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Resumen

Claves y factores que afectan el comportamiento de busqueda de hospedadores en
el parasitoide /Ibalia leucospoides (Hymenoptera: Ibaliidae)

Autora: Nélida Raquel Jofré
Director: Juan Carlos Corley, Director Asistente: Andrés Santiago Martinez

El objetivo de esta tesis fue describir las claves y otros factores involucrados en el
proceso de localizacion de hospedador por el parasitoide Ibalia leucospoides
(Hymenoptera: Ibaliidae). Estudié la respuesta de hembras hacia claves provenientes
de su hospedador, la plaga forestal Sirex noctilio (Hymenoptera: Siricidae), de sus
conespecificos, de arboles de pino atacados y no atacados por la avispa de la madera, y
del hongo simbionte Amylostereum areolatum, usado por el hospedador para
degradar la celulosa. Luego, dada su relevancia en el control bioldgico, y en el contexto
del conocimiento adquirido sobre rasgos de historia de vida de la especie, exploré las
implicancias del estado nutricional del parasitoide en el comportamiento de busqueda
de hospedadores. Los principales resultados confirman que el hongo simbionte de S.
noctilio, juega un papel central en la interaccidn entre el parasitoide y su hospedador.
Ibalia leucospoides es atraida hacia volatiles liberados por el cultivo de hongo de dos
semanas de desarrollo, lo que indicaria la ventana dptima para atacar las larvas
hospedadoras. Sorprendentemente, no se encontraron evidencias de otros
componentes del sistema (i.e.: planta hospedadora, hospedador adulto vy
conespecificos) que influyan sobre la conducta de las hembras parasitoides. Ademas, la
respuesta de I. leucospoides mostré ser estado-dependiente; hembras privadas de
alimento fueron atraidas hacia los volatiles del hongo, a diferencia de las alimentadas,
sugiriendo una urgencia en descargar sus huevos. Estos resultados no sélo son
importantes para una mejor comprension del comportamiento de busqueda de
hospedadores de los parasitoides, sino que pueden ser fundamentales para el

mejoramiento de los planes de manejo de la plaga S. noctilio.

Palabras clave

Ibalia leucospoides; localizacion de hospedadores; interacciones multitréficas;
Amylostereum areolatum; Sirex noctilio; semioquimicos; respuesta estado-
dependiente.



Abstract

Cues and factors affecting host location behaviour in the parasitoid /balia
leucospoides (Hymenoptera: Ibaliidae)

Author: Nélida Raquel Jofré
Supervisor: Juan Carlos Corley

Assistant Supervisor: Andrés Santiago Martinez

The aim of this thesis was to describe the cues and other factors involved in the
process of host location by the parasitoid /balia leucospoides (Hymenoptera: Ibaliidae).
| studied the response of female parasitoids to cues from its host, the woodboring
forest insect pest, Sirex noctilio (Hymenoptera: Siricidae), from conspecifics, from pine
trees attacked by woodwasps, and from the symbiotic fungus Amylostereum
areolatum, used by the S. noctilio to degrade cellulose and feed their larvae. Then,
considering the importance of this parasitoid in biological control, and in the context of
the knowledge acquired on life history traits of the species, | explored the implications
of female nutritional status during the host location. The main findings confirm that S.
noctilio symbiotic fungus volatiles play a key role in the interaction between the
parasitoid and its host. Ibalia leucospoides is attracted to volatiles elicited by fungus
culture after two weeks’ development, which may indicate the best window for
attacking host larvae. Surprisingly, no evidence was found of other components of the
system (i.e.: the attacked host plant, adult hosts or conspecifics) influencing parasitoid
foraging behaviour. Also, I. leucospoides responses were shown to be state-dependent;
food-deprived females were attracted to fungus volatiles, unlike fed females,
suggesting an urgency in egg discharge. These results are important not only to further
our understanding parasitoid host location behaviour but may prove central to the

improvement of the S. noctilio management plans.

