia radica en la posibilidad de realizar la suelta de este insecto
de forma temprana, cuando la floracién en la planta de pimiento esta por debajo del 50%, dada su
capacidad para alimentarse de la savia de la planta, del néctar de las flores y sobre todo del polen,
un recurso nutricionalmente mas rico, ya que permite la reproduccién y el desarrollo de este
enemigo natural (Cocuzza et al 1997b, Urbaneja et al 2005, Ingegno et al 2011, Bouagga et al
2018, Mendoza et al 2020a). De hecho, en general, €l polen de abeja es un recurso prometedor en
tanto que garantiza el mantenimiento de los niveles efectivos de numerosas especies de
depredadores omnivoros (Messelink et al 2009, Vandekerkhove y de Clercq 2010), razén por la
que se le ha tenido en cuenta como alimento alternativo suplementado en el cultivo (Leman y
Messelink 2015), todo ello sin olvidar el bajo coste del polen si lo comparamos con los huevos de
Ephestia kuehniella Z. (Lepidoptera: Pyralidae) o los quistes de Artemia franciscana K. (Anostraca:
Artemiidae), muy utilizados en control biolégico aumentativo (Ramakers y Voet 1995, de Clercq
2008, Messelink et al 2009, Brenard et al 2019, Benson y Labbe 2021).

Sin embargo, los atributos nutricionales de una dieta de origen vegetal tanto para O. laevigatus
como para la mayoria de los enemigos naturales son inferiores a los de una dieta basada en su
presa preferida, lo que afecta negativamente al potencial reproductivo del depredador y, por tanto,
a su respuesta numérica (Cocuzza et al 1997b, Bernardo et al 2017, Mendoza et al 2020ab). En
consecuencia, su establecimiento temprano en el cultivo se ve perjudicado, y el control frente a
niveles bajos de densidad de la plaga ya no sera tan efectivo como se pretendia. En este sentido,
no siempre es posible encontrar nuevas especies de enemigos naturales capaces de mejorar el
rendimiento de nuestro insecto y, por otro lado, estas especies estdn adaptadas a su entorno en
virtud de la seleccion natural, mientras que las condiciones en las que los agentes de control
bioldgico deben realizar su accién beneficiosa suelen ser muy diferentes a las naturales (Bielza et
al 2020). Por ello, una nueva posibilidad de avance en el control biolégico emerge con la mejora
genética de los agentes de control bioldgico, una vez se ha probado la posibilidad de potenciar las
caracteristicas ideales para su desempefio en diferentes sistemas agricolas gracias a la seleccion
artificial (Balanza et al 2019, 2020, Dumond et al 2019, Mendoza et al 2020ab, Leung et al 2020).

Teniendo todo esto en cuenta, se llevé a cabo una amplio estudio, publicado por nuestro grupo de
investigacion y recogido en el Capitulo 3 de esta tesis, acerca de la variabilidad genética de la
fecundidad en poblaciones silvestres y comerciales de O. laevigatus cuando se les somete a una
dieta basada exclusivamente en polen de abeja (Mendoza et al 2020a). Dicho estudio incluia un
programa de mejora genética de este depredador en condiciones subdptimas de alimentacién para
obtener dos lineas (1POL-11 y 2POL-13) con mayor potencial reproductivo en condiciones de
escasez o ausencia de presas. También se exploraron las relaciones y el coste ecoldgico que el
proceso de mejora pudo suponer para otros componentes del potencial bidtico, como el tiempo de
desarrollo, la mortalidad juvenil o la longevidad, asi como para el tamafio. Precisamente teniendo
en cuenta que se hallé un tamafio similar o incluso superior en estas lineas mejoradas (sobre todo
en el caso de 2POL-11) con respecto a una serie de poblaciones de referencia (Mendoza et al
2020b), y que en estudios previos se habia informado de una fuerte correlacion entre la capacidad
depredadora y el tamafio del depredador (Emmerson y Raffaelli 2004, Capitulo 4), este capitulo se
centra en comprobar la eficacia como agentes de control bioldgico (ACBs) de nuestras lineas
mejoradas para una mayor tolerancia al polen. Para ello, se han realizado una serie de bioensayos
con el fin de estimar la respuesta funcional de O. laevigatus sobre su principal presa objetivo, el
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trips de las flores, distinguiendo entre larvas y adultos, toda vez que este Ultimo estadio representa
un reto frecuente para el depredador debido a su elevada movilidad y su tamafio mas grande
(Funderburk et al 2000, Baez et al 2004, Capitulo 4). Ademas, se ha evaluado la capacidad de
depredacidn sobre una presa alternativa no preferida, el pulgon Myzus persicae Sulzer (Hemiptera:
Aphididae) (Alvarado et al 1997, Messelink et al 2011, Bouagga et al 2018), para dilucidar si el
proceso de cria ha tenido algun impacto en el espectro de presas tipicamente atacadas por este
insecto, lo que incide, a su vez, en la alternancia de presas. Segun Murdoch (1969), la alternancia
de presas por parte del depredador se asocia en general a una estabilidad en la dinamica de
poblaciones. Asi, un depredador polifago como O. laevigatus dotado con la habilidad de alternar
entre presas seria capaz de regular la abundancia relativa de éstas y, de este modo, mediar en la
coexistencia de diferentes tipos de presas (Murdoch 1969). Pero ademas, al atacar a multiples
presas tendria la capacidad de desestabilizar las interacciones con su presa principal. El resultado,
en ambos casos, es un control de plagas mas eficiente y estable en el tiempo (Krivan 1996). Con
el fin de caracterizar a nuestras poblaciones mejoradas en este sentido, es necesario desgranar en
detalle la interaccion depredador-presa, incluyendo las respuestas funcionales y numéricas que
incluyan la densidad de sus presas potenciales, en este caso trips y pulgones. Paralelamente, una
vez demostrados los beneficios que tiene la adicién de presas alternativas para el desarrollo de un
depredador generalista en el cultivo (Sabelis y van Rijn 1997, Duarte et al 2015, Janssen y Sabelis
2015), estudiar la respuesta funcional sobre el pulgon nos ayudara a averiguar si una herramienta
tan bien implementada en el control biolégico como los sistemas banker plants o plantas reservorio
inoculadas con pulgdn (Huang et al 2011, Kumar et al 2020) puede o no servir como complemento
funcional para optimizar la liberacién en campo de nuestras lineas mejoradas, especialmente en
situaciones de escasez de presas. Finalmente, se discute en este capitulo el impacto potencial de
estas nuevas variedades de O. laevigatus en las biofabricas de insectos, asi como su aplicabilidad
en distintos cultivos.

Materiales y métodos

Cria de insectos

La poblaciéon de O. laevigatus con una tolerancia al polen mejorada, en adelante 2POL-11, se
obtuvo junto con 1POL-13 mediante un proceso de seleccion bien estructurado, y después se
mantuvo con una dieta restringida que consistio en una mezcla de polen comercial deshidratado y
huevos congelados de E. kuehniella a un tercio de su cantidad 6ptima, tal y como se explica en
Mendoza et al (2020a) y en el Capitulo 3 de esta tesis doctoral. De las dos poblaciones
seleccionadas, se eligio a 2POL-11 en lugar de a 1POL-13 por la mayor ganancia obtenida en los
caracteres del ciclo vital y en los parametros reproductivos para la primera de ellas, tanto con una
dieta dptima (huevos de Ephestia) como con una dieta suboptima (polen) (Mendoza et al 2020a,
Capitulo 3). Como referencia o control se utilizé una poblacién comercial de Agrobio mantenida ad
libitum mediante huevos de Ephestia (Almeria, Espafia, ORIcontrol®). EI mantenimiento y la
multiplicacidén de estas poblaciones se llevd a cabo en condiciones controladas a 26 + 1 °C, 70 +
10% HR y fotoperiodo 16:8 L: O.

Como presas para las poblaciones de O. laevigatus evaluadas se utilizaron ninfas de segundo
estadio de M. persicae, asi como adultos y ninfas de segundo estadio de F. occidentalis.

M. persicae se obtuvo de un sistema de cria llevado a cabo en la UPCT a partir de diferentes
poblaciones de campo recogidas después de la floracion, entre 2014 y 2015, en huertos de
produccion de melocotén (Prunus persica L) y nectarina (Prunus persica var. nucipersica L) de
toda Espafia, tal y como se indica en Mezei et al (2020). Para llevar a cabo estos experimentos, se
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utilizé una mezcla (después de varias generaciones) sincronizada de larvas de segundo estadio (3
0 4 dias de edad) criadas en plantas de pimiento, Capsicum annuum L (cv herminio).

También a partir de un sistema de cria establecido en la UPCT, se suministré una muestra de F.
occidentalis, en este caso a partir de poblaciones de campo recogidas en invernaderos ecoldgicos
del sureste de Espafia, entre 2009 y 2010, y posteriormente mezcladas como se explica en Guillén
et al (2014). Para la realizacidn de los bioensayos se proporcionaron muestras sincronizadas de
larvas de segundo estadio (6 - 7 dias de edad) y de adultos jovenes (15 - 17 dias de edad).

Capacidad depredadora y respuesta funcional

Para estudiar la capacidad de depredacién sobre M. persicae se establecieron repeticiones de 5,
10, 20 y 30 ninfas de segundo estadio en recipientes de tipo salsera de polipropileno, de 38 mm de
diametro, con una seccidn circular (también de 38 mm de didmetro) de una hoja de pimiento
centrada en su base, siempre con el envés hacia arriba y situada sobre una capa de agar al 1%.
Cada recipiente se cubrié mediante una tapa ventilada gracias a una fina malla metalica. Antes del
inicio de los experimentos, las hembras de O. laevigatus recién emergidas (en las Ultimas 24 h)
estuvieron en contacto con pulgones durante un dia para luego permanecer en estado de inanicion
durante un dia mas, tiempo durante el cual permanecieron en botes de plastico que contenian
cascara de trigo sarraceno como refugio para evitar el canibalismo y un vial lleno de agua y sellado
con algodén como fuente de humedad. Finalmente, se transfiri6 una sola hembra de Orius a cada
uno de los recipientes de ensayo. Ademas, se evalud un control con diez ninfas de pulgdn en cada
repeticion con el fin de comprobar su supervivencia en ausencia del depredador.

En el caso de F. occidentalis, tanto las larvas de segundo estadio como los individuos adultos se
transfirieron a viales de plastico de 5 mL con una seccién rectangular (30 x 5 mm) de hoja de
pimiento en su interior, y sellados por medio de un tapon debidamente perforado que permitiese la
aireacion. Para los trips de segundo estadio se evaluaron densidades de 10, 20, 30 y 50 individuos
por vial, asi como un control con diez individuos por repeticion y sin hembras de orius. Para los
adultos se ensayaron densidades de 5, 10 y 30 individuos por vial, asi como un control negativo.
Finalmente, después de 24 horas de contacto entre los adultos de O. laevigatus y una poblacién
de trips, y tras 24 horas de ayuno, se transfirié una sola hembra de Orius a cada vial de plastico.

Se ensayaron diez repeticiones para cada poblacién de Orius, para cada densidad de presas y de
cada tipo de presa. Después de 24 horas, se retird a los depredadores del escenario experimental,
anotando el nimero de presas muertas. Finalmente, se congeld a las hembras de Orius y se midid
la anchura del pronoto con un micrémetro 6ptico a 50 aumentos.

Analisis estadistico

El tipo de respuesta funcional se determind mediante un analisis de regresion logistica a partir de
la proporcion de presas consumidas (Nc) en funcion de la densidad inicial de presas (No), utilizando
el procedimiento de modelizacién de datos categoricos (PROC CATMOD) facilitado por Statistical
Analysis System (SAS Institute 2001), a partir de la siguiente ecuacion (Trexler y Travis 1993):

Nc _ exp(Py+P1Ny)
NO o 1+eXp(P0+P1N0)

(1)
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, donde N¢ es el numero de presas consumidas, Ny es la densidad inicial de presas, y Poy P; son
los coeficientes de determinaciéon constante y lineal, respectivamente. Para hallar el tipo de
respuesta funcional se verificd que el coeficiente de determinacion lineal de la ecuacién 1 era
significativamente diferente de cero (Trexler y Travis 1993) mediante una prueba de verosimilitud
logaritmica expresada como un valor de chi-cuadrado (x?) con un grado de libertad. Asi, para una
respuesta funcional de tipo |, la curva de N¢/ Ny frente a Np tendra una forma lineal si el término Py
de la ecuacién no es significativamente distinto de cero; un valor negativo y significativo indicaria
una respuesta de tipo Il, en la que la proporcién de presas consumidas disminuye paulatinamente
a medida que aumenta el numero inicial de presas ofrecidas; y un valor positivo y significativo
indicaria una respuesta funcional de tipo lll, que se caracteriza porque la proporcion de presas
consumidas esta directamente relacionada con la densidad (Juliano 2001).

A continuacién se ajusté la ecuacion de discos de Holling (Holling 1959) a los resultados obtenidos
mediante un procedimiento de regresion no lineal de minimos cuadrados (PROC NLIN, SAS
Institute 2001), con el fin de estimar los valores de los parametros de la respuesta funcional, es
decir, relativos al depredador, tal y como se indica a continuacion:

aNoT

N = —— 2
C ™ 1t+aNgTh @

, donde a es la tasa de ataque instantanea de un depredador o eficacia de busqueda, T es la
cantidad total de tiempo disponible para la bisqueda (24 horas en este experimento) y T, es el
tiempo de manipulacién para cada presa capturada, es decir, la proporcion del tiempo de
exposicién que un depredador emplea en identificar, perseguir, matar, consumir y digerir a una
presa. Los valores de Tj, obtenidos se utilizaron para calcular la tasa maxima de ataque como T/Tj
(Hassel 1978), que representa el numero maximo de individuos presa que podrian ser consumidos
por una hembra de O. laevigatus al cabo de 24 horas. De este modo se puede obtener una
proporcién optima entre el numero de depredadores y el de la plaga, lo que puede ser muy util a la
hora de optimizar la aplicacion de una suelta inoculativa (Wang et al 2019).

Las curvas del niumero de presas consumidas por O. laevigatus a diferentes densidades de presa
se representaron por medio del software Excel (Microsoft Corporation 2018).

Se llevd a cabo un test de regresién simple entre la proporcion de presas muertas y la anchura del
pronoto para determinar la influencia del tamafio de las hembras en su capacidad depredadora.
Ademas, se comprobd la normalidad de todos los recuentos y proporciones mediante la prueba de
Shapiro-Wilk, asi como la homogeneidad de la varianza (homocedasticidad) mediante la prueba de
Levene. Las diferencias entre las densidades de presas fueron objeto de un ANOVA. Cuando se
hallaron diferencias significativas entre los tratamientos, se separaron las medias mediante un test
HDS de Tukey para p < 0.05. Por otro lado, se usaron test de muestras relacionadas de Wilcoxon
para encontrar diferencias entre las tasas de depredacion de 2POL-11 y las de Agrobio. Las
diferencias entre poblaciones en cuanto a la anchura del pronoto se determinaron mediante una
prueba t de Student de dos colas. Por Gltimo, mediante un ANOVA de un factor se compar6 el
numero de presas muertas recuperadas de los controles. Para la prueba de regresion, los analisis
de la varianza (ANOVA) y el test de Student, se transformaron los recuentos y las proporciones a
sus valores de raiz cuadrada y arcoseno, respectivamente, en caso de que no se cumpliesen los
supuestos de normalidad y homogeneidad. En todo momento, las hembras muertas se excluyeron
del anélisis.
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Resultados

El tamafio del cuerpo en cuanto a la anchura del pronoto de las hembras de O. laevigatus usadas
como depredadores varid de forma consistente entre las dos lineas genéticas usadas en nuestro
estudio (f = 6.160, g/ = 218, p < 0.001), con 0.750 (£ 0.006) mm para la cepa seleccionada
tolerante al polen 2POL-11y 0.779 (£ 0.007) mm para la poblacién comercial Agrobio.

Tabla 5.1. Numero de presas consumidas por cada hembra de Orius laevigatus en funcion de la
densidad de diferentes tipos de presa.