Key words

Ibalia leucospoides; host location; multitrophic interactions; Amylostereum areolatum;
Sirex noctilio; semiochemicals; state-dependent response.
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Capitulo | - Introduccidon General



La problematica de los insectos plaga en sistemas forestales.

De la totalidad de los bosques que existen a nivel mundial, se ha estimado que el 7% lo
constituyen plantaciones, y un cuarto de ellas involucra especies exdticas de arboles
(FAO, 2010). En la Argentina, grandes extensiones han sido forestadas con especies
exdticas como Pinus spp., Eucalyptus spp., Salix spp. y Populus spp., entre otras. Las
plantaciones con especies exodticas, son realizadas mayoritariamente con fines
econdmicos ya que tienen como propédsito la produccion de madera para la
construccion y muebleria o pasta de celulosa para la fabricacién de papel. Las
principales regiones del pais con bosques implantados son la Mesopotamia, el Litoral,

el Delta del Parand y, en menor medida, la Patagonia (DPF, 2014).

La introduccidn de arboles exdticos en nuevos sitios puede traer aparejado una serie
de inconvenientes que afectan la productividad maderera o el habitat donde la
actividad se establece. Entre estos inconvenientes, emergen por su relevancia aquellos
relacionados con el arribo de especies de insectos perjudiciales (Liebhold, 2012). Por
ejemplo, los arboles exdticos pueden ser introducidos junto con insectos plaga
provenientes de su drea de origen pero sin los enemigos naturales de estos ultimos.
Por su parte, los insectos nativos pueden tornarse en enemigos de los arboles exdticos
introducidos al exponerlos a una sobreabundancia de recursos, muchas veces con una
minima capacidad de resistencia por tratarse de interacciones nuevas en términos
evolutivos asi como por la escasa variabilidad genética (i.e.: clones de arboles)
vinculada a la mejora de la productividad. Por ultimo, las especies introducidas junto
con los arboles exdticos pueden afectar a las plantas nativas del lugar donde fueron
implantadas (Corley & Jervis, 2012). Es importante recordar que un elemento
fundamental de la productividad del cultivo forestal con especies no nativas, es

precisamente el principio de ausencia de una presién de herbivoria de significacion.

En numerosos ambitos de investigacidon se estudian las interacciones entre las especies
arbodreas de interés tanto econdmico como ambiental, sus plagas y los enemigos

naturales de estas Ultimas. La informacidn generada puede resultar fundamental para



mejorar la produccidn sustentable de productos del bosque. El presente trabajo es
ejemplo de ello ya que intenta profundizar sobre los conocimientos de las
interacciones entre especies de pinos introducidas en la Argentina, la avispa de la
madera Sirex noctilio Fabricius (Hymenoptera: Siricidae), el insecto plaga de pinos
quizds mas importante del hemisferio sur, y uno de sus enemigos naturales
introducido en todas la regiones afectadas por la plaga, la avispa /balia leucospoides

Hochenwarth (Hymenoptera: Ibaliidae).

La ecologia quimica y los insectos

Los insectos, viven inmersos en un complejo mundo de estimulos de diferente
naturaleza, entre los cuales deben detectar las claves que los conduzcan a sus parejas,
alimento, hospedadores y refugios. El desempeiio de estos es producto de un uso
adaptativo de claves sensoriales especificas que induce a un grupo de respuestas
comportamentales estereotipadas. Los organismos detectan y extraen informacién de
su ambiente en funcién de la sensibilidad de sus receptores sensoriales, los cuales han
sido moldeados, al igual que otras adaptaciones sensoriales, reflejando soluciones a las

necesidades especificas del animal (Larsson & Svensson, 2005).

Ciertos compuestos quimicos de variado origen, juegan un rol preponderante en la
comunicacion entre los organismos de una misma especie y de especies diferentes.
Todos los organismos producen sefales quimicas, y todos en sus respectivas maneras,
responden a las emisiones quimicas de otros. Los organismos usan compuestos
guimicos para atraer a sus parejas, asociarse con simbiontes, disuadir a los enemigos,
buscar alimento, entre otras actividades (Eisner & Meinwald, 1995; Schoonhoven et
al., 2005; Bergstrom, 2007; Herrmann, 2010a). En este contexto, la ecologia quimica es
la disciplina que estudia las interacciones entre organismos mediadas por sustancias
guimicas. Esta rama de la ecologia multidisciplinaria intenta descifrar la estructura
quimica, funcion, origen, y la significancia de los compuestos que median las
interacciones intra e interespecificas entre los organismos (Eisner & Meinwald, 1995;

Millar & Haynes, 1998).
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Los compuestos quimicos involucrados en las interacciones quimicas entre los
organismos son denominados semioquimicos o infoquimicos. Dependiendo si la
interaccidon es intraespecifica o interespecifica, los semioquimicos son divididos en
feromonas o aleloquimicos, respectivamente (Nordlund & Lewis, 1976). A su vez los
aleloguimicos se dividen en sinomonas, alomonas y kairomonas, en funcién de si la
interaccion mediada por estos beneficia a los individuos de ambas especies, al
organismo que emite o al organismo que recibe la sefial quimica (Klowden, 2007;
Thacker & Train, 2010). Los aleloquimicos son contexto-dependientes, es decir que el
origen de una kairomona, volatiles explotados por un ilegitimo receptor y que no
favorecen al emisor, puede ser por ejemplo una feromona (Larsson & Svensson, 2005;
Klowden, 2007). También dentro de los aleloquimicos se hallan las aneumonas, que
son emitidas por material no vivo que benefician a organismos receptores de una
especie pero dafian a organismos de otra especie (Nordlund & Lewis, 1976).
Usualmente, los semioquimicos son referidos como atractantes, arrestantes,
repelentes, disuasorios y estimulantes, términos que indican el comportamiento que

evocan en el receptor.

Los compuestos quimicos que juegan un rol prominente en las interacciones entre los
organismos son raramente las mismas sustancias involucradas en el mantenimiento
basico de un organismo, como por ejemplo la respiracién, la digestién, la excrecidn, y
la fotosintesis en el caso de las plantas (Berenbaum, 1995). Los semioquimicos son de
un caracter secundario. Estos compuestos secundarios, de ahora en mas metabolitos
secundarios, derivan generalmente de metabolitos que participan en procesos
fisioldgicos primarios. Presumiblemente, los metabolitos secundarios son
fisioldgicamente activos entre los organismos precisamente a raiz de su naturaleza
secundaria. Los metabolitos secundarios son frecuentemente encontrados sélo en una
especie o en un grupo de especies relacionadas, a diferencia de los metabolitos
primarios que son universales (Berenbaum, 1995; Taiz & Zeiger, 2002; Schoonhoven et

al., 2005).
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Entre los metabolitos secundarios (toxinas, anti-digestivos, antibiéticos, compuestos
orgdanicos volatiles), los compuestos organicos volatiles (VOC por su sigla en Inglés) en
particular son los principales involucrados en mediar las interacciones bioldgicas
(Herrmann, 2010b). Los volatiles se caracterizan por tener una alta presion de vapor, lo
gue permite una eficiente evaporaciéon desde diferentes superficies, y ser
transportados por el aire y alcanzar al organismo receptor. Quizds, la propiedad mas
importante de estos compuestos es que pueden ser detectados a muy bajas

concentraciones (Herrmann, 2010a; Bruce & Pickett, 2011).