Presa Densidad de Numero de presas consumidas (media * error estandar)
presas Agrobio 2POL-11

Myzus persicae 5 4.30 £ 0.26 Aa 5.00+£0.00 Ba
10 8.10 £ 0.57 Ab 9.10£0.23 Ab
20 10.90 £ 0.80 Ac 13.30 £ 0.26 Bc
30 13.40 £ 0.76 Ac 15.70 £ 0.37 Bd
2’ estadio de 10 9.70 £ 0.15 Aa 9.80 £ 0.13 Aa
Frankliniella 20 16.30 £ 0.70 Ab 18.20 £ 1.00 Ab
occidentalis 30 24.60 £ 1.41 Ac 26.20 £ 0.81 Ac
50 26.70 + 1.44 Ac 30.50 £ 0.85 Ad
Adultp Qe 5 270 £0.33 Aa 3.00 £ 0.26 Aa
Franklln/e/{a 10 3.80+0.47 Aa 410+ 0.59 Aa
occidentalis 30 710 £ 1.18 Ab 9.10 £ 0.66 Ab

Medias (+ error estandar) seguidas de la misma letra mindscula dentro de una columna para cada presa
(diferencias entre densidades) y de la misma letra mayUscula en la misma fila (diferencias entre poblaciones)
no son diferentes significativamente (test HDS de Tukey, p > 0.05).

Sin embargo, pese a su tamafio mas pequefio, 2POL-11 mostré una tasa de depredacion diaria
claramente superior sobre ninfas de M. persicae, especialmente cuando la densidad de presas
ofrecidas a cada ejemplar de O. laevigatus fue mas elevada, con un valor medio ( error estandar)
del 77.4 £ 6.3 %, mientras que para Agrobio se registré una tasa de depredacién del 65.9 £ 7.3 %
(prueba de rango con signo de Wilcoxon: n = 80, Z = 535.0, p < 0.05). Cuando se ofrecieron larvas
de segundo estadio y adultos de trips como presa, el patrén observado fue similar, aunque sin
diferencias significativas entre las poblaciones en estos casos (larvas: n = 80, Z = 657.5, p = 0.166;
adultos: n =60, Z =396.0, p = 0.427). En cualquier caso, las hembras mejoradas de O. laevigatus
consumieron un 17, un 14 y un 28% mas de pulgones, larvas y adultos de trips, respectivamente,
que las comerciales a la densidad més alta evaluada (Tabla 5.1). Esta ausencia de correlacion
entre la tasa de depredacion y el tamafio de las hembras se confirmé a altas densidades de presa
(= 30 presas ofrecidas / hembra), con s6lo un 10.2% de la variacion de la tasa de depredacion
explicada por la anchura del pronoto segin un modelo de regresion lineal (R2=0.102, g/=1/78,
p <0.01). De hecho, 26 hembras de 2POL-11 alcanzaron el 100% de depredacion en comparacion
con las 16 que lo hicieron en Agrobio a pesar de su menor tamafio medio (0.752 + 0.012 mm y
0.808 + 0.018 mm de anchura, respectivamente, t = 5.535, gl = 40, p < 0.001).

Por otro lado, se encontré una relacién positiva, sélida y relativamente constante entre la densidad
de presas y la tasa de depredacion de las hembras de O. laevigatus tanto para el pulgdn (ANOVA:
F=67.34,g/=3/72, p <0.001) como para el trips adulto (F = 17.85, g/ = 2 / 54, p < 0.001),
independientemente de la poblacion analizada (Tabla 5.1).
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El coeficiente de determinacion lineal (P) de la regresion logistica de las hembras de O. laevigatus
sobre larvas de M. persicae, asi como sobre larvas de segundo estadio y sobre adultos de trips,
fue negativo en las dos poblaciones analizadas, Agrobio y 2POL-11, indicando la existencia de una
respuesta funcional de tipo Il para todas ellas (Tabla 5.2). Este tipo de respuesta se caracteriza,
como se discutié en el Capitulo 4, por una curva hiperbdlica en la que la tasa de depredacion
aumenta primero de forma casi lineal con el aumento en la densidad de presas, y a continuacion
se ralentiza paulatinamente hasta alcanzar un limite superior, una meseta o asintota (Figura 5.1).
No obstante, cabe destacar que el valor de la asintota es ligeramente superior en 2POL-11 que en
Agrobio independientemente de la presa ofrecida.

Tabla 5.2. Estimaciones de maxima verosimilitud a partir de regresiones logisticas de la proporcion
de distintas presas atacadas por hembras de O. laevigatus en base a la densidad inicial de presa.

Poblacién Presa Parametros  Estimacion £ EE X2 p-valor
Agrobio  Myzus persicae Po 1.939 + 0.252 59.03 <0.0001

P; -0.075+0.010 52.41 <0.0001

2° estadio de Po 3115+ 0.236 174.78 <0.0001

F. occidentalis P; -0.059+£0.006  114.15 <0.0001

Adulto de Po 0.115 + 0.232 0.24 0.6208

F. occidentalis P; -0.043 £ 0.010 19.73 <0.0001

2POL-11 Myzus persicae Po 3.074 +0.320 92.29 <0.0001
P; -0.103 +0.012 68.23 <0.0001

2° estadio de Po 3.981+0295 18223 <0.0001

F. occidentalis P; -0.071+£0.007 11245 <0.0001

Adulto de Po 0.220 +0.230 0.92 0.3383

F. occidentalis P; -0.036 + 0.009 14.26 0.0002

Po: coeficiente constante, Ps: coeficiente lineal, EE: error estandar, x2: valores de chi-cuadrado con un grado
de libertad.

Los coeficientes de tasa de ataque (a, también denominada eficacia de busqueda) y tiempo de
manipulacion (Ty) fueron los parametros utilizados para determinar la magnitud de la respuesta
funcional de O. laevigatus (Fathipour et al 2017). Asi, en nuestros bioensayos, las dos poblaciones
ensayadas respondieron de forma similar al incremento en la densidad de presas, ajustandose
estos dos parametros de forma razonable a la respuesta funcional de tipo Il (Tabla 5.3). La tasa de
ataque mas baja y los tiempos de manipulacion mas altos se registraron para el trips adulto,
oscilando éstos entre 0.025 - 0.026 h'' y 1.3 - 2.1 h, respectivamente. En el extremo opuesto,
menos de un tercio de este tiempo lo dedicaron las hembras de orius a alimentarse de las larvas
de trips (0.4 - 0.5 h), con diferencia la presa mas adecuada para ambas poblaciones estudiadas.
Por otro lado, en la poblacion comercial no se observaron diferencias significativas para la tasa de
ataque entre el pulgdn y el trips adulto, por lo que se puede considerar a ambas como presas no
preferidas. Sin embargo, en la raza mejorada, 2POL-11, la tasa de ataque fue significativamente
mas baja sobre el trips adulto, indicando un rendimiento superior sobre el pulgdn. Con respecto a
la tasa de depredacion méxima tedrica (T/T), ésta fue ligeramente superior en 2POL-11 que en
Agrobio para los tres tipos de presas facilitadas, siendo la mejora adquirida superior para el trips
adulto (un 64% mas).
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Figure 5.1. Respuesta funcional de las hembras de O. laevigatus de Agrobio (izqda) y 2POL-13
(dcha) a diferentes densidades de presas. Los puntos de valores y las lineas solidas ajustadas
representan el nimero de presas muertas y las predicciones segun el modelo de Holling (1959),
respectivamente.
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Tabla 5.3. Parametros de respuesta funcional (RF) de Orius laevigatus sobre diferentes presas.

Poblacion Presa RF a+EE(95%IC) Th+EE(95%IC) TIT, R2 gl
Agrobio  Myzus persicae I 8)%53%188% (2)2333 Jf ?lgg) 2120 0.75 39
Fodenais | (00422001 (034-0sg) 4088 077 9
Foocdontals ! (3?3(232 : 8822) ((2)2328 : gg?sza) 1129 040 29

2POL-11  Myzus persicae Il ((())8553?) f 8822) (%87%%1 8814 14 ) 2920 096 39
s, 0 R A eeom

Adulto de I 0.025+0.005 1,295+ 0,328 1853 072 29

F. occidentalis

(0.015-0.034)

(0,623 - 1,968)

EE: error estandar, IC: intervalos de confianza, a: tasa de ataque (h), Th: tiempo de manejo (h), T/Th: tasa
méxima de depredacion (n° de presas / hembra - dia). R? es el coeficiente de determinacion calculado como
R2 =1 - (suma de cuadrados de los valores residuales / suma total de cuadrados). g/ son los grados de
libertad del andlisis de la varianza (ANOVA) para el procedimiento de regresion no lineal (PROC NLIN, SAS
Institute 2001) con el que se estimé el valor de los parametros de la respuesta funcional.

La mortalidad de las presas fue muy baja en los viales del control negativo. En concreto, el nimero
de insectos muertos observado en los controles estuvo en el rango de 1.3 - 2.6 % respecto de los
numeros observados en tratamientos similares llevados a cabo con una hembra de O. laevigatus y
10 presas por vial, sin que se hayan observado diferencias significativas entre los tres tipos de
presas (F=2.24,9/=2/57,p=0.116).

Discusion

La cria continuada de un enemigo natural con una dieta diferente a la habitual puede provocar
cambios en su fisiologia 0 en su comportamiento. A su vez, esto puede conducir a una menor
capacidad del enemigo natural para interactuar con su presa objetivo y, por tanto, a una menor
eficiencia de control (Thompson y Hagen 1999, Grenier y de Clercq 2003). Para comprobar si esta
posibilidad ha surgido como una consecuencia de nuestro proceso de seleccion para obtener una
raza de O. laevigatus mas tolerante al polen, se realizaron una serie de experimentos acerca de la
tasa de depredacién (nimero de presas consumidas por el depredador por unidad de tiempo) para
dilucidar, por un lado, si se produjo algin cambio en la respuesta funcional del insecto y, por otro,
si hubo algun cambio interesante en el rango de presas de esta nueva linea genética.

La tasa de depredacion viene determinada por varios parametros como la eficacia de busqueda, el
ratio de encuentro, la tasa de éxito y el tiempo de manipulacion, con los tres primeros incluidos en
la tasa de ataque (Holling 1959). Pues bien, en nuestros experimentos no encontramos diferencias
ni en las tasas de ataque ni en los tiempos de manipulacién de los adultos o de las larvas de trips
entre nuestra raza mejorada de O. laevigatus y la poblacion comercial. Por lo tanto, se puede
concluir que no se ha producido coste ecoldgico alguno en la tasa de depredacion de nuestros
depredadores mejorados sobre sus presas favoritas como consecuencia del proceso de seleccion
seguido hasta conseguir un rendimiento mas elevado en la alimentacién con polen. Por otra parte,
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el tiempo de manipulacion observado para los trips adultos fue significativamente mayor (2.2 - 4.2
veces), y la tasa de ataque fue la mitad para esta presa que para el segundo estadio del trips, con
valores ligeramente mas favorables para la raza seleccionada en comparacion con la comercial.
Asimismo, las tasas de ataque sobre el trips adulto también fueron la mitad de las obtenidas sobre
pulgén, pero Unicamente en 2POL-11 se observaron diferencias significativas entre ambas presas,
revelando asi una capacidad superior en esta linea seleccionada para someter a las ninfas de
Myzus. En trabajos anteriores, O. laevigatus emple6 hasta 1 h y 33 min en manipular una presa
inadecuada como son las pupas de mosca blanca, pero sélo 17 min para el segundo estadio del
trips (Montserrat et al 2000). Nuestros insectos, por su parte, emplearon alrededor de una hora en
manipular cada ninfa de pulgén, hasta 1-2 horas para matar un trips adulto y menos de media hora
para someter a una larva de trips. De todo ello se deduce, pues, que el trips adulto no es la presa
mas adecuada para O. laevigatus incluso después de la mejora conseguida tras nuestro proceso
de seleccion (el tiempo de manipulacion se redujo a la mitad). No en vano, como ya se discutié en
el Capitulo 4, los trips adultos tienen mayor movilidad que sus larvas y, por tanto, pueden escapar
al ataque del depredador, lo que hace que mueran mas larvas independientemente de la densidad
ofrecida. Por otro lado, también se sabe que el trips adulto se defiende moviendo rapidamente su
abdomen y emitiendo una gota de liquido (Lewis 1997). Estas son algunas causas probables de
las mayores tasas de ataque observadas contra las larvas y los mayores tiempos de manipulacién
registrados para el trips adulto, un patrén que se mantiene para nuestra poblacion seleccionada a
pesar de la especializacion tréfica adquirida para un mejor rendimiento con polen.

En cuanto a las ligeras diferencias en la tasa de depredacion sefialadas entre Agrobio y 2POL-11,
es probable que éstas se deban a los mayores tiempos de manipulacién detectados para la
primera de ellas en los tres tipos de presas (1.2 - 1.6 veces), lo que se traduce en un menor tiempo
dedicado a la busqueda de presas en este caso. De hecho, se registro esta misma diferencia en la
tasa de depredacion maxima tedrica entre poblaciones (1.2 - 1.6 veces) independientemente de la
presa ofrecida, lo que sitia a nuestra poblacion tolerante al polen como un depredador de orden
superior. Estos resultados son consistentes con los observados previamente (Capitulo 3, Mendoza
et al 2020a) para las mismas poblaciones comerciales y seleccionadas cuando se alimentaban con
una dieta dptima como huevos de E. kuehniella. Dado que en estas condiciones de alimentacion
se observo a las poblaciones tolerantes al polen anticipando su primera puesta de huevos, parece
ldgico que requieran de una tasa de depredacion superior en el momento de la emergencia de los
adultos, que es la edad a la que se han ensayado las hembras en este trabajo, sea cual sea el
recurso que se les proporcione.

Otra evidencia de los tiempos de manipulacion mas cortos observados en 2POL-11 es claramente
perceptible si atendemos a la curva de respuesta funcional, la cual describe la tasa de depredacién
en funcion de la densidad de presa y constituye el nexo de unién entre la dindmica del depredador
y de la presa (Capitulo 4, Solomon 1949, Holling 1959). En nuestro caso, la respuesta funcional
muestra en Agrobio una aceleracion negativa mas pronunciada hacia la asintota como resultado
de sus tiempos de manejo mas largos, lo que conduce a tasas de depredacién maximas tedricas
mas bajas en comparacion con las de la raza tolerante al polen. Sin embargo, ambas poblaciones
de O. laevigatus exhibieron una respuesta funcional de tipo Il con independencia de la presa
ofrecida, la cual se ha considerado en la literatura como tipica de insectos depredadores (van den
Meyracker y Sabellis 1999). En cualquier caso, un depredador con una respuesta funcional de tipo
Il constituye un instrumento muy util para el control biolégico inundativo, ya que es capaz de
suprimir a la plaga en un intervalo de tiempo relativamente corto (Yang et al 2015). En este
sentido, hay en la bibliografia numerosos estudios en los que O. lagvigatus depreda sobre distintas
plagas de invernadero, y en todo caso se comporta de acuerdo a este tipo de respuesta funcional
(F. occidentalis: Montserrat et al 2000; Tetranychus urticae K.: Hassanpour et al 2016; Aphis
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glycines M.: Hassanpour et al 2020; Bemisia tabaci G.: Pehlivan et al 2020). Y lo mismo ocurre
para otras especies de Orius (O. majusculus R. sobre F. occidentalis y Trialeurodes vaporariorum
W.: Montserrat et al 2000; O. insidiosus S. sobre Aphis glycines: Rutledge y O'Neil 2005; O.
albidipennis R. sobre Thrips tabaci L.. Madadi et al 2007; O. albidipennis R. en Aphis fabae S.:
Rashedi et al 2020; O. niger W. y O. minutus L. en Tetranychus urticae y Thrips tabaci: Fathi y
Nouri-Ganbalani 2010; O. insidiosus en A. gossypii G.: Veiga et al 2014; O. tristicolor W. con Tuta
absoluta M.: Queiroz et al 2015; u O. strigicolis P. sobre B. tabaci'y T. vaporariorum W.: Rehman et
al 2020).

Cuando el control natural no es suficiente y para poder llevar a cabo un control efectivo a corto
plazo se requiere de sueltas estacionales inoculativas o aumentativas, un enemigo natural debe
ser particularmente rapido (con poca o ninguna demora) en su respuesta ante cualquier aumento
repentino e impredecible en el niumero de presas, poseer una alta capacidad de dispersion, ser
capaz de cambiar a presas mas abundantes, agregarse en parches con alta densidad de presas y
ser capaz de sobrevivir a bajas densidades de presas o incluso en periodos de ausencia de estas
(Albajes et al 1999). Especialmente estas dos Ultimas cualidades hacen de nuestra raza tolerante
al polen un buen depredador generalista, asi como un eficiente especialista en trips, a pesar del
desplazamiento trofico (hacia la fitozoofagia) que el proceso de mejora genética ha supuesto para
ella, probablemente debido a su mayor plasticidad conductual y de desarrollo frente a ambientes y
densidades de presa muy cambiantes. De hecho, no se encontraron diferencias en las tasas de
depredacidn sobre el trips adulto entre las poblaciones comerciales y las mejoradas, ni a bajas ni a
altas densidades de presas. En lo que respecta a las larvas de trips de F. occidentalis, Riudavets y
Castafié (1998) y Bonte y de Clercq (2010) notificaron tasas de depredacion en las hembras
comerciales de O. laevigatus de unas 20 larvas de segundo estadio del trips durante 24 horas,
valores en cualquier caso inferiores a los nuestros, especialmente en comparacion con 2POL-11.
Por el contrario, Montserrat et al (2000) observaron tasas de depredacién de 15 larvas de trips
durante s6lo seis horas después de un periodo de inanicion de 24 horas. Con respecto al trips
adulto, Cocuzza et al (1997a) encontraron numeros bajos similares a los nuestros utilizando otra
poblacién comercial de O. laevigatus, con niveles de saciedad de 7 trips adultos por hembra en 24
horas. Por su parte, Tommasini et al (2004) y Shakya et al (2010) registraron valores ligeramente
superiores en sus ensayos con O. laevigatus, O. majusculus, O. niger y O. insidiosus, oscilando
entre 10.2 y 13.9 trips adultos por hembra y dia.

Como ya se ha mencionado, una caracteristica notable que nuestra poblacién genéticamente
mejorada ha adquirido a través del proceso de seleccion es la capacidad superior para cazar y
alimentarse de una presa alternativa, en este caso de las etapas juveniles de M. persicae. En este
contexto, a partir de sus experimentos de semicampo, Bouagga et al (2018) informaron de que las
sueltas combinadas de O. laevigatus y Amblyseius swirskii Athias-Henriot (Acari: Phytoseiidae)
fueron capaces de regular eficazmente las poblaciones de F. occidentalis y B. tabaci, mientras que
las de M. persicae quedaron completamente fuera de control, provocando el colapso de todas las
plantas. Se ha planteado la posibilidad de que la preferencia de estos antocéridos por los trips se
deba méas a que depredador y presa tienen habitats solapados que a una preferencia inherente a
Orius spp por este tipo de presa (Hansen et al 2003, Baez et al 2004). Sin embargo, el control
efectivo de esta plaga por parte de estas especies se ha demostrado ampliamente en cultivos de
campo e invernadero (Sabelis y Van Rijn 1997, Riudavets y Castafie 1998, Funderburk et al 2000,
Sanchez y Lacasa 2006), asi como también se ha informado de casos fallidos al enfrentarse a
otras presas como la mosca blanca (Ao et al 2008) y especialmente los pulgones (Baez et al
2004, Messelink et al 2011, Messelink y Janssen 2014, Wang et al 2014, Bouagga et al 2018). En
nuestro estudio, sin embargo, se registro una tasa de depredacion significativamente mas alta en
2POL-11 cuando se usaron pulgones como presa, especialmente a altas densidades, sugiriendo
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asi la posibilidad de alternar entre el trips y otras plagas que presumiblemente puedan concurrir en
el cultivo de pimiento. Con todo, Alvarado et al (1997) y Hassanpour et al (2020) informaron de un
numero medio de 17 - 38 pulgones atacados por cada hembra de O. laevigatus de un total de 64
presas ofrecidas a 25 °C, aunque en este caso se utilizaron como presas individuos de A. gossypii
de primer y segundo estadio, que apenas tienen la mitad del tamafio de las ninfas de segundo
estadio de M. persicae usadas en nuestros experimentos (Sampaio et al 2008). De hecho, cuando
Veiga et al (2014) evaluaron la respuesta funcional de O. insidiosus sobre ninfas de cuarto estadio
de dos lineas diferentes de A. gossypii, ya con un tamafio similar a las nuestras, encontraron una
tasa de depredacion méxima de sélo 13-14 pulgones por hembra. Mas concretamente, también se
registraron tasas de depredacion en O. thripoborus H. y O. naivashae P. sobre ninfas de M.
persicae de solo 3 - 5 ninfas al dia (Bonte y de Clercq 2015), valores claramente inferiores a los de
nuestros ensayos con 2POL-11.

Esta ampliacion observada en el rango de presas apropiadas en nuestra poblacion seleccionada
puede responder simplemente a una diferenciacion en la estrategia de alimentacion o simplemente
a una optimizacion a la hora de someter al pulgdn. Los depredadores hemipteros generalistas
suelen atacar a presas moviles: son capaces de detectar movimientos y cazar a presas tan rapidas
como el trips (Eubanks y Denno 2000), mientras que tienden a moverse de forma aleatoria por las
plantas para encontrar presas estacionarias como los pulgones o las moscas blancas (Desneux y
O'Neil 2008). Asi, cabe la posibilidad de que nuestra cepa mejorada haya adquirido una capacidad
optimizada para explorar y alimentarse en las hojas del pimiento ademas de en las flores, y por
tanto lejos del polen que les sirve de suplemento. Esto estaria en linea con la mayor tolerancia a la
inanicion observada en nuestra linea mejorada en comparacidn con las poblaciones comerciales y
silvestres (Mendoza et al, datos pendientes de publicacion). En cualquier caso, es esperable que
la habilidad para detectar, capturar y manipular un determinado tipo de presa (en este caso el
pulgén) varie entre los individuos de una poblacion, por lo que es susceptible de seleccionarse de
forma paralela durante nuestro proceso de mejora para una mayor tolerancia al polen. No en vano,
los individuos tienen que hacer frente a una amplia gama de recursos que pueden variar en su
calidad, cantidad y distribucién (Bolnick et al 2003), de manera que, por ejemplo, la seleccion de
aquellos individuos dotados de un estilete con la capacidad de succionar el polen de forma mas
eficiente podria llevar aparejada una mayor capacidad para someter al pulgdn y alimentarse de él.
Sea como fuere, la naturaleza de la respuesta funcional superior sobre los pulgones observada en
2POL-11 esta aln por desvelarse, lo que abre nuevas vias de investigacion en este sentido.

Dado que la calidad nutricional difiere entre los distintos tipos de presas (Eubanks y Denno 1999),
las presas alternativas pueden complementarse nutricionalmente entre si y formar juntas una dieta
que dé mejores resultados que cada presa por separado (Evans et al 1999). Aunque un insecto
generalista como O. laevigatus muestra preferencia por el trips como presa (por lo que debe estar
siempre incluido en la dieta), cuando éste no es suficientemente abundante se pueden incorporar
a la dieta presas subdptimas como el pulgén. En definitiva, la adquisicion de una dieta mas amplia
podria permitirle a nuestra poblacion mantener una presencia méas estable en el agroecosistema,
cambiando entre tipos de presas a medida que éstas varien en abundancia con el tiempo (Wang et
al 2014), lo cual es una caracteristica valiosa para el control biologico, ya sea para su suelta o para
la conservacion de las poblaciones beneficiosas. Mediante la utilizacién de recursos alternativos,
nuestros depredadores pueden incrementar su densidad al principio de la temporada (Butler y
O'Neil 2007), antes incluso del surgimiento de las plagas, para posteriormente pasar a alimentarse
de la plaga principal (Settle et al 1996).

Partiendo de esta misma base, la mayor capacidad de aprovechamiento de los pulgones por parte
de nuestros insectos seleccionados, abre la posibilidad de utilizar los llamados banker plants o
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plantas reservorio que, inoculadas con el pulgdn del cereal Ropalosiphum padi L., promoverian el
establecimiento a largo plazo de nuestro depredador en el cultivo. Estos sistemas estan muy bien
implementados en el control bioldgico de plagas, toda vez que sus beneficios en la instalacion de
numerosas especies de parasitoides estdn ampliamente documentados (Yano 2006, van Driesche
et al 2008). El precedente mas cercano lo encontramos en el Campo de Cartagena, donde en
2010 se intercalaron lineas de cereal en un cultivo de pimiento ecoldgico para mas tarde infestar el
cereal con pulgones especificos, favoreciendo la instalacién de enemigos naturales de M. persicae
que permitieron su control (Giménez-Marzo 2021). Esta estrategia, junto con la suplementacién de
las sueltas con polen, permitiria no sélo la supervivencia sino también la reproduccion y, por tanto,
la multiplicacion de las poblaciones liberadas en el cultivo. La base de esta estrategia la puso de
manifiesto Holt (1977) al demostrar que la adicién de una nueva presa a un sistema formado por
un depredador y una presa principal permitié incrementar las poblaciones del depredador
compartido, lo que dio lugar a mayores tasas de depredacién sobre ambos tipos de presas. Asi,
ambas presas reducian la abundancia de la otra en el equilibrio, incluso cuando no competian
entre si en absoluto. Este fendmeno se conoce como la hipdtesis de la "competencia aparente”
(Harmon y Andow 2004). En nuestro caso, si la presa afiadida al sistema resulta inocua para la
planta, ésta podria beneficiarse del impacto que aquélla ocasione indirectamente a las poblaciones
de trips a través del incremento provocado en la poblacién del depredador. Pues bien, R. padi
representa la presa no perjudicial ideal ya que, por un lado, no desencadenaria un aumento en los
niveles de la plaga y, por otro, reduciria la dispersion por parte del depredador en ausencia del
trips, en contraposicién a lo que ocurre con el polen (Hulshof et al 2003, Skirvin et al 2007,
Vangansheke et al 2014, Leman y Messelink 2015). De hecho, van Rijn (2002) ya sefialo cierta
reduccion en la asintota de la respuesta funcional cuando se afiadia suficiente cantidad de
alimento alternativo a un sistema formado por el acaro Neoseiulus cucumeris O. y por larvas de F.
occidentalis y polen de Typha latifolia L. como depredador, presa y alimento suplementario,
respectivamente. Del mismo modo, pese a que Calixto et al (2013) no hallaron diferencias cuando
ofrecieron larvas de F. occidentalis a O. insidiosus, ya fuera solas o en combinacién con polen de
abeja, si que informaron de una reduccion significativa en la longevidad de las hembras, lo que a
su vez afectd negativamente a las tasas de depredacion. En cualquier caso, el incremento
significativo de la longevidad con una dieta basada en polen que nuestro proceso de seleccién ha
proporcionado a 2POL-11 (Capitulo 3, Mendoza et al 2020a), sitia a nuestra poblacién mejorada
en una posicion privilegiada a la hora de abordar este tipo de problemas.

La necesidad de recursos alternativos ante una baja densidad de presas en O. laevigatus ya habia
sido constatada como resultado de su baja eficacia (Burgio et al 2004), y también se han descrito
los beneficios de la diversificacién de la dieta en la tasa de desarrollo, asi como en la fecundidad y
en la persistencia del depredador (Wang et al 2014, Montserrat et a/ 2000). Y lo que es més
importante, se ha comprobado que la adicion de recursos alternativos como los dos presentados
aqui (pulgones y polen) consigue mitigar la depredacion intragremial en sistemas combinados de
enemigos naturales (Holt y Huxel 2007), como ocurre con O. laevigatus y A. swirskii, favoreciendo
su coexistencia y, por tanto, reduciendo la presién global de mdltiples especies de plagas sobre los
cultivos. Resulta entonces crucial dilucidar el impacto potencial del manejo del polen y de los
pulgones como alimentos suplementarios en nuestra raza mejorada, tanto en sus parametros de
respuesta funcional como en sus interacciones con otros enemigos naturales, cuando se alimentan
de sus presas favoritas. No en vano, Schausberger y Croft (2000) ya teorizaron acerca de la
posibilidad de que la especializacion de la dieta pueda afectar a la agresividad y a la preferencia
de presas en el contexto de las relaciones intragremiales. En cualquier caso, este es un tema que
se trata de forma especifica en el Capitulo 6 de esta tesis.
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Teniendo en cuenta lo anterior, se puede pensar en nuestra linea seleccionada de O. laevigatus
como una valiosa herramienta de control integrado de plagas que se puede implementar de forma
eficaz en cultivos productores de polen, pero también en cultivos menos o no productores de
polen, todo ello a través de estrategias de suplementacion con polen o por medio del empleo de
plantas reservorio de pulgones. De hecho, Dissevelt et al (1995) observaron una diferencia clara
en el desarrollo de las poblaciones de varias especies de Orius en cultivos productores de polen,
como la fresa, la berenjena, el pimiento 0 el meldn, en comparacion con otros cultivos sin polen,
como el pepino o el crisantemo. Por otro lado, van Rijn y Sabelis (1997) describieron cémo los
antocéridos se vuelven por lo general mas abundantes en periodos de mayor disponibilidad de
polen. Ademas, en el cultivo de crisantemo, el polen de Typha frecuentemente se espolvorea
como fuente de alimento adicional para favorecer la coexistencia de acaros depredadores como
estrategia de control del trips F. occidentalis (Skirvin et al 2006, Hoogerbrugge et al 2008). Y en los
cultivos de pepino en los que las plantas macho vy, por tanto, la disponibilidad de polen son
escasas, se ha propuesto también afiadir alimento suplementario como presas alternativas o polen
para mejorar la eficacia de los enemigos naturales (Messelink et al 2014, Oveja et al 2016). Estos
ejemplos podrian suponer un buen precedente para la aplicacion de nuestra linea mejorada de
Orius tolerante al polen en este tipo de cultivos, asi como su coexistencia con A. swirskii. No en
vano, cuando se libera al orius en un cultivo ya establecido, éste se distribuye normalmente en
focos, por lo que el alimento también podria proporcionarse localmente en estos mismos focos
donde se sueltan los depredadores. Esto permitiria a los antocéridos acaparar el alimento y reducir
el riesgo de que éste acabe dando lugar a un aumento en la poblacién de la plaga, como sugieren
van Rijn et al (2002).

Por ultimo, las elevadas tasas de depredacion de nuestro estudio (hasta 30 larvas de trips por
depredador y dia en 2POL-11) pueden explicarse por la relativa sencillez del entorno de bisqueda
empleado. Como se discutié en el Capitulo 4, los estudios de Isenhour y Yeargan (1981) apoyan
esta idea, en tanto que encontraron una menor tasa de depredacion cuando se ofrecian trips a O.
insidiosus en superficies de hojas mas grandes (65 cm?) que en otras mas pequefias (3.8 cm2). En
nuestro estudio, un escenario a tan pequefia escala como los viales de plastico, puede tener poca
similitud con determinados experimentos desarrollados en condiciones naturales. Efectivamente,
este pequefio escenario experimental pudo acelerar la eficacia de busqueda de los depredadores,
permitiéndoles atacar repetidamente a presas que inicialmente pudieran escapar (Rehman et al
2020). Estos valores son, por tanto, cuestionables a la hora de generar buenas representaciones
de los niveles medios de depredacién natural y deberian, por eso, interpretarse con cautela,
teniendo en cuenta las nulas posibilidades que tienen los trips de evitar la depredacién (Kareiva
1990). Sin embargo, Béez et al (2004) encontraron que la depredacion ocurre casi en su totalidad
(87 - 100%) en el interior de la flor, y por tanto en un area natural de pequefio tamafio. Ademas,
los antocédridos de nuestros experimentos mataron a sus presas sin consumirlas completamente,
aunque éste es un comportamiento muy comun en los antocoridos, € incluso se ha sugerido que
aumenta su eficacia como ACBs (Isenhour y Yeargan 1981, de Clercq y Degheele 1994). Con
todo, insistimos en el valor de nuestros resultados como primer paso para estimar la capacidad
depredadora de una linea mejorada como la nuestra, aunque recomendamos que se lleven a cabo
mas estudios en esta linea.