Particularmente en los insectos, la comunicacidon estd fuertemente mediada por
semioquimicos. Entre ellos, los compuestos quimicos gobiernan muchos de sus
comportamientos (Klowden, 2007). Por ejemplo, los insectos utilizan claves quimicas
para encontrar pareja, agregarse, reconocer a sus conespecificos, encontrar alimento y
sitios para oviponer, entre otras conductas con valor adaptativo. Un ejemplo bien
conocido de una interaccion mediada por semioquimicos en insectos es el de la
atraccidon sexual de la polilla de la seda Bombyx mori, la hembra de esta polilla libera la
feromona denominada “bombykol”, producida en una glandula exdcrina, para atraer al
macho, el cual responde a bajas concentraciones de las moléculas en el aire
(Schowalter, 2007). Ademas de las feromonas sexuales, que aumentan la probabilidad
de apareamiento, en el mundo de los insectos otros tipos de feromonas han sido
registradas, como las feromonas de alarma que informan peligro estimulando el
escape o la defensa, las de agregacidon que inducen la formacidon de grupos, las de
camino que informa a los conespecificos el camino a seguir hacia una fuente de

alimento o un refugio (Blanco-Metzler, 1996; Klowden, 2007; Mori, 2010).

Por su parte, las kairomonas median comportamientos como la localizacién de
hospedadores y sitios de oviposicion. Muchos insectos fitéfagos encuentran a su
planta hospedadora de la cual comer o donde oviponer por metabolitos secundarios
liberados por las mismas plantas (Mareggiani, 2001; Klowden, 2007). Los insectos que

se alimentan de otros insectos utilizan semioquimicos liberados por sus presas u
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hospedadores para hallarlos, muchos de estos insectos explotan feromonas sexuales o
de agregacion las cuales en este caso estan actuando como kairomonas (Godfray,
1994; Meiners & Hilker, 1997; Cournoyer & Boivin, 2004; Fatouros et al., 2008).
También muchos insectos hematoéfagos localizan a sus hospedadores vertebrados por
quimicos producidos por la respiracion y emanados a través de la piel de sus
hospedadores como el diéxido de carbono (Bernier et al., 2000; Logan & Birkett, 2007).
Las sinomonas en el mundo de los insectos, incluyen esencias florales que atraen a
polinizadores, y a semioquimicos liberados por plantas dafiadas por la actividad de
insectos herbivoros que son utilizados por insectos carnivoros para la localizacidon de
sus hospedadores (Dicke, 1999; Hilker & Meiners, 2006; Mills & Wajnberg, 2008;
Fatouros et al., 2008). Las alomonas, abarcan quimicos que son usados primariamente
para la defensa, tales como toxinas, repelentes y anti digestivos. Estos quimicos son
producidos por las plantas para la defensa contra los insectos herbivoros, y por

insectos para disuadir y defenderse de sus depredadores (Klowden, 2007).

Si bien en muchas interacciones sélo un compuesto quimico es necesario para evocar
una respuesta comportamental en el receptor, en la mayoria de las ellas la respuesta
comportamental es mejorada cuando otros compuestos quimicos se encuentran junto
al compuesto biolégicamente activo o es evocada por una mezcla de compuestos que
se encuentran en una proporcién determinada (Klowden, 2007; Hilker & McNeil, 2008;
Mori, 2010; Bruce & Pickett, 2011). Varias especies parecen emplear un Unico
compuesto en sus feromonas (Klowden, 2007), aunque la mayoria de las feromonas
son mezclas de diferentes compuestos (Klowden, 2007; Mori, 2010; loriatti et al.,
2011). Los insectos que explotan sefiales de plantas, como los insectos herbivoros o los
gue se alimentan de herbivoros, responden comportamentalmente a mezclas de
volatiles liberados por la planta hospedadora y a mezclas de volatiles inducidos por la
herbivoria (Dicke, 1999; Mumm & Hilker, 2005; Hilker & McNeil, 2008; Bruce & Pickett,
2011; Rodriguez-Saona et al., 2012). Los compuestos individuales que se encuentran

en las mezclas biolégicamente activas son con frecuencia, comunes a varias especies;
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la proporcién especifica de los compuestos individuales le confieren a la mezcla el

cardacter de especie-especificidad (Klowden, 2007; Bruce & Pickett, 2011).