En conclusién, nuestra poblacion seleccionada para un mejor rendimiento con polen, lejos de
mostrar coste ecoldgico alguno en la capacidad depredadora como resultado de nuestro proceso
de seleccion, presenta caracteristicas mejoradas como depredador generalista en comparacion
con una poblacién comercial tan contrastada como la de Agrobio. La respuesta funcional obtenida
en presencia de su presa preferida, el trips de las flores tanto en su forma larvaria como en su
estado adulto, es similar o incluso superior en nuestra linea de insectos. Pero la principal ganancia
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adquirida a través del proceso de mejora llevado a cabo es un rango de presas mas amplio,
atendiendo al rendimiento significativamente mejorado de la poblacion seleccionada cuando se le
suministra una presa a priori menos adecuada como es el pulgon. Este atributo, junto con el
rendimiento superior con una dieta basada exclusivamente en polen, hace que nuestras lineas
mejoradas sean menos dependientes de la densidad de su presa principal, lo que ofrece ventajas
tanto a nivel agronémico como desde el punto de vista industrial. En primer lugar, permite un
establecimiento mas eficaz al inicio del cultivo del pimiento y una mayor resistencia frente a
situaciones de reduccién en los niveles de poblacién del trips, asi como una coexistencia mejorada
con otros enemigos naturales. En segundo lugar, su aplicacién es aprovechable en el manejo de
cultivos en los que la produccién de polen es escasa o nula, como el pepino y el crisantemo, en
este caso asistida por una suplementacion con banker plants de pulgones o con polen de abeja.
Finalmente, teniendo en cuenta la menor dependencia de un alimento altamente nutritivo como
son los huevos de Ephestia, la cria a gran escala en biofabricas de nuestra linea seleccionada
podria suponer un ahorro sustancial también para los proveedores comerciales. Sin embargo, son
necesarios nuevos estudios en condiciones de semicampo y de campo antes de su uso extensivo
en cultivos comerciales.
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Importancia de la diversificacion de la dieta
en la coexistencia entre Orius laevigatus y
Amblyseius swirskii: alternancia de presas y
depredacion intragremial

Omnivores obtain resources from more than one trophic level, and choose their food based
on quantity and quality of these resources. Because of that, they usually engage in intraguild
predation relationships when prey are scarce. Minute pirate bugs Orius laevigatus are an
example of omnivores that become superior predators of the predatory mites Amblyseius
swirskii when they are released in a combined system under low levels of the preferred prey,
the western flower thrips Frankliniella occidentalis. Here we test two genetically enhanced O.
laevigatus strains for a bigger size and a better fitness feeding on pollen (BIG30 and 2POL-
11, respectively), hence with a wider dietary diversification, to elucidate the potential effects
on prey preference and intraguild predation on the predatory mite, in comparison with a
commercial population. To do that, predation rates were registered on adult phytoseiids solely
or in a choice situation at different availability ratios of adult western flower thrips under
laboratory conditions. The effect of pollen as supplemental food on intraguild predation and
prey preference was examined, too. We found that the two of our enhanced lines killed up to
9% less predatory mites and fed preferably on adult thrips, compared to the population
commercially available. While BIG30 showed a significantly higher total predation rate, killing
up to 150% more adult thrips than expected as a consequence of the bigger size acquired,
2POL-11 is defined as an efficient resources exploiter, since its ability to effectively switch
between different prey and pollen allows it to evade adult thrips defenses with little need to
engage in intraguild predation. Pollen supplementation had a significant effect on reducing
intraguild predation, but only for 2POL-11 the influence on prey preference was significant.
The theory of intraguild predation and the impact of prey switching on food webs and
biological control strategies are also discussed.

L a omnivoria es una estrategia de alimentacidn que reporta al chinche Orius lagvigatus Fieber
(Hemiptera: Anthocoridae) una ventaja diferencial frente a otros depredadores al permitirle
permanecer durante mas tiempo en el cultivo, evitando una acumulacion rapida posterior de las
poblaciones de plagas (Coll 1998, Eubanks y Denno 2000, van Rijn et al 2002). Sin embargo,
cuando los niveles de plaga se reducen y se espera que los depredadores omnivoros que se
alimentan de los recursos vegetales de los que dispone en el cultivo, como el polen o el néctar,
expresen su condicion diferencial, éstos tienden sin embargo a intensificar algunas interacciones
competitivas que van en detrimento del control bioldgico, atacando y consumiendo ya sea a sus
congéneres (canibalismo) o a otros depredadores (depredacion intragremial, DIG). En concreto,
esta ultima situacion se da en el ya mencionado sistema combinado ampliamente utilizado en el
control biologico de las plagas clave del pimiento de invernadero: el trips Frankliniella occidentalis
Pergande (Thysanoptera: Thripidae) y la mosca blanca Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera:
Aleyrodidae). Dicho sistema esta formado por el propio O. laevigatus y por el acaro depredador
Amblyseius swirskii Athias-Henriot (Acari: Phytoseidae) (Chambers et al 1993, Ramakers et al
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1993, Bragdsgaard 2004, Shipp y Ramakers 2004, Chow et al 2008, Weintraub et al 2011, Bouagga
et al 2018), aunque ambos son depredadores generalistas con un amplio rango de presas, como
ya se comenté en el Capitulo 1 de esta tesis. En lo que respecta al trips de las flores, O. laevigatus
es capaz de alimentarse tanto de la larva como del individuo adulto, mientras que A. swirskii mata
principalmente a las larvas de primer estadio de esta plaga (Wimmer et al 2008), aunque es mas
eficaz que otros acaros fitoseidos disponibles comercialmente para el control de F. occidentalis en
pepino (Messelink et al 2006), pimiento (van Houten et al 2005) o rosa (Pijnakker y Ramakers
2008). Como hemos visto, numerosos estudios de laboratorio han corroborado la compatibilidad
entre ambos depredadores, afirmando que la depredacion intragremial no solo no perjudica sino
que incluso puede beneficiar al control bioldgico (Wittmann y Leather 1997, Weintraub et al 2011),
mientras que en otros se notificd un efecto negativo claro para dicha coexistencia (Magalhaes et al
2004, Chow et al 2010, Buitenhuis et al 2015), apoyados en la condicion de O. laevigatus como
depredador superior o depredador intragremial (depredador IG) sobre A. swirskii, el cual, a su vez,
se comporta como depredador intermedio o presa intragremial (presa IG). Asi, ante una baja
densidad de presas, A. swirskii sufre tanto depredaciéon como competencia por parte del chinche,
mientras que O. laevigatus sblo se ve afectado por la competencia con el fitoseido a la hora de
compartir a los estadios mas jovenes del trips como presas. Esto, como ya se coment6 en el
Capitulo 1, tiene como consecuencia un perjuicio claro para la coexistencia y, por tanto, para la
eficacia del control biologico de esta plaga (Rosenheim et al 1995, Rosenheim 1998, Symondson
et al 2002, Janssen et al 2007). Por lo tanto, es probablemente inapropiado tratar la verdadera
omnivoria y la DIG como fendmenos ecoldgicos separados, como se ha hecho en el pasado, ya
que en muchos casos ambas interacciones son expresiones de un unico fenémeno subyacente de
depredadores con una dieta diversificada (Shakia et al 2009).

Aun asi, Weintraub et al (2011) demostraron que la suelta simultdnea de A. swirskii y O. laevigatus
es capaz de proporcionar niveles similares de control de trips con tasas de suelta de antocoridos
mas bajas que cuando se libera sélo a estos Ultimos. De hecho, como se comento en el Capitulo
1, esta estrategia de suelta combinada se sigue recomendando en la actualidad y se encuentra
perfectamente implementada en los programas de control integrado del pimiento de invernadero,
especialmente debido al mayor control de la mosca blanca, con el fin de minimizar la transmision
de virus (Calvo et al 2012). Ademas, existen evidencias claras de que un alimento no-presa como
el polen consigue suavizar la DIG y también el canibalismo (Leon-Beck y Coll 2007, Lundgren
2009, Calabuig et al 2018, Marcossi et al 2020), mejorando la supresidn de las poblaciones de la
plaga al reforzar a los depredadores y al mismo tiempo promoviendo la co-supresion de la plaga
por parte del depredador IG y la presa |G, y permitiendo incluso la eliminacion total del recurso
compartido, en este caso el trips (Daugherty et al 2007, Delisle et al 2015, Ghasemzadeh et al
2017). En este contexto, los resultados de Calabuig et al (2018) sugieren que el polen de Typha
angustifolia L. es adecuado para mitigar estas interacciones negativas entre acaros depredadores
generalistas como Euseius stipulatus Athias-Henriot e Amblyseius degenerans Berlese (Acari:
Phytoseidae) tanto entre si como sobre huevos de Aphidoletes aphidimyza Rondani (Diptera:
Cecidomyiidae). En la misma linea, Onzo et al (2005) determinaron que la adicion de niveles
abundantes de polen de maiz aumentaba la supervivencia y la reproduccion de Typhlodromalus
manihoti Moraes y Euseius fustis Pritchard (Acari: Phytoseidae), y reducia la DIG entre ellos hasta
niveles minimos. También encontraron un efecto positivo del polen de maiz no sélo en las
interacciones entre ambos depredadores, sino también en la supresiéon de las densidades de
poblacién de la presa en experimentos de invernadero.

El grado de especializacion trofica y el tamafio corporal relativo son los dos factores que mas
influyen en la frecuencia y las direcciones de la DIG (Polis et al 1989). No en vano, la DIG con
frecuencia esta dirigida preferentemente hacia los competidores potenciales mas cercanos del
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depredador (es decir, aquellos con mayor solapamiento de recursos), y no hay que olvidar que
ambos depredadores en el sistema que nos ocupa, A. swirskii y O. laevigatus, comparten recursos
como son el polen o los estadios mas jovenes del trips. Ya sea por la similitud del nicho o como
resultado de una seleccién directa para alimentarse de estos recursos, sin duda el encuentro entre
ambos depredadores se torna tipicamente frecuente. En este contexto, Daugherty et al (2007)
modelizaron una coexistencia entre ambos enemigos naturales muy limitada en caso de que al
depredador |G se le suplementase con un alimento de origen vegetal como el polen, arguyendo
que esta forma de alimentacion tiende a excluir tanto a la presa IG como al herbivoro. Tal vez por
esta razén o quizas por la dindmica espacial, Shakia ef al (2009) evidenciaron que la DIG entre O.
laevigatus (depredador IG) y el fitoseido Neoseiulus cucumeris Oudemans (presa IG) crecia en
intensidad en presencia de polen al pasar de experimentos en escenarios simplificados a otros con
planta completa, consumiendo ambos depredadores significativamente mas trips en ausencia de
polen que en su presencia. En vista de ello, resulta todavia mas necesario un amplio estudio de
depredacién intragremial con nuestra cepa de O. laevigatus tolerante al polen, 2POL-11, para
evaluar la coexistencia con A. swirskii en condiciones de escasez de presas, dado su elevado
rendimiento cuando se alimenta exclusivamente de polen.

Por otro lado, la mayor parte de la DIG se produce en sistemas con poblaciones estructuradas por
tamario por parte de depredadores generalistas que suelen ser mas grandes que sus presas
intragremiales (Polis et al 1989). Y como hemos visto en el Capitulo 4 de esta tesis, un depredador
de mayor tamafio como los de nuestra raza mejorada BIG30 presenta, por un lado, una capacidad
depredadora significativamente mas alta, lo que al mismo tiempo podria resultar en una DIG mas
intensa sobre A. swirskii, dada la diferencia de tamafio entre ambos depredadores; y por otro,
precisamente por su elevada voracidad, puede sufrir una diversificacion en su dieta, incurriendo en
una mayor DIG. Al mismo tiempo, un consumidor hambriento puede moverse mas y entrar en
contacto con los depredadores IG con mas frecuencia. Por todo ello, seria interesante poner a
prueba un modelo de interaccion entre ambos depredadores asi como en un sistema tritréfico que
incluya al trips adulto como presa extragremial, lo que nos permitiria evaluar también la preferencia
de nuestro insecto por una presa de mayor tamafio en este caso, dado el mayor requerimiento
nutricional de nuestra raza para alcanzar un mayor tamafio. Por este mismo motivo, resultaria
también muy interesante valorar cualquier variacién potencial en la omnivoria de BIG30 como
resultado del proceso de seleccion, comprobando el efecto de la adicion de polen en la capacidad
depredadora y/o en la preferencia por el &caro depredador o el trips de las flores.

Materiales y métodos

Cria de insectos y acaros depredadores

Las poblaciones mejoradas de O. laevigatus para un mayor tamafio corporal y una mejor
adaptacioén al polen, en adelante BIG30 y 2POL-11, respectivamente, se obtuvieron a través de un
elaborado proceso de seleccion y a continuacion se criaron con huevos congelados ad libitum de
Ephestia kuehniella Zeller como se explica en Mendoza et al (2020a y 2020b) y en los Capitulos 2
y 3 de esta tesis. Como referencia o control se usd una poblacién comercial procedente de Agrobio
SL (Almeria, Espafia, ORIcontrol®, en adelante Agrobio). Todas las poblaciones de depredadores
se mantuvieron en condiciones controladas a 26 £ 1 °C, 70 £ 10% HR y fotoperiodo 16:8 L: O.

Agrobio SL proporcioné también una poblacion de A. swirskii de origen comercial (SWIRScontrol®)
para los bioensayos de DIG, tanto para aquellos sin la opcion de eleccion como para los de
ensayos de alternancia de presas. Para llevar a cabo estos ultimos, se suministraron adultos
jovenes sincronizados de F. occidentalis (de 15 a 17 dias de edad) procedentes de un sistema de
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cria establecido en la Universidad Politécnica de Cartagena (UPCT), que consistia en varias
poblaciones de campo recolectadas originalmente en invernaderos de produccion ecoldgica del
sureste de Espafia entre 2009 y 2010 y luego mezcladas como se explica en Guillén et al (2014).

Bioensayos sin eleccion de presa

Con el fin de evaluar la DIG de O. laevigatus sobre A. swirskii, se transfirieron 3, 5, 10 y 30 acaros
adultos a viales de plastico de 5 mL junto con una seccion rectangular (30 x 5 mm) de hoja de
pimiento en su interior y cubiertos por una tapa cuidadosamente perforada. Transcurridas 24 horas
de exposicién de los adultos de O. laevigatus a los acaros y tras 24 horas de ayuno, se introdujo
una sola hembra de Orius dentro de cada vial. Se evaluaron 20 réplicas por poblacion de O.
laevigatus (BIG30, 2POL-11 y Agrobio) y dosis, la mitad de ellas suplementadas con polen
deshidratado comercial de abeja pulverizado (Hijas del Sol®, en adelante polen) y la otra mitad sin
polen. Para los bioensayos, limitamos la variacién entre acaros machos y hembras seleccionando
adultos de tamario similar, aproximadamente 24 horas después del suministro por parte de la casa
comercial. También se evalu6 una dosis control para comprobar la supervivencia de los fitoseidos
en ausencia del depredador. Después de 24 horas, se registré el nimero de presas intragremiales
muertas, congelando y midiendo a continuacién el ancho del pronoto de las hembras de Orius por
medio de un microscopio binocular dotado de un micrémetro dptico, a 50 aumentos.

Bioensayos de alternancia de presas

Un requisito previo al estudio del comportamiento de alternancia de presas por parte de un
depredador es evitar grandes cantidades de cada tipo de presa. Una vez que determinamos el
rango adecuado de densidades de presas a utilizar en los estudios de alternancia a partir de la
evaluacion de la depredacién sobre F. occidentalis y A. swirskii, se evalu la alternancia de presas
ofreciendo a nuestras hembras diferentes proporciones de trips y fitoseidos. Para cada poblacion
de O. laevigatus examinada, utilizamos un protocolo similar al seguido en los experimentos sin
eleccion, y expusimos hembras individuales de O. laevigatus durante 24 horas a las siguientes
proporciones de presas: 5 F. occidentalis y 15 A. swirskii (proporcion 1:3), 10 F. occidentalis y 10
A. swirskii (proporcién 1:1), 15 F. occidentalis y 5 A. swirskii (proporcion 3:1), con y sin suplemento
de polen. Primero se transfirié el nimero necesario de trips adultos y luego de acaros adultos a
cada vial de plastico junto con un corte rectangular de hoja de pimiento en su interior. En la mitad
de los viales se espolvored polen en el fondo. A continuacion, se liberé una hembra de orius en
cada vial y se colocd una tapa perforada para evitar que los artrépodos escaparan. 24 horas mas
tarde se comprob6 el nimero de presas muertas en cada vial y se procedié a la congelacion de los
insectos para su medicion a 50 aumentos. Se completaron 10 réplicas por ratio de presas y por
tratamiento de suplementacion para Agrobio, BIG30 y 2POL-11 (n = 180 chinches). El control
consistié en las mismas tres series de diferentes ratios de presas y con ambos tratamientos de
suplementacion pero sin hembras de orius (10 repeticiones en cada caso).

Analisis estadistico

En lo que respecta a los bioensayos de alternancia de presas, se siguié el modelo nulo o "sin

alternancia” (en inglés, Null or “no-switch” model) para un sistema formado por dos especies de

presas (Murdoch, 1969) segun el cual:
C-Fy

1-F;+C-F;

(1)
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donde F; es la proporcién de la especie presa numero 1 (en nuestro caso, F. occidentalis) en el
entorno, Py es la proporcion de la especie de presa 1 entre todas las presas consumidas por el
depredador, y C es una medida de la preferencia del depredador por la especie de presa 1, que
viene dada por:

Pl _ N,/N,

2
Hy/Hy ()

donde H; y H. son, respectivamente, el numero de presas de las especies 1 (F. occidentalis) y 2
(A. swirskii) presentes en el entorno (presas ofrecidas), y Ns y N2 son las cantidades realmente
consumidas (presas atacadas) por las hembras de O. lagvigatus. Si no se produce alternancia de
presas, C es constante y puede predecirse para cualquier proporcion de Hi/H.. Si la preferencia
del depredador no es constante, sino que varia con la disponibilidad de presas o las tasas de
encuentro, se espera que C aumente a medida que H+/H: disminuya. Por lo tanto, si se da la
alternancia, la proporcion observada de F. occidentalis entre todas las presas muertas sera mayor
que la esperada cuando esa especie sea mas abundante y, en consecuencia, menor cuando no
sea tan habitual.

Conviene estimar C cuando ambas clases de presas estan igualmente disponibles, Hy = Ha. Asi,
para cada repeticion del conjunto de ensayos 1:1, estimamos un valor de P; sustituyendo C en la
Ecuacion 1. Estas estimaciones se utilizaron para calcular el niumero esperado de adultos de F.
occidentalis entre todas las presas muertas en cada réplica de los conjuntos de ensayos 5:15 y
15:5. Siguiendo el procedimiento estadistico descrito en Chow y Mackauer (1991), se calcularon
los valores de P; y se compararon los numeros observados de F. occidentalis muertos con los
numeros pronosticados a partir del modelo nulo o "sin alternancia”.

Los datos sobre las tasas de depredacion de las tres poblaciones ensayadas a diferentes
densidades de trips adultos se extrajeron de los ensayos sin eleccidn discutidos en capitulos
anteriores de esta tesis (BIG30: Capitulo 4; 2POL-11: Capitulo 5; Agrobio: Capitulo 5) para
compararlos con los resultados de nuestro modelo nulo o "sin alternancia”.

Se realizaron test de regresidn simple entre la proporcién de acaros muertos y la anchura del
pronoto para determinar la influencia del tamafio de las hembras en la DIG. Se comprobd la
normalidad de los recuentos y las proporciones mediante la prueba de Shapiro-Wilk, y la
homogeneidad de la varianza (homocedasticidad) mediante un test de Levene. Dado que no se
cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad, se utilizaron las pruebas de rango con
signos de Wilcoxon para comparar los nimeros observados de trips muertos con los numeros
previstos por el modelo "sin alternancia”. Las diferencias en las tasas de depredaciéon se
sometieron a un andlisis de la varianza (ANOVA) multifactorial con la poblacion de O. laevigatus, el
tratamiento con polen y la densidad de &caros como variables independientes. Los recuentos y las
proporciones de todas las poblaciones evaluadas y de ambos tratamientos se transformaron en
sus valores de raiz cuadrada y arcoseno, respectivamente, para cumplir con los supuestos de
normalidad e igualdad de varianzas. Las diferencias entre poblaciones en cuanto a la anchura del
pronoto se determinaron mediante un ANOVA de un factor. Por Gltimo, se utilizé un ANOVA de un
factor para comparar el nimero de presas muertas recuperadas de los controles. Para todos los
andlisis se utilizaron test de comparaciones multiples (HSD) de Tukey (Sokal y Rohlf 1995) para
p < 0.05, resolviendo asi las diferencias entre medias por pares. Las hembras muertas se
excluyeron del analisis.
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Las curvas referidas al nimero de fitoseidos consumidos por O. laevigatus a diferentes densidades
de presa se representaron con el software Excel y se compararon con las discutidas en los
capitulos 4 y 5 de esta tesis para trips adultos.

Resultados

Bioensayos sin eleccion de presa

La densidad de acaros tuvo una influencia significativa en la tasa de depredacion de las hembras
de O. laevigatus en condiciones de laboratorio (ANOVA multifactorial: F=29.62, g/ = 3 /239, p <
0.001). De hecho, la tasa de depredacion se incrementaba a medida que aumentaba el nimero de
acaros ofrecidos a cada hembra independientemente de la poblacion ensayada (interaccion
densidad-poblacién: F = 1.79, gl = 6 / 239, p = 0.102) y de la disponibilidad de polen como
suplemento alimenticio (interaccién densidad-polen: F=2.02, g/ = 3 /239, p = 0.111) (Tabla 6.1).
Por otro lado, el empleo de polen como suplemento tuvo también un efecto significativo en la DIG
(F=16.60, g/ = 11239, p <0.001), siendo ésta inferior en presencia de polen que en ausencia del
mismo. Aunque dicha reduccion también se observé para las tres poblaciones bioensayadas
(interaccidn poblacion-polen: F=2.05, g/ =2/ 239, p = 0.131), ésta fue especialmente relevante en
el caso de la poblacion tolerante al polen, 2POL-11, para la que se registré una disminucién de
hasta un 43% en la DIG al suministrar polen junto con la dosis mas alta de &caros (30 individuos
por hembra) (Tabla 6.1). Sin embargo, el principal resultado de nuestros bioensayos sin eleccién
de presa es la diferencia en la tasa de DIG en funcién de la poblacién ensayada (F = 38.40, g/ =
21239, p < 0.001). Asi pues, si no tenemos en cuenta la densidad de fitoseidos, mientras las
hembras de la poblacién comercial (Agrobio) depredan al 53% de los acaros que se les presentan,
las de la poblacion mejorada para un tamafio mas grande superan el 70% de depredacion, y en
cambio las hembras de la poblacion adaptada a la escasez de presas no alcanzan el 40%. Estos
resultados estan en concordancia con la diferencia en el tamafio medio registrado para las
hembras de cada una de estas poblaciones (ANOVA de un factor: F=105.77, gl = 2/ 239, p <
0.001), con una anchura media del pronoto de 0.747 (0.742-0.753) mm para 2POL-11, 0.777
(0.771-0.782) para Agrobio y 0.829 (0.824-0.835) para BIG30. De acuerdo con ello, y apoyado por
el coeficiente de correlacion obtenido (0.608), se podria determinar que la DIG es relativamente
dependiente del tamafio del depredador (R? = 36.9 %, p < 0.001).

Por otro lado, la mortalidad de A. swirskii fue muy baja en los controles. Es mas, el nimero medio
de &caros depredados recuperados de los controles (sin polen: media * error estandar = 0.63
0.15, con polen: 0.53 + 0.18, n = 10) fue, en promedio, de un 11 a un 12% de los numeros
observados en los tratamientos con una hembra de Orius y 10 &caros por repeticion. Por tanto, se
puede aseverar que la mortalidad de los fitoseidos se debe casi en su totalidad a la depredacién
por parte de las hembras de O. laevigatus.

Bioensayos de alternancia de presas

Generalmente, las hembras de O. laevigatus muestran una preferencia clara por A. swirskii frente
a los adultos de F. occidentalis, ya que aunque tienden a decantarse por la presa que se muestra
en mayor proporcidn, cuando el ratio de ambas presas es 10:10, el antocérido mata un nimero
significativamente mayor de fitoseidos que de adultos de trips (Figura 6.1). Esto es lo que se
observd para la poblacién comercial suministrada por Agrobio tanto en ausencia como en
presencia de polen como alimento suplementario. De hecho, cuando los adultos de F. occidentalis
se ofrecen a la hembra de Agrobio como presa mayoritaria (ratio 15:5), éstas depredaban un 47 -
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52% menos trips de los esperados segun el modelo nulo o sin alternancia de presas (Tabla 6.2), lo
que demuestra una mayor preferencia por el acaro fitoseido. En cambio, para las poblaciones
mejoradas de O. laevigatus se observd un patréon de conmutacion muy diferente entre ambas
especies de presa (Figura 6.1).

Tabla 6.1. Numero de presas consumidas (media £ error estandar) por hembra de O. laevigatus al
alimentarse de varias densidades de A. swirskii (AS), con o sin polen como suplemento.

N° de acaros consumidos / ¢ - 24 h (media % error estandar)

Densidad Sin polen Con polen
depresa  Agrobio 2POL-11 BIG30 Agrobio 2POL-11 BIG30
3 25+0282 23+0.282 28+(0.1Ca 24+0282 11102/ 25+0.28

5 40+£03%® 27+0.382 42+0.2% 29+0482 1.7+£03% 40£0.3%®
10 6.6+£04C 42+068% 7.1+£03C 45+£05% 25+05% 6.6+04C
30 15.9+£0.9% 124 +0.88% 16.9 +0.5¢ 13.0£1.08c 7.4 +£0.5% 15.9+0.9%

Los valores seguidos de diferente letra miniscula en la misma columna (diferencias entre densidades) y
diferente letra mayuscula en la misma fila (diferencias entre poblaciones) son significativamente diferentes
(prueba de Tukey, p < 0.05).

Asi pues, en el caso de la poblacion tolerante a la alimentacion sin presa, 2POL-11, ya se observa
una alternancia mas clara entre ambos tipos de presa que en Agrobio en ausencia de polen, ya
que no se observaron diferencias significativas en la tasa de depredacién sobre ambas cuando se
suministraban en la misma proporcion, tendiendo claramente hacia la especie mas abundante en
cada caso (Figura 6.1). Sin embargo, el sorpasso de la depredacion intragremial a una mayor
depredacién extragremial en 2POL-11 con respecto a lo que ocurria en Agrobio tuvo lugar al
suplementar la alimentacién con polen. Y es que, aunque la adicion de polen no se tradujo en un
aumento en la tasa de depredacion observada sobre trips adultos en relacién a lo esperado seguin
el modelo nulo (Tabla 6.2), al comparar las cifras de trips y fitoseidos atacados en un ratio 10:10 se
observé un valor significativamente mas bajo para estos Ultimos. Asi pues, la proporcién de acaros
fitoseidos muertos respecto del total de presas fue significativamente méas baja entre las hembras
tolerantes al polen que entre las hembras de las otras dos poblaciones bioensayadas (ANOVA
multifactorial: F=15.05, g/=2/179, p <0.001), con un 30% de &caros atacados y consumidos por
estas hembras frente al 45-46% de &caros atacados por las de Agrobio y BIG30. También se ha
observado un efecto significativo de la adicién de polen en la DIG en esta poblacién (F=6.33, gl =
21179, p <0.05), de manera que cuando a las hembras tolerantes al polen se les proveia de este
alimento como suplemento, la tasa de depredacion sobre los fitoseidos se reducia en un 9%.

En el caso de la poblacién con un tamafio mejorado, BIG30, se observé una clara preferencia por
parte de las hembras de Orius hacia la presa extragremial tanto en presencia como en ausencia
de polen como alimento suplementario (Figura 6.1). Sin embargo, al contrario de lo que ocurria en
la poblacién tolerante al polen en presencia de dicho alimento suplementario, la preferencia
superior por el trips no vino motivada por un descenso en la intensidad de la DIG con respecto a lo
que ocurria en la poblacién comercial, sino por un aumento diferencial en la tasa de depredacion
sobre el trips adulto (F=77.71, gl = 2/177, p < 0.001). Por un lado, sus hembras depredaban entre
dos y tres veces mas trips adultos que las otras dos poblaciones ensayadas cuando ambas presas
estaban en la misma proporcién. Ademas, unicamente para esta poblacion se alcanzé un nivel de
depredacidn sobre el trips adulto similar al esperado segun el modelo nulo o sin alternancia de
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presas a la densidad mas alta de la plaga (Tabla 6.2). Finalmente, incluso cuando el trips era la
especie menos abundante del sistema combinado (ratio 5:15), las hembras de BIG30 depredaban
entre un 142 y 150% més que lo esperable segun dicho modelo propuesto por Murdoch (1969). En
definitiva, la capacidad depredadora total de las hembras de BIG30, con una anchura del pronoto
significativamente mayor y por lo tanto mas grandes que las de Agrobio o 2POL-11 (F = 107.85,
gl = 2/177, p < 0.001), es también significativamente la més alta de las registradas en nuestros
ensayos (ANOVA multifactorial: F = 128.03, g/ = 2/179, p < 0.001) (Figura 6.2), siendo en todo
caso mas baja en presencia de polen como suplemento alimenticio (F= 8.57, g/ = 1/179, p < 0.01).
Tal es asi que, ante una situacion de eleccion entre una presa IG y el adulto de su presa favorita,
las hembras de la poblacién mejorada para un tamafio mas grande consumen practicamente el
doble de presas que las de las otras dos poblaciones evaluadas (13.7 frente a 7.6 - 7.7 presas al
dia). Pero ademas, la proporcion de trips adultos en este consumo total es significativamente mas
alta en BIG30 (44%) que en Agrobio (15%) o 2POL-11 (22%) (ANOVA multifactorial: F = 77.86,
gl = 2179, p < 0.001), demostrandose asi la mayor preferencia de esta raza mejorada por los
adultos del trips de las flores.

Al comparar los resultados de estos experimentos con los obtenidos en ensayos en los que se
presenta a las hembras un solo tipo de presa, ya sean acaros fitoseidos (apartado anterior de este
capitulo) o trips adultos (capitulos 4 y 5 de esta tesis), se observa una diferencia fundamental entre
nuestras razas mejoradas y la poblaciéon comercial (Figura 6.3). A pesar de que el consumo total
de presas es significativamente mas alto en todos los casos cuando se les presentan ambas
especies a la vez que de forma separada, tanto en presencia como en ausencia de polen como
suplemento, las hembras de Agrobio ven reducida la tasa de ataque sobre el trips cuando éste es
suministrado en una mezcla de presas, mientras que el consumo de fitoseidos se mantiene
aproximadamente al mismo nivel. En cambio, tanto en el caso de 2POL-11 como sobre todo en el
de BIG30, las hembras optan por la DIG en menor medida cuando tienen la opcion de elegir entre
el &caro depredador y el trips adulto, mientras que la intensidad depredadora sobre este ultimo se
mantiene muy alta a pesar de tener la opcién de elegir a la presa IG.

No se observaron diferencias significativas en la mortalidad de los controles ni entre ambos tipos
de presas (prueba de rango con signos: n = 259, Z = 16513.0, p = 0.665), ni entre las distintas
combinaciones de presas evaluadas (ANOVA multifactorial, A. swirskii: F = 2.26, gl = 1179, p =
0.108; F. occidentalis: F = 1.69, gl = 1/179, p = 0.18), ni entre ambos tratamientos con polen
(ANOVA multifactorial, A. swirskii: F = 0.36, gl = 1/179, p = 0.548; F. occidentalis: F = 0.01, gl =
11179, p = 0.904). En todo caso, la mortalidad tanto de &caros fitoseidos como de adultos de trips
rondé el 2.85% del total de presas, valores practicamente despreciables en comparacion con los
registrados en presencia de la hembra de O. laevigatus.

Discusion

De acuerdo con el modelo de Murdoch (1969), la alternancia de presas (en inglés, prey switching)
hace referencia a un cambio de menos a mas, respecto de un valor esperado, en la proporcion de
presa consumida por un depredador a medida que la abundancia relativa de esa presa aumenta.
Dicha alternancia es frecuente en el caso de depredadores moviles que se alimentan en diversos
parches en los que existe una variacién en la proporcion de presas disponibles, como es el caso

de O. laevigatus, un insecto con muy buena capacidad de dispersion en el cultivo, polifago y que
se alimenta con mucha frecuencia (Malais y Ravensberg 2003).
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Figura 6.1. Numero de adultos (media + error estandar) de Frankliniella occidentalis (FO, lineas
discontinuas) y A. swirskii (AS, lineas sélidas) consumidos por una sola hembra de O. laevigatus
de variedades comerciales (Agrobio, arriba) y seleccionadas (2POL-11, centro; BIG30, abajo) en
una situacion de eleccion con diferentes proporciones de presas (FO: AS), con (derecha) o sin
(izquierda) polen. Para cada proporcion de presa, diferentes letras indican diferencias significativas
(prueba de rango con signos de Wilcoxon, p < 0.05).
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Tabla 6.2. Numero observado y esperado de adultos de F. occidentalis (FO) consumidos,
recuperados tras 24 horas de contacto con hembras aisladas de O. laevigatus, en diferentes
proporciones de F. occidentalis y A. swirskii (AS), con o sin polen como suplemento.

N° de adultos de F. occidentalis
consumidos / @ - 24 h
(media + error estandar)

Ratio de
Population presas Observado Esperado Z gl Probabilidada
(FO:AS)
Adrobio 5:15 200+£030 090+0.08 180 18 p<0.05
i 1010 270+037
15:5 520+042 9.74+040 1000 18 p <0.001
Sin 2POL1 5:'15 2.80 f 029 170+023 16.0 18 p<0.05
polen n=10 10:10 4.20+£0.39
15:5 6.70+054 11.84+060 98.0 18 p < 0.001
BIG30 5:15 480+£0.13 1.92+0.12 00 18 p < 0.001
n=10 10:10 9.10+0.35
15:5 1330+ 047 1266+0.16 420 18 p =0.569
Agrobio 5:15 1.70£0.30 091+£017 250 18 p<0.05
n=10 10:10 2.30+£0.37
15:5 430+054 896+1.17 87.0 18 p<0.01
Con 2POLA1 5:15 270+£030 1.85+029 265 18 p<0.05
polen n=10 10:10 4.00 £0.58
15:5 6.50+0.54 12.07+£0.54 100.0 18 p <0.001
BIG30 5:15 460+£0.16 1.90£0.12 00 18 p < 0.001
15:5 1290+£0.75 1261+£0.20 40.0 18 p=0.470

a | as diferencias entre los valores observados y los esperados dentro de cada fila se compararon mediante
la prueba de rango con signos de Wilcoxon; probabilidades a dos colas.