Estrategias sustentables para el manejo de plagas

Los insectos son uno de los grupos de animales que mayor cantidad de especies
problema presentan alrededor del mundo, ocasionando dafios importantes en la
produccién agricola y forestal, en dreas naturales e incluso pueden afectar
severamente la salud humana al transmitir enfermedades severas como el Mal de
Changas, el dengue, la malaria, entre otras (Pimentel, 2002; Schoonhoven et al., 2005;

Logan & Birkett, 2007; Van Driesche et al., 2007).

En el control de los insectos plaga, otros insectos como los parasitoides (insectos cuyas
larvas se alimentan del cuerpo de otro artrépodo) y depredadores de herbivoros, son
utilizados con frecuencia para disminuir la densidad poblacional de la plaga y asi
mitigar su impacto negativo (Van Driesche et al., 2007). Esta herramienta — el control
biolégico—, tiene como fin ultimo reducir el uso de insecticidas de sintesis que
conllevan serios problemas sanitarios y ambientales (Hajek, 2004; Cock et al., 2016). El
control biolégico es parte de la estrategia de manejo de insectos plaga mas
consensuada en la actualidad, conocida como manejo integrado de plagas (MIP). El
MIP combina diversas tacticas de intervencién, pero tiene como eje fundamental, la
adquisicidon de conocimientos ecoldgicos de las interacciones. En este contexto, la
ecologia quimica aporta conocimientos sobre las interacciones entre los organismos
mediadas por quimicos que pueden ser utilizados para mejorar los programas de

manejo integrado de plagas.

El uso de semioquimicos en los planes de manejo de plagas requiere de estudios
exhaustivos sobre los compuestos quimicos y proporciones involucradas en las
interacciones entre los organismos, sobre la biologia de la plaga y de sus enemigos
naturales, y sobre el sitio donde se debe aplicar el control. Dichos estudios abarcan

técnicas de extraccion de las muestras, de cromatografia para separar, identificar y
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cuantificar los compuestos quimicos, la sintesis de compuestos en algunos casos, el
analisis fisioldgico en los animales blanco y no blanco y pruebas comportamentales de
los insectos implicados en el control. Por su parte, el disefio de los dispositivos que
contengan los semioquimicos para atraer o repeler a los insectos implicados y el
disefo de trampas para atrapar individuos de la especie blanco asi como el estudio de
las condiciones ambientales del sitio donde se debe aplicar el control, el analisis sobre
los procedimientos de aplicacidn y las pruebas de la o las técnicas a utilizar en el sitio
de aplicacién, son pasos necesarios para su correcta implementacién (Pélozuelo &
Frérot, 2007; Herrmann, 2010a; loriatti et al., 2011; Mallinger et al., 2011; Rodriguez-
Saona et al., 2012).

Fundamentos del control biolégico de plagas

La distribucién y abundancia de las especies en sus ambientes nativos esta
fuertemente influenciada por la actividad de sus enemigos naturales (predadores,
parasitos, parasitoides, patdgenos o competidores). Pero cuando las especies invaden
o0 son introducidas en nuevas areas, o las condiciones de su ambiente nativo son
modificadas (ej.: cambio climatico, imposicion de cultivos, etc.), las interacciones
bioldgicas son interrumpidas y ciertas especies escapan a la regulaciéon natural y se

convierten en plaga (Gullan & Cranston, 2000).