Sin embargo, a la luz de nuestros experimentos, al menos en lo que respecta a la poblacion
comercial de Agrobio, O. laevigatus no presenta un comportamiento de alternancia de presas
cuando se le da a elegir entre adultos de A. swirskii y adultos de F. occidentalis, sino que elige
preferentemente al acaro depredador. En las hembras de esta poblacion, la tasa de depredacién
sobre el trips disminuye al afadir como presa alternativa el acaro depredador, y sin embargo la
tasa de depredacion sobre Amblyseius no desciende al estar presente éste junto con el trips
adulto. Esta preferencia de las hembras de Agrobio por el fitoseido posiblemente se deba a la
dificultad que supone para el insecto someter a una presa con mayor capacidad de evasiéon como
es el trips adulto, que esta dotado de alas y se mueve con mayor rapidez. Resultados, éstos, que
contrastan con lo observado por Madadi et al (2008) entre Orius albidipennis R. y N. cucumeris en
presencia 0 ausencia de Thrips fabaci L., registrando una preferencia significativa del antocorido
por el trips. Especialmente relevantes fueron los resultados obtenidos por parte Chow et al (2008,
2010), en su caso empleando una poblacion comercial de O. insidiosus S. sobre adultos y larvas
de F. occidentalis. De acuerdo con su experiencia, las hembras de O. insidiosus cumplian un
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patron claro de alternancia entre ambas especies de presa fuera cual fuera el estadio del trips,
depredando proporcionalmente mas sobre la presa mas abundante. Independientemente de que
se trate de especies distintas de Orius, cabe sefialar que nuestros ensayos de laboratorio se han
realizado en un escenario reducido y simplificado como son los viales de plastico de 5 mL junto
con una muestra de material vegetal, mientras que los anteriores llevaron a cabo ensayos de
semicampo utilizando plantas completas de pimiento, pepino y berenjena en el caso de Madadi ef
al, asi como tallos y flores de rosa cultivada en invernadero en el caso de Chow et al, lo que
explicaria las tasas de depredacion sobre el trips ligeramente inferiores registradas en su caso.
Como se ampliara mas adelante en este capitulo, el hecho de que el polen esté disponible en
algunas estructuras vegetales (flores) pero no en otras puede conducir a una variacion en la
abundancia de la presa extragremial, la presa IG y el depredador |G en flores, frutos y hojas, lo
que se espera que relaje la intensidad de las interacciones tréficas (Janssen et al 2007). En
cualquier caso, en linea con nuestros resultados para la poblacién comercial de O. laevigatus junto
con A. swirskii, la suelta combinada de ciertas especies de Orius y acaros depredadores se
recomienda Unicamente de forma escalonada en el tiempo o bien cuando las poblaciones de trips
son muy abundantes, ya que estos casos el antocorido no muestra preferencia por F. occidentalis
ni por el &caro depredador [Gillespie y Quiring 1992 (Orius tristicolor W. y N. cucumeris); Wittmann
y Leather 1997 (O. laevigatus y A. degenerans); Brgdsgaard y Enkegaard 2005 (O. majusculus R.
y A. degenerans)], mientras que para otras combinaciones directamente no se recomienda la
suelta conjunta, ya que el orius prefiere al acaro depredador sobre F. occidentalis [Wittmann y
Leather 1997 (O. laevigatus y A. cucumeris); Magalhaes et al 2004 (O. laevigatus y A. cucumeris);
Sanderson et al 2005 (O. insidiosus y A. cucumeris); Chow et al 2008 (O. insidiosus y A.
degenerans)].
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Figura 6.2. Numero total (media * error estandar) de presas consumidas por una sola hembra de
0. laevigatus de las poblaciones Agrobio, BIG30 y 2POL-11 en una situacion de eleccion entre
adultos de F. occidentalis y A. swirskii, con (derecha) o sin (izquierda) polen como suplemento (n =
10 presas por hembra de cada poblacion de Orius y para cada tratamiento de suplemento con
polen). Diferentes letras minUsculas y mayusculas situadas sobre las barras indican diferencias
significativas dentro de una poblacion y entre poblaciones distintas, respectivamente (prueba de
rango con signos de Wilcoxon, p < 0.05).
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En lo que respecta a nuestra poblacién mejorada para una mayor tolerancia al polen, 2POL-11,
ésta consume en igual cantidad al trips adulto cuando se suministra solo que en compafiia del
acaro depredador, y por el contrario, el nimero de acaros consumidos al dia es significativamente
mas bajo cuando esta presente también el trips, especialmente cuando ademas se afiade polen al
sistema como suplemento. Por un lado, la elevada capacidad que presenta esta poblacion para
obtener rédito nutritivo a partir de cualquier recurso (Capitulo 3) la hace menos dependiente de la
alimentacién a partir de una u otra presa, y por otro, su zona de caza se limita mas al area en la
que se encuentra el polen afadido como suplemento (observacién experimental), del cual se
alimenta con éxito pero al que también acuden acaros y trips adultos. Sea como sea, en este caso
no se observa una preferencia por el &caro depredador como ocurria anteriormente, y sin embargo
para esta poblacién la aplicacién del modelo de Murdoch (1969) tampoco apoya una alternancia
real entre ambos tipos de presa, a pesar de que esto si que se observa en la practica (Figura 6.1).
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Figura 6.3. Nimero de adultos (media + error estandar) de F. occidentalis (barras negras) y A.
swirskii (barras blancas) atacados por hembra de O. laevigatus de Agrobio, BIG30 y 2POL-11 en
situaciones de no eleccion (arriba, datos para adultos de trips de los capitulos 4 y 5) frente a una
situacion de alternancia de presas (abajo), con (derecha) o sin (izquierda) polen como suplemento.
Las hembras (n = 10) se individualizaron durante 24 h con: 10 adultos de una especie de presa
(sin eleccién) o 10 adultos de cada especie (alternancia de presas). Diferentes letras minusculas y
mayusculas sobre las barras indican diferencias significativas dentro de cada poblacién y entre
poblaciones distintas, respectivamente (prueba de rango con signos de Wilcoxon, p < 0.05).
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Es entre las hembras de mayor tamafio, pertenecientes a la poblacion mejorada BIG30, donde por
primera vez observamos un comportamiento real y ajustado al modelo de alternancia de presas,
ya que en este caso la tasa de mortalidad del trips adulto observada es igual o incluso superior a la
esperada a una densidad elevada con respecto a la del acaro depredador y, del mismo modo que
en 2POL-11, el consumo de acaros disminuye en una situacion de eleccion entre ambos tipos de
presas, mientras que el consumo de trips adultos permanece invariable. En este caso, el tamafio
significativamente superior de las hembras de BIG30 les permite elegir entre dos presas a las que
es capaz de someter con mas facilidad que sus congéneres de menor tamafio, ademas de que su
voracidad es significativamente superior. A partir de ahi, la eleccién del trips adulto sobre el acaro
fitoseido que se observa en la practica puede venir motivada bien por una tasa de encuentro mas
baja entre el depredador IG y la presa |G debido a la especializaciéon de nicho adquirida por el
primero (asi como a la imposibilidad por parte del acaro fitoseido de depredar al trips adulto), o
simplemente por una cuestion de requerimiento nutricional relacionada con la diferencia de tamafio
entre el depredador y ambas especies de presas. En este sentido, tan cierto es que muchos
depredadores son oportunistas en su estrategia de alimentacién y no muestran por ello grandes
preferencias por sus presas (Denno y Fagan 2003), como también lo es que la toxicidad y el
tamafio del cuerpo pueden influir en la seleccion de sus presas (Polis et al 1989). Por otro lado, el
comportamiento de alternancia de presas observado en BIG30 fue el mismo independientemente
de la adicién o no de polen como suplemento, ya que no se encontraron diferencias significativas
entre ambos tratamientos ni en la preferencia por una u otra presa ni en la tasa de DIG sobre A.
swirskii. Esta ausencia de efecto disruptivo del polen en la DIG ya la habian observado Shakia ef
al (2009) en sus experimentos con plantas de fresa, en los cuales la tasa de depredacion de O.
laevigatus sobre el fitoseido N. cucumeris no se reducia en presencia de polen, contradiciendo su
hipétesis inicial.

El incremento en |a tasa de depredacion total que se ha registrado en nuestros ensayos cuando se
ofrecian ambas presas a las hembras de O. laevigatus de forma conjunta, independientemente de
la poblacidn evaluada, es una prueba de la ventaja que supone la alternancia de presas para un
depredador generalista como es el protagonista de esta tesis doctoral. Van Maanen et al (2015) ya
profundizaron acerca de los mecanismos que subyacen a este fendmeno mediante el estudio del
comportamiento antidepredador (y por lo tanto de la capacidad para evitar la depredacién) de dos
presas diferentes de A. swirskii, el cual se hacia mas frecuente cuando a los depredadores se les
marcaba quimicamente con fluidos de una presa de la misma especie a la que iba a atacar. Como
consecuencia de ello, y en concordancia con lo observado en nuestro estudio, la alternancia entre
presas diferentes por parte del depredador le permitia a A. swirskii eliminar a un nimero mayor de
presas al sortear el sistema de alerta de la misma, lo cual tiene un efecto positivo directo en el
control biolégico. Este mismo fendmeno podria explicar también que la proporcién de presas a la
que tiene lugar el cambio desde una depredacidn intragremial hacia otra extragremial sea muy
baja tanto para nuestra poblacion tolerante al estrés alimenticio en presencia de polen como para
nuestra raza mejorada para un tamafio mayor. No en vano, de acuerdo con los modelos clasicos
de optimizacion de la dieta, un depredador generalista deberia pasar de consumir exclusivamente
presas de alta calidad a hacerlo a partir de una mezcla de presas cuando la densidad de las
presas de alta calidad cae por debajo de un umbral (Charnov 1976, Stephens y Krebs 1986). Asi,
ya sea debido a la especializacion tréfica o a la mayor relacion en tamafio, la posibilidad de
alternar de forma eficaz entre el trips adulto, el polen y el &caro depredador hace posible que se
requiera, en nuestras lineas mejoradas de O. laevigatus, una proporcion significativamente menor
del trips adulto que en el caso de Agrobio para que la hembra consiga someter a esta presa sin
necesidad de concurrir frecuentemente en la DIG.
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Segun la teoria de la depredacidn intragremial, en ausencia de suplemento alimenticio, dos
depredadores pueden coexistir sélo si la presa |G es mas eficiente en la explotacién del recurso
compartido que el depredador IG (Holt y Polis 1997), mientras que emplear un recurso no-presa
como el polen como suplemento permite que la presa IG no tenga que ser necesariamente
superior en la explotacion del recurso compartido original, siempre y cuando tenga una habilidad
mayor para explotar el suplemento que el depredador IG (Daugherty et al 2007, Wei et al 2019).
Es decir, la coexistencia estable de los dos depredadores es posible cuando el depredador IG es
mas habil a la hora de explotar la presa herbivora compartida siempre que la presa IG sea
altamente fitbfaga. Pues bien, la adicién de polen como alimento suplementario supone una
solucion al problema de la coexistencia en el caso de los depredadores omnivoros O. laevigatus y
A. swirskii, siendo el acaro fitoseido un eficiente consumidor de polen (Goleva y Zebitz 2013, Calvo
et al 2015, Janssen y Sabelis 2015) y O. laevigatus un eficaz depredador del trips. Pero ademas,
nuestros resultados sugieren que la capacidad de depredador IG para explotar el polen como
alimento resulta, asimismo, especialmente relevante a la hora de mediar en la compatibilidad con
A. swirskii. De hecho, a pesar de que la adicidn de polen puede incrementar la tasa de encuentros
entre A. swirskii y O. laevigatus al tratarse de un recurso susceptible de ser empleado por ambos,
Unicamente entre las hembras de la poblacién mejorada para un elevado rendimiento con polen,
2POL-11, se dio una reduccion significativa de la intensidad de la DIG en presencia de este
alimento. Sea como fuere, esta coexistencia intragremial mediada por la polinivoria puede ser una
ventaja para el uso de O. laevigatus como agente de control biolégico aumentativo en cultivos
productores de polen pero también en cultivos menos o no productores de polen cuando hay
implicadas estrategias de suplemento alimenticio. Asi, en el cultivo de crisantemo frecuentemente
se espolvorea polen de Typha sobre las flores como fuente de alimento adicional, favoreciendo la
coexistencia entre acaros depredadores y reforzando el control de las poblaciones de trips (Skirvin
et al 2006, Hoogerbrugge et al 2008). Por otro lado, en cultivos de pepino en los que las plantas
son partenocérpicas y, por tanto, con una disponibilidad de polen escasa, se ha propuesto el
empleo de un alimento suplementario consistente bien en alguna presa alternativa o bien en polen,
con el fin de mejorar la eficacia de los enemigos naturales tras la suelta (Messelink et al 2014,
Oveja et al 2016). Estos ejemplos podrian proporcionar un buen precedente para la aplicacion de
nuestra poblacién mejorada de Orius tolerante al polen en este tipo de cultivos, asi como su
coexistencia con A. swirskii. Dado que Orius, cuando se libera en un cultivo ya establecido, se
distribuye en focos, el alimento también podria proporcionarse localmente en estos mismos focos
donde se liberan los depredadores. Esto permitiria al depredador acaparar el alimento y reducir el
riesgo de que éste se utilice para el aumento de la poblacién de la plaga, como sugirieron van Rijn
et al (2002). Ademas, Leman y Messelink (2015) demostraron que, aunque F. occidentalis se
alimenta de polen, el mayor incremento en la poblacién de depredadores como consecuencia de la
presencia de este alimento mejora la relacion depredador-presa, generando un beneficio a largo
plazo para el control bioldgico.

En cualquier caso, las bondades de la adicién de polen (o bien su presencia natural) en el control
bioldgico hace tiempo que se vienen exponiendo en la bibliografia. Por ejemplo, Sabellis y van Rijn
(1997) demostraron que el suministro semanal de casi 3 gramos de polen de Typha a plantas de
pepino permitia a A. degenerans alcanzar la edad adulta, promoviendo la abundancia de fitoseidos
juveniles y adultos, y contribuyendo significativamente de esta forma al control del trips. Del mismo
modo, Matsumura et al (2004) discutié6 ampliamente la mejora en el rendimiento de un depredador
que tiene lugar como consecuencia de la diversificacion de su dieta con el objeto de satisfacer sus
elevadas demandas de nitrogeno, adquiriendo especial relevancia en este sentido la DIG, pero
también la presencia de polen y néctar o la disponibilidad de presas alternativas, en concordancia
con lo observado por Bouagga et al (2018) en sus bioensayos de campo con Nesidiocoris tenuis y
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A. swirskii. Desde un punto de vista practico, una aportacion muy importante a la implementacién
de los programas de adicion de polen fue el estudio realizado por Shakia et al (2010), quienes
demostraron cdmo la disponibilidad de polen y la actividad simultanea de dos depredadores (O.
laevigatus y N. cucumeris) pueden modificar la toma de decisiones en la gestién de plagas,
reduciendo drésticamente el uso de insecticidas costosos y perjudiciales. Y finalmente, suponiendo
al polen como “presa” o alimento alternativo tanto para el acaro fitoseido como para el antocérido,
con su adicién al cultivo, éste se tornaria en un elemento estabilizador de la dindmica poblacional
de ambos depredadores, como ya modelizaron Wei et al (2019) con el fin de analizar los posibles
efectos de la alternancia de presas en la intensidad de la DIG.

En lo que respecta a nuestra poblacién mejorada para un tamafio mayor y por tanto para una
mayor capacidad depredadora, la reduccidn en la intensidad de la depredacién sobre la presa IG
en comparacion con el aumento observado en la presion sobre el trips adulto, tiene un efecto
sustancial en el control de las poblaciones de esta especie a corto plazo. No obstante, a largo
plazo y en lo que respecta al control bioldgico en general, una coexistencia mas desahogada entre
0. laevigatus y A. swirskii favoreceria un desarrollo mas eficiente de sus poblaciones, evitando el
potencial resurgimiento y desarrollo de otra plaga clave como es la mosca blanca de invernadero.
En ofras palabras, la diferenciacién de nicho adquirida por este depredador al alimentarse de los
adultos de trips permite pasar de una fuerte DIG a una competencia de explotacidon entre
depredadores o simplemente a cadenas tréficas mas independientes. En ambos casos, ademas
de posibilitarse la coexistencia con A. swirskil, el resultado podria ser una mayor fuerza de
interaccion con la presa inicial. Precisamente por todo ello, la elevada capacidad depredadora
adquirida por estos insectos como consecuencia del proceso de seleccién podria suponer una
ventaja sustancial a la hora de usarlos como una herramienta de control biologico inundativo, muy
eficaz en circunstancias de un aumento descontrolado de las poblaciones de trips. Esto es asi
porque, en la relacion intragremial entre Orius y Amblyseius, la depredacion del primero sobre el
segundo se produce sin que sea necesaria la muerte del trips (Rosenheim et al 1995), ya que
ambos depredadores pueden encontrarse entre si mientras se alimentan de forma aleatoria en un
entorno compartido. Por tanto, el éxito de este sistema combinado va a depender de la abundancia
relativa del &caro fitoseido y del trips adulto (Polis et al 1989, Holt y Huxel 2007), por lo que en
circunstancias en las que la suelta inundativa se hiciera necesaria, nuestra poblacion mejorada
para un tamafio mas grande seria capaz de controlar los picos poblacionales de la plaga sin poner
en riesgo el control biolégico debido a un efecto significativo en la DIG sobre A. swirskii que no se
daria en este caso.