En su enfoque tradicional, el control de plagas se basa en la aplicacidon de productos
guimicos (insecticidas o plaguicidas), especialmente de sintesis. Sin embargo, esta
practica es fuertemente cuestionada debido al efecto nocivo que causan en el medio
ambiente, la salud humana y, por su toxicidad para especies no blanco afectando a
especies benéficas o de importancia ecoldgica, o incluso por la generacion de cepas o
variedades resistentes y el surgimiento de plagas secundarias (Hajek, 2004; Begon et
al., 2006; Hajek et al., 2007). Alternativas al uso de pesticidas estan constantemente
siendo estudiadas y aplicadas, entre las que se encuentra el control biolégico. Este
método de control de plagas se basa en la reduccién de la abundancia y de la actividad

de una dada especie plaga por efecto de enemigos naturales, usualmente introducidos
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a tal fin (Hawkins & Cornell, 1999; Gullan & Cranston, 2000; Mills & Wajnberg, 2008).
Una de las ventajas de los enemigos naturales es que muchos son hospedador-

especifico, disminuyendo los riegos para especies no blanco (Gullan & Cranston, 2000).

Existen tres estrategias de control bioldgico (Gullan & Cranston, 2000; Mills &
Wajnberg, 2008). El control bioldgico cldsico se basa en la introduccion en el area
invadida de un enemigo natural hospedador-especifico importado del area nativa de la
plaga exdtica, la finalidad de esta estrategia es que el enemigo natural introducido se
establezca en el drea invadida por la plaga y provea una supresion de largo término, de
las densidades poblacionales de la plaga. El control bioldgico aumentativo implica
liberar periddicamente individuos para una supresion inmediata o a lo largo de una
temporada, este tipo de control se realiza cuando se necesita aumentar las
poblaciones de los enemigos naturales o cuando los enemigos naturales no se
establecen de modo persistente. Por ultimo, el control biolégico conservativo estd
enfocado a mejorar y proteger las poblaciones de enemigos naturales (tanto nativos
como introducidos) presentes en el area invadida a través del mejoramiento de los
recursos limitantes (ej: proveer fuentes de alimento) y la minimizacién de practicas
que interrumpan los procesos ecoldgicos naturales (por ej. disminucidn del uso de

plaguicidas) (Gullan & Cranston, 2000; Mills & Wajnberg, 2008).

Debido a que los enemigos naturales no eliminan completamente a la plaga, se espera
gue con el control biolégico se reduzca y se mantenga a la plaga por debajo de los
umbrales de dafio (Gullan & Cranston, 2000). En la actualidad se recomienda aplicar el
control biolégico dentro de un programa de manejo integrado de plagas, en donde se
combinan estrategias y practicas de manejo para suprimir la plaga, reducir el uso de
plaguicidas y mejorar su eficacia (Sithanantham et al., 2013; Omkar, 2016; Coll &
Wajnberg, 2017). La silvicultura y la sanidad vegetal, el cultivo de plantas modificadas
genéticamente resistentes a las plagas, el trampeo mecdnico o con semioquimicos
(feromonas, aleloquimicos), la confusidn sexual (feromonas sexuales) y la introduccién

de machos estériles son algunas de las técnicas que pueden combinarse con el control
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biolégico. MIP también contempla el uso de pesticidas de origen quimicos (i.e.: de

sintesis o productos naturales) como ultimo recurso (Maredia, 2003).

En los sistemas forestales, diversos insectos plaga han sido y son un problema a nivel
mundial, ocasionando dafio tanto econdmico como ambiental. Se ha estimado que
mas de un 2% de los bosques se pierden por el ataque de insectos, superando incluso
las pérdidas ocasionadas por fuego (FAO, 2010). En plantaciones forestales de
Argentina, quizds entre los ejemplos mds conocidos de plagas se encuentran la avispa
de la madera Sirex noctilio (Himendptera: Siricidae), la polilla del pino Rhyacionia
buoliana (Lepiddptera: Tortricidae), la avispa sierra de los sauces, Nematus oligospilus
(Himendptera: Tenthredinidae) y la chinche del eucalipto (Thaumastocoris peregrinus)
(Gomez, 2003; Hurley et al., 2007; Alderete et al., 2010; Villalba & Eskiviski, 2014). En
este tipo de sistemas, el uso de pesticidas resulta dificultoso debido a las grandes
extensiones que presentan las forestaciones; es por ello que otras técnicas deben ser

consideradas para un manejo exitoso de sus plagas.