Los resultados de nuestros ensayos cobran especial relevancia en cuanto al nivel de DIG
observado si tenemos que en cuenta que la mayoria de las observaciones realizadas sobre este
fendmeno proceden de experimentos de laboratorio en los que se hace uso de escenarios muy
pequefos (Cloutier y Johnson 1993) o bien de espacios reducidos en campo (Rosenheim et al
1993). En estas condiciones, los depredadores no pueden hacer mas que alimentarse unos de
otros mientras comparten la misma presa. Sin embargo, en las condiciones que se dan en un
invernadero, la DIG puede ser menos intensa debido a varias razones. En primer lugar, una mayor
densidad de la presa diana puede, como decimos, reducir la tasa de depredacion entre ambos
depredadores (Gillespie y Quiring 1992, Cloutier y Johnson 1993). En segundo lugar, la propia
planta puede proporcionar refugios, como los domacios, que frecuentemente son ocupados por A.
swirskii y que los ayudan a evitar a otros depredadores superiores como O. laevigatus (Schmidt
2014). En tercer lugar, la presa objetivo puede crear refugios que ayuden a un depredador lo
suficientemente pequefio a escapar de los depredadores mas grandes. Un ejemplo de estos
refugios podrian ser las agallas inducidas por los trips (Sabelis y van Rijn 1997), que pueden ser
invadidas por trips depredadores y acaros fitoseidos, pero no por un depredador como Orius,
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maxime si éste ha sido seleccionado artificialmente para un mayor tamafio, como es el caso de
BIG30. Ademés, ambos depredadores pueden evitarse mutuamente mediante la fragmentacion del
nicho espacial y la estructura del habitat, o bien gracias a la presencia de un recurso alternativo. Al
alimentarse de presas distintas o gracias a la suplementacion con polen, los fitoseidos dispondrian
de refugios temporales (Weintraub et al 2007), y tanto ellos como los depredadores superiores, en
este caso O. laevigatus, podrian distribuirse de forma separada dentro de la planta, reduciéndose
la tasa de encuentro entre ellos y facilitando la coexistencia (Janssen et al 2007, Bouagga et al
2018). Sea como fuere, si evitar la depredacion intragremial es la regla y no la excepcién, la
reduccion en la intensidad de la tasa de depredacién de O. laevigatus sobre A. swirskii observada
en el laboratorio en el caso de nuestras lineas mejoradas no deberia sino hacerse mas patente en
condiciones de campo, por lo que cabria esperar que la coexistencia entre ambos depredadores
tuviese un efecto aditivo en la supresion de las poblaciones del trips y de otras plagas clave como
la mosca blanca, favoreciendo el éxito del control bioldgico.

En definitiva, los resultados de nuestros ensayos con A. swirskii nos han permitido demostrar, por
un lado, que nuestras poblaciones mejoradas para un tamafio mas grande y para una mayor
tolerancia al polen tienen mayor preferencia por el trips adulto que las hembras de la poblacion
comercial, y recurren a la depredacion intragremial con menor frecuencia. Por otro lado, la adicion
de polen al sistema tritréfico que forman ambos depredadores y el trips adulto tiene un efecto
positivo en la coexistencia entre ambos depredadores, especialmente en el caso de la poblacién
tolerante a la alimentacidn sin presa. Por lo tanto, nos encontramos ante dos lineas mejoradas que
suponen herramientas que podrian tener un impacto muy significativo en el control integrado del
trips en situaciones en las que la coexistencia con A. swirskii se ve seriamente comprometida
como es al inicio del cultivo o en condiciones de ausencia o bajo nivel de presas.
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Discusion general y conclusiones

La aplicacion del control biolégico aumentativo en la agricultura como herramienta para suprimir a
las plagas ha experimentado un importante crecimiento en el ultimo siglo que ha llevado a una
gran profesionalizacién del sector (van Lenteren 2012). En el caso del pimiento bajo abrigo en el
Campo del Cartagena, durante los primeros afios del siglo XXI tuvo lugar un cambio de paradigma
que provoco la sustitucién de insumos quimicos por enemigos naturales como Orius laevigatus
Fieber (Hemiptera: Anthocoridae), gracias al esfuerzo colectivo de diferentes agentes del sector,
entre ellos agricultores, técnicos, investigadores e industria especializada. Sin embargo, quedan
pendientes importantes retos en la aplicacién exitosa de los programas de control biolégico. Por
ejemplo, muchos de estos agentes de control se aplican mejor de forma preventiva que curativa y,
por tanto, pueden no ser Utiles si una poblacién de plagas ha alcanzado su umbral econémico de
dafios (De Backer et al 2015, Weintraub et al 2017). Este es el caso de O. laevigatus, cuyo éxito
se basa en su capacidad para controlar al trips de las flores incluso a niveles muy reducidos de
sus poblaciones pero que, en cambio, encuentra dificultades para reducir sus poblaciones cuando
éstas han aumentado de forma considerable en el invernadero. Ademas de las limitaciones del
tamafio de las poblaciones de presas, los desajustes entre el estadio de vida y el tamafio del
enemigo natural en relacion con los de las plagas disponibles también pueden ser problematicos y
limitar el establecimiento del agente en el cultivo (Hoelmer et al 1993, Gerling et al 2001). En este
sentido, la elevada capacidad depredadora sobre larvas y adultos de trips registrada en el Capitulo
4 de esta tesis para nuestra linea seleccionada para un tamafio superior, BIG30, con respecto a la
de una poblacién comercial tan contrastada como la suministrada por Agrobio SL, hace de esta
poblacion mejorada una herramienta de control curativo de gran eficacia ante situaciones de
semejante gravedad para el cultivo.

Por otro lado, la introduccion de Amblyseius swirskii Athias-Henriot (Acari: Phytoseiidae) en la
campafia 2007/2008 y su inmediata implementacion en un sistema combinado con O. laevigatus
supusieron un punto de inflexién que derivd en la aparicion del control bioldgico de conservacion
(Calvo et al 2012, Pumarifio y Alomar 2012). Esta estrategia de control de plagas consiste en
potenciar la aparicion de agentes de control biologico en el agroecosistema a través de un manejo
eficiente del mismo (Letourneau et al 2011), y es que los sistemas agricolas convencionales a
menudo carecen de fuentes adecuadas de alimentos o de los habitats necesarios para mantener a
las poblaciones de enemigos naturales (Pekas y Wackers 2017). En la préctica, el control bioldgico
de conservacion incluye la reduccion al minimo del uso de plaguicidas, la correcta gestion del
habitat rodeando los cultivos con plantas con flor o cultivos de cobertura que proporcionen refugio
y alimento, o el suministro directo de recursos alimenticios (Van Driesche y Bellows 1996). En este
contexto, el control bioldgico conservativo alcanzé un punto critico en el Campo de Cartagena a
partir de la publicacién de la reciente Ley Organica 1/2018, de 7 de febrero, de medidas urgentes
para garantizar la sostenibilidad ambiental en el entorno del Mar Menor (BOE 2018), donde se
articula la obligatoriedad de implantar, en aquellas explotaciones que incluyan tierras de cultivo, y
con un plazo maximo de tres afos, estructuras vegetales de barrera y conservacion destinadas a
favorecer la retencion y absorcion de nutrientes y, especialmente, a mejorar la biodiversidad del
agroecosistema. Ante esta nueva situacion, las oportunidades para un enemigo natural omnivoro
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como O. laevigatus de establecerse a largo plazo en el cultivo se expanden considerable,
especialmente antes de que las poblaciones de plagas estén presentes, en periodos de escasez
de presas o en circunstancias en las que la floracion se reduce en el pimiento de invernadero, con
el consiguiente ahorro técnico y econdémico para el agricultor.

A lo largo de esta tesis hemos podido comprobar cémo la mejora genética de los enemigos
naturales que con mayor frecuencia se emplean en nuestros cultivos puede ir dirigida a optimizar
sus estrategias de alimentacion e incluso conducir a una especializacion trofica que les confiera
determinadas cualidades de gran importancia agronémica. En este sentido, cabe esperar que, en
un sistema agricola dotado de una elevada biodiversidad tanto vegetal como de artrépodos como
el que se pretende fomentar a gran escala en nuestra regién, las poblaciones de O. laevigatus
desarrolladas a través de los programas de mejora genética descritos en esta tesis, ya sea BIG30,
con una voracidad superior, 0 bien nuestras lineas con una mayor tolerancia a la alimentacion sin
presa, 1POL-13 y 2POL-11, vean potenciadas sus cualidades como agentes de control biologico.
No en vano, en el Capitulo 2 se demostré la capacidad superior de nuestra linea de mayor tamafio
para desarrollarse no solo en condiciones Optimas sino también a partir de una mezcla comercial
de polen de abeja, en comparacion con una serie de lineas silvestres y comerciales. Por otro lado,
en el Capitulo 4 se detalla como esta misma poblacion sale victoriosa de esa misma comparacion
con respecto a su rendimiento cuando se le presenta una presa a priori no preferida como el trips
adulto, efecto que también se recoge en el Capitulo 5 para 2POL-11, con el afiadido de un
rendimiento también més elevado sobre el pulgén Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae).
Esta relacion entre el control biolégico conservativo y la mejora de los enemigos naturales
omnivoros desde el punto de vista de la alimentacion ya habia sido explorada por Kean et al
(2003), quienes reportaron varios casos en los que la adicién de un alimento alternativo al cultivo
permitia incrementar tanto el rendimiento del depredador sobre la presa como su abundancia en el
cultivo. Sin embargo, estos autores hacian hincapié en la importancia de adoptar estrategias bien
dirigidas que incorporasen la compatibilidad morfologica / fisiolégica de las especies de flores y
enemigos naturales para elevar las posibilidades de éxito y, asi, minimizar el riesgo de efectos
adversos. La mejora genética en el sentido en que se ha planteado en esta tesis, por su parte,
permite incrementar el rango de compatibilidad entre los enemigos naturales y sus recursos,
favoreciendo el establecimiento a largo plazo de artrépodos més generalistas en un entorno
natural més flexible y, al mismo tiempo, manteniendo una mejora general en el potencial de
supresion de las plagas. La ausencia de coste ecoldgico en la respuesta funcional de la poblacion
mejorada 2POL-11 sobre el segundo estadio del trips, detallada en el Capitulo 5, a pesar de la
especializacion trofica adquirida durante el proceso de seleccidn, es una prueba incuestionable de
ello.

También es importante no olvidar que la alternancia entre diferentes tipos de presa, ampliamente
demostrada para nuestras poblaciones mejoradas en los Capitulos 4 y 5, frecuentemente se ha
sefialado como una herramienta capaz de dotar de gran estabilidad a las poblaciones de enemigos
naturales (Jaworski et al 2013). Tal es asi que Macrolophus pygmaeus R. (Hemiptera: Miridae),
por ejemplo, es incapaz de controlar a Tuta absoluta a menos que haya una presa alternativa
presente (Jaworski et al 2013, Sylla et al 2016). Estudios como éstos o los de los Capitulos 4 y 5
de esta tesis demuestran que depredadores generalistas como O. laevigatus pueden beneficiarse
de la disponibilidad de una amplia diversidad de recursos, incrementando sus poblaciones y
ayudandoles a lograr un control de plagas mas eficiente y estable. Esta nocidn de alternancia de
presas y recursos no es nueva, sino que representa un elemento mas del control bioldgico
conservativo (Benson y Labbe 2021) y que ademas resulta fundamental para garantizar una
coexistencia estable en el tiempo entre O. laevigatus y A. swirskii. No en vano, en el Capitulo 6
hemos podido comprobar que la preferencia superior de BIG30 por el adulto de trips sobre el acaro
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fitoseido o la adicién de polen al sistema en el caso de 2POL-11 tienen un efecto positivo en la
debilitacion de la depredacion intragremial del antocorido sobre A. swirskii.

Por otro lado, en los Capitulos 2 y 3 se demostrd la eficacia mejorada de nuestras poblaciones
seleccionadas tanto desde el punto de vista de la fecundidad como en términos de longevidad total
cuando se alimentaba a las hembras con una dieta basada exclusivamente en polen. Este hecho
provee de una ventaja sustancial a estas poblaciones en comparacion con las de referencia ante
una situacion de escasez de presas en el contexto del control biolégico conservativo, dado su
rendimiento superior con una dieta suboptima. Sin ir mas lejos, sus valores de fecundidad mas
altos les permitirian incrementar su abundancia en el cultivo, mientras que su mayor longevidad,
junto con una respuesta funcional optimizada sobre distintos tipos de presas (Capitulos 4 y 5), les
daria mas tiempo para realizar un nimero mayor de ataques y por lo tanto para suprimir a la plaga
incluso a una densidad mas baja de la misma. En este sentido, lo ideal seria que, de acuerdo con
los modelos desarrollados por Kean et al (2003), la eficacia de busqueda y la tasa maxima de
ataque obtenidas para nuestras poblaciones fueran independientes de la longevidad, de manera
que el aumento registrado para esta ultima condujera a un area superior de busqueda durante la
vida y a un nimero de ataques mas alto. Pero antes de confirmar este extremo es necesario
profundizar en los estudios de respuesta funcional con nuestras lineas mejoradas, tanto durante
un periodo de tiempo superior como en condiciones mas similares a las del sistema agricola.

En cualquier caso, es evidente que las estrategias de suplementacion de las sueltas de enemigos
naturales con alguna dieta alternativa, ya sea con polen o a través del uso de plantas refugio de
pulgén, podrian ser plenamente aprovechadas por nuestras razas seleccionadas de O. laevigatus.
Son muchas las evidencias que sugieren que un alimento suplementario puede mantener una gran
diversidad de depredadores en condiciones de cultivo muy diversas (Messelink et al 2014), aunque
tales alimentos se aplican ain con poca frecuencia (Seko et al 2019, Pandey et al 2020). Esto se
debe en parte a que, en muchos casos, las combinaciones de depredadores y alimentos no se han
probado a la escala y complejidad de los invernaderos comerciales (Benson y Labbe 2021).
Debido a sus habitos mas flexibles de alimentacién zoofitéfaga, nuestras lineas mejoradas pueden
acceder a una variedad superior de recursos, reduciendo el coste del control biolégico para el
agricultor pero también para la industria que se encargara de su produccién en masa, dado el
elevado coste de los huevos de lepiddpteros como Ephestia kuehniella Z. o Sitotroga cerealella O.
en los que casi siempre se basa la cria de este depredador (de Clercq 2008, Benson y Labbe
2021). No obstante, se necesitan nuevos estudios que nos permitan explorar en mayor medida la
amplitud adquirida por estas poblaciones en cuanto a su espectro de presas. Algunos de estos
estudios, ya sin incluir en esta tesis, nos han permitido demostrar que nuestra raza seleccionada
con polen y adaptada a una alimentacion subdptima también se comporta mejor con una dieta
basada en acaros astigmatidos en comparacién con una poblacién comercial, mostrando valores
mas altos de supervivencia durante el desarrollo juvenil, asi como una longevidad y fecundidad
también superiores (Bielza 2021). Estos acaros astigmatidos, por tanto, podrian emplearse como
un alimento suplementario rentable para estos depredadores directamente en el cultivo, como
parte de una estrategia de control biologico.