La mayoria de las especies de insectos mencionados, son exdticas en plantaciones
forestales del hemisferio sur (donde también son exdticas las especies forestales
implantadas). En sus areas de origen, presentan enemigos naturales que controlan su
abundancia y distribucidon, ademdas de que en general los bosques naturales son
diversos en cuanto a especies, composicidn genética y estructura etaria. Los enemigos
naturales han sido y son considerados en los programas de control de plagas, en
donde, por su naturaleza exdtica, el control bioldgico clasico es el que ha sido
mayormente empleado (Hurley et al., 2007; Loch, 2008; Ramos Sanz & Lanfranco,
2010), introduciendo enemigos naturales desde sus areas nativas a los sitios de
interés. Si bien el éxito del control bioldgico en sistemas forestales es mayor que en
otros sistemas agricolas (Hajek et al., 2007), particularmente el aplicado en habitats
exoticos cuando hay parasitoides involucrados (Hawkins et al., 1999), este varia entre
los sitios en donde los enemigos naturales son introducidos (Cordero Rivera et al.,

1999; Lanfranco & lde, 2000; Hurley et al.,, 2007; Loch, 2008), justificAndose en
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ocasiones un manejo integrado en este tipo de sistemas, combinando el control
bioldgico con otras técnicas para un mejor control de la plaga. Practicas bien conocidas
en este sentido son el raleo preventivo (la eliminacién de ejemplares susceptibles), el
raleo sanitario (la eliminacién los arboles afectados), las cuarentenas (prevenir el
movimiento de material afectado hacia areas libres de plaga o con baja prevalencia) y

el trampeo con semioquimicos o mecanico, entre otros.

Los semioquimicos en el manejo de plagas.

Los compuestos quimicos que modifican el comportamiento de los insectos son
herramientas ideales para el control de las plagas debido a su condicién amigable con
el medioambiente. Los semioquimicos presentan diferentes caracteristicas que
respaldan su aptitud en el manejo de insectos. Son generalmente especie-especificos,
afectando exclusivamente el comportamiento de la especie blanco; son activas en muy
pequefias cantidades por lo que no contaminan y no afectan a organismos benéficos,
es poco probable que generen resistencia por tratarse de compuestos involucrados en
procesos sujetos a seleccion; la gran mayoria no son téxicas para los animales y no
dejan residuos quimicos en los productos agricolas y en los agro-ecosistemas

(Marrone, 2009; Witzgall et al., 2010).

Dentro de los semioquimicos, las feromonas y las kairomonas han recibido mas
atencidn en relacién al control de insectos plaga, ya que son volatiles quimicos que
estos usan como atractantes (Amman & Lindgren, 1995; Gut et al., 2004; Pélozuelo &
Frérot, 2007; Thacker & Train, 2010; Witzgall et al., 2010; loriatti et al., 2011). No
obstante, en los ultimos afios se han desarrollado estrategias de control que incluyen,

entre otros elementos, la utilizaciéon de alomonas como repelentes (Cook et al., 2007).

Las feromonas sexuales, que son los compuestos quimicos que mayor uso han recibido
en este contexto, principalmente por su alto nivel de especificidad, pueden ser
utilizadas de diferentes maneras en el control de plagas (Pélozuelo & Frérot, 2007;

Baker, 2009; Thacker & Train, 2010; Witzgall et al., 2010; loriatti et al., 2011). La
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técnica que mds comunmente ha utilizado a las feromonas es la técnica de la confusién
sexual (Witzgall et al., 2008, 2010). Dicha técnica tiene como objetivo desorientar al
macho de una especie plaga durante el proceso la localizacién de las hembras, lo que
tiene como consecuencia una disminucién en la reproduccién