Por dltimo, es importante destacar la solucién que nuestra poblacion de gran tamafio aporta a la
hora de abordar otros retos a los que se enfrenta O. laevigatus en el cultivo. Por un lado, hemos
podido comprobar que una poblacion de este insecto seleccionada para un tamafio mas grande
como es la de BIG30 presenta una tolerancia a bajas temperaturas (15 °C) superior a la de otras
lineas de referencia (Bielza 2021) en base a su fecundidad en estas condiciones, permitiéndole
incrementar el nivel de sus poblaciones tan pronto como son liberados en el cultivo durante los
primeros meses del invierno, con lo que eso conlleva para el potencial total de supresion del trips.
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Por otro lado, una poblacién de O. laevigatus seleccionada para una mayor resistencia a spinosad
mostrdé un tamafio similar al de BIG30 vy, por tanto, superior al de una serie de poblaciones
comerciales y silvestres (Balanza 2021), lo que podria sugerir una relacién entre el tamafio y la
adquisicion de una cierta resistencia a esta materia activa. Por tanto, y a pesar de que los
resultados parecen indicar que se trata de una resistencia en el punto de accién (Balanza et al
2021), seria interesante evaluar la respuesta de nuestra poblacion BIG30 a la dosis de campo de
aquellos insecticidas que se utilizan de forma habitual en el pimiento, ante la posibilidad de hallar
en ella alguna forma de resistencia metabdlica asociada a la mejora en el tamafio. Finalmente, es
bien sabido que cultivos como el tomate son hostiles no soélo para los herbivoros sino también para
los enemigos naturales que se utilizan para controlarlos (van Haren et al 1987). Los tricomas y
metabolitos secundarios que produce el tomate, como la a-tomatina o el acido clorogénico, no sélo
las protegen de muchas plagas, sino que también afectan a niveles tréficos superiores, como los
enemigos naturales, a través de efectos directos o indirectos (Malais y Ravensberg 2003, Paspati
2019). Este es el caso del orius, cuyo uso no se aconseja para el control bioldgico en este cultivo,
al quedar los insectos atrapados entre los tricomas de los tallos y por sufrir efectos letales y
subletales como consecuencia de los compuestos defensivos de la planta (Coll et al 1997, Bielza
et al 2020). Sin embargo, nuestro grupo de investigacion esta llevando a cabo una serie de
bioensayos para evaluar la capacidad de nuestra linea mejorada BIG30 para desplazarse por los
tallos y hojas de distintos cultivares de tomate con un rango variable de densidad de tricomas y
compuestos defensivos, con resultados muy alentadores hasta el momento (datos no publicados).

Sea como fuere, la creciente aplicacion del control biolégico en nuevas areas, tipos y sistemas de
cultivo esta dando lugar a una demanda de nuevas biosoluciones y sistemas de suelta adaptados
a estos nuevos retos, abriendo asi nuevos nichos que podrian ser ocupados por estos enemigos
naturales mejorados genéticamente. En este sentido, aunque esta nueva tecnologia en el sector
agricola, como en cualquier otro sector, parte de un trabajo de investigacién aplicada, los
resultados de esta fase inicial son el desarrollo imprescindible para adaptarlos a la realidad y la
diversidad del campo. Y lo que es mas importante, son esenciales para conquistar la confianza y la
concienciacion de todo el sector, sobre todo cuando se trata de un cambio estructural en la forma
rutinaria de hacer las cosas. Por supuesto, la creacién de un marco normativo al respecto es
esencial para garantizar la calidad del material que se pretende poner a disposicion del productor y
del consumidor final. A lo largo de esta tesis hemos podido comprobar cémo la mejora genética de
un enemigo natural como el chinche O. laevigatus puede constituir una herramienta mas dentro del
enfoque holistico en el que ha desembocado en nuestros dias el control biolégico de plagas, el
cual ofrece una vision de 360 grados de todas las incidencias que rodean al cultivo, ya sea al aire
libre o bajo plastico. Este planteamiento, que ha llegado para quedarse, supone a dia de hoy un
importante valor diferencial que favorece al pimiento del sureste espafiol frente al producto de
otras regiones competidoras.

Conclusiones

Seleccion para un tamafio corporal superior en Orius laevigatus: variabilidad
intraespecifica e incidencia en sus parametros reproductivos.

i. Encontramos una variacion significativa en el tamafio corporal entre las poblaciones
silvestres evaluadas, con las poblaciones comerciales comprendidas entre los limites
naturales de la especie.
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El proceso de seleccion dio lugar con éxito a una poblacién seleccionada (BIG30)
cuyo peso corporal es un 25% mayor que el de la poblacion inicial sin seleccionar y
un 28% superior al peso medio de las poblaciones silvestres y comerciales. La linea
mejorada mostrd una anchura del pronoto un 8% mayor que el tamafio medio de las
poblaciones silvestres y comerciales.

No se observaron costes ecoldgicos significativos como resultado del proceso de
seleccion en cuanto a la longevidad, los tiempos de desarrollo juvenil, la tasa de
supervivencia de las ninfas o los parametros de tabla de vida (tasa intrinseca de
crecimiento natural, tasa reproductiva neta, tasa finita de crecimiento, capacidad
innata de crecimiento, tiempo de generacion y tiempo de duplicacién de la poblacion)
cuando se aliment a los individuos de forma 6ptima (con huevos de Ephestia).

Las hembras de BIG30 presentan pardmetros reproductivos (fecundidad temprana y
fecundidad total) significativamente mejorados con respecto a los de las poblaciones
de referencia.

En condiciones de alimentacion suboptima (con polen), BIG30 mostrd parametros
reproductivos y de longevidad significativamente superiores a los de las poblaciones
de referencia.

Seleccion de una linea de Orius laevigatus con una eficacia mejorada en la
alimentacién con polen.

Vi.

Se ha observado una variabilidad significativa para la especie entre las poblaciones
comerciales y silvestres evaluadas para su fecundidad durante los primeros 10 dias,
tanto con una dieta dptima basada en huevos de Ephestia como en el caso de la
dieta restringida basada en polen.

El valor nutricional de la dieta tuvo un efecto claro en la fecundidad, con un aumento
del 67% en la puesta de huevos con huevos de Ephestia.

Ambas lineas genéticas mejoradas (1POL-13 y 2POL-11) presentaron valores de
fecundidad mas altos cuando se alimentaron con polen que todas las poblaciones
silvestres y comerciales de partida, pero sdlo para 2POL-11 estas diferencias fueron
significativas.

En condiciones optimas de alimentacién, ambas poblaciones mejoradas mostraron
cierto retraso en el desarrollo de huevo a adulto. No se observo coste ecoldgico
alguno en cuanto a la supervivencia de las ninfas y los adultos, la longevidad, los
parametros de tabla de vida o la fecundidad, aunque 2POL-11 mostr6 un patrén de
oviposicién y una tasa reproductiva neta superior a 1POL-13.

Con una dieta basada en polen, la supervivencia de ninfas y adultos y la longevidad
fue significativamente mas alta en las poblaciones seleccionadas que en las de
referencia. Las hembras de 2POL-11 vivieron 10 dias mas que las de las lineas de
referencia, aunque las dos cepas mejoradas mostraron un rendimiento reproductivo
significativamente superior al del resto de poblaciones sometidas a estrés nutricional,
como se refleja en los valores més altos para fecundidad y parametros de tabla de
vida y en su patron reproductivo adelantado en el tiempo.

La ganancia genética alcanzada en las lineas seleccionadas se debe al proceso de
seleccion y no a la plasticidad fenotipica natural de O. laevigatus para tolerar la
restriccion nutricional.
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Respuesta funcional mejorada sobre larvas y adultos de Frankliniella occidentalis
en una linea de Orius laevigatus seleccionada artificialmente para un tamafio mas

grande.

vi.

Vii.

Se observo una relacion directa, positiva y constante entre el tamafio de la hembra y
la tasa de depredacion a densidades elevadas de trips, independientemente de la
poblacién analizada y del estadio ofrecido.

Las hembras de Orius con un tamafio mayor (BIG30) consumieron significativamente
mas trips que las comerciales independientemente de la densidad de presas, con
tasas de depredacion sobre la larva de segundo estadio y el adulto un 66 y un 145%
superiores, respectivamente.

No se observaron diferencias significativas entre la poblacién mejorada y la comercial
en su respuesta funcional sobre el pulgén M. persicae.

Ambas poblaciones mostraron una respuesta funcional de tipo Il independientemente
del tipo de presa ofrecida.

BIG30 mostré valores de tasa de ataque més altos y de tiempo de manipulacién més
bajos que la poblacion comercial, independientemente del estadio del trips ofrecido.
Sin embargo, estas diferencias fueron significativas Unicamente para el tiempo de
manipulacion, hasta un 72% mas corto en BIG30 sobre el trips adulto.

La tasa de depredacion maxima teorica fue del doble en BIG30 para la larva de trips
y hasta cuatro veces superior para el adulto.

El orden de preferencia observado para ambas poblaciones fue el siguiente:

Agrobio: 2° estadio del trips > pulgén > trips adulto.

BIG30: 2° estadio del trips > trips adulto > pulgdn.

Evaluacion de la respuesta funcional en una poblacion de Orius laevigatus
seleccionada artificialmente para una mayor tolerancia al polen.
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Pese a su tamafio mas pequefio y a la especializacién tréfica adquirida para una
dieta subdptima, 2POL-11 no presentd coste ecoldgico en las tasas de depredacion
ni en los parametros de respuesta funcional (tasa de ataque, tiempo de manipulacién
y tasa maxima tedrica) sobre ambos estadios del trips, larva y adulto.

2POL-11 mostré una tasa de depredacion diaria claramente superior a Agrobio sobre
ninfas de M. persicae y ligeramente por encima en el caso de ambos estadios del
trips, aunque no se observaron diferencias significativas entre las dos poblaciones
para los parametros de respuesta funcional, independientemente del tipo de presa
ofrecida.

La tasa de depredacién muestra una fuerte dependencia de la densidad de presas,
independientemente del tipo de presa ofrecida.

En ambas poblaciones ensayadas, los parametros se ajustan de forma razonable a
una respuesta funcional de tipo II, independientemente del tipo de presa ofrecida.

El orden de preferencia observado para ambas poblaciones fue el siguiente:

Agrobio: 2° estadio del trips > pulgdn = trips adulto.

2POL-11: 2° estadio del trips > pulgon > trips adulto.
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Importancia de la diversificacion de la dieta en la coexistencia entre Orius
laevigatus y Amblyseius swirskii: alternancia de presas y depredacion intragremial.

La tasa de depredacion sobre A. swirskii muestra una relacion positiva y constante
con el numero de &caros ofrecidos, independientemente de la poblacién ensayada y
de la disponibilidad de polen como suplemento alimenticio.

El empleo de polen como suplemento tuvo un efecto significativo en la depredacién
intragremial, siendo ésta inferior en presencia de polen que en ausencia del mismo,
especialmente en 2POL-11 (43% menos).

La poblacién BIG30 depreda al 70% de acaros disponibles; 2POL-11, al 40%; la
poblacion comercial, al 53%. Esto indica una dependencia relativa entre el tamafio de
la hembra y el efecto de la depredacion intragremial.

La poblacién comercial muestra una preferencia clara por A. swirskii frente al adulto
de F. occidentalis tanto en ausencia como en presencia de polen como suplemento.
En cambio, ambas poblaciones mejoradas muestran una preferencia superior por el
trips adulto: BIG30, como consecuencia de su elevada capacidad para someter al
adulto del trips, independientemente de la adicién o no de polen; y 2POL-11, en
presencia de polen como suplemento alimenticio.

En 2POL-11 se observa un patron claro de alternancia entre ambos tipos de presas,
lo que permite reducir el efecto de la depredacién intragremial hasta el 30% (45-46%
para Agrobio y BIG30) o incluso menos en presencia de polen.

Conclusions

Selection for a larger body size in Orius laevigatus: intraspecific variability and
impact on reproductive parameters.

We found a significant variability in body size among wild populations assessed, with
commercial populations ranging within the natural limits of the species.

The selection process successfully resulted in a selected strain (BIG30) whose body
weight is 25% greater than that of the initial unselected strain and 28% greater than
average body weight of both wild and commercial populations. The enhanced line
showed 8% larger pronotum width as compared to the average size of wild and
commercial populations.

No significant trade-offs were observed as a result of the selection process in terms
of longevity, immature developmental times, nymph survival rate or life table
parameters (intrinsic natural growth rate, net reproductive rate, finite growth rate,
innate growth capacity, generation time and population doubling time) for individuals
being optimally fed (with Ephestia eggs).

BIG30 females showed significantly improved reproductive parameters (early and
total fecundity) compared to reference populations.

Under suboptimal feeding conditions (with pollen), BIG30 showed significantly higher
reproductive and longevity parameters than reference, unselected populations.
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Genetic improvement of Orius laevigatus for better fitness feeding on pollen.

vi.

A significant variation between provided and wild populations assessed was observed
in O. laevigatus for fecundity during first 10 days, both under an optimal diet based on
Ephestia eggs and a restricted pollen-based diet.

Nutritional value of the diet had a clear effect on fecundity, with a 67% increase in egg
laying with a rich Ephestia egg-based diet.

Both improved genetic lines (1POL-13 and 2POL-11) exhibited higher fecundity
values when fed with pollen than all wild and commercial baseline populations, but
only for 2POL-11 did these differences become significant.

Under optimal feeding conditions, both enhanced populations showed some delay in
egg-to-adult development. No significant trade-offs were observed in terms of nymph
and adult survival, longevity, life table parameters or fecundity, although 2POL-11
showed a higher oviposition pattern and net reproductive rate than 1POL-13.

With a pollen-based diet, nymph and adult survival and longevity were significantly
higher in the selected populations compared to the reference populations. Females of
2POL-11 lived 10 days longer than those of the reference populations, although the
two selected strains showed a significantly higher reproductive performance than the
rest of the nutritionally restricted populations, as reflected in the higher values for
fecundity and life table parameters as well as its earlier reproductive pattern.

Genetic gain attained in the selected lines is due to the selection process rather than
to O. laevigatus' natural phenotypic plasticity to tolerate nutritional restriction.

Enhanced functional response on Frankliniella occidentalis larvae and adults in an
Orius laevigatus strain artificially selected for a larger body size.

Vi.

Vii.
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A direct, positive and consistent relationship was observed between female size and
predation rate at high thrips densities, irrespective of the population analysed and the
instar offered.

Larger Orius females (BIG30) consumed significantly more thrips than commercial
females regardless of prey density, with predation rates on second instar larvae and
adults being 66% and 145% higher, respectively.

No significant differences were observed between selected and unselected
populations in their functional response on M. persicae aphids.

Both populations showed a functional type-Il response regardless the type of prey
offered.

BIG30 showed higher attack rate and lower handling time values than the commercial
population, irrespective of the thrips stage offered. However, these differences were
significant only for handling time, up to 72% shorter in BIG30 than in the adult thrips.
The theoretical maximum predation rate was twice as high in BIG30 for thrips larvae
and up to four times higher for adults.

Preference order observed for both populations was as follows:

Agrobio: 2nd-instar thrips > aphids > adult thrips.

BIG30: 2nd-instar thrips > adult thrips > aphids.
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Assessment of functional response in an Orius laevigatus population artificially
selected for enhanced pollen tolerance.

Despite its smaller size and acquired trophic specialization for a suboptimal diet,
2POL-11 did not show trade-offs in predation rates and functional response
parameters (attack rate, handling time and theoretical maximum rate) on both larval
and adult instars of thrips.

2POL-11 showed a clearly higher daily predation rate than Agrobio on M. persicae
nymphs and slightly higher for both instars of thrips, although no significant
differences were observed between the two populations for the functional response
parameters, irrespective of the type of prey offered.

Predation rates show a strong dependence on prey density, irrespective of the type of
prey offered.

For both populations tested, the parameters are reasonably fitted to a functional type-
Il response, regardless of the prey offered.

Preference order observed for both populations was as follows:

Agrobio: 2nd-instar of thrips > aphids = adult thrips.

2POL-11: 2nd-instar thrips > aphids > adult thrips.

Importance of dietary diversification in the coexistence between Orius laevigatus
and Amblyseius swirskii: prey switching and intraguild predation.

Predation rates on A. swirskii show a positive and constant correlation with the
number of mites offered, irrespective of the population assayed and the availability of
pollen as a supplementary food.

The use of pollen as supplement had a significant effect on intraguild predation, which
was lower in the presence of pollen than in its absence, especially in 2POL-11 (43%
less).

BIG30 strain preys upon 70% of available mites; 2POL-11, 40%; commercial strain,
53%, thus suggesting a relative dependence between female size and the effect of
intraguild predation.

The commercial population showed a clear preference for A. swirskii over the adult
thrips both in the absence and presence of pollen as supplementary food. In contrast,
both improved populations exhibited a superior preference for adult thrips: BIG30, as
a consequence of its high ability to subdue adult thrips, irrespective of the addition of
pollen or not; and 2POL-11, in the presence of pollen as a food supplement.

A clear pattern of switching between the two prey is observed in 2POL-11, thus
reducing the effect of intraguild predation to 30% (45-46% for Agrobio and BIG30) or
even less in the presence of pollen.
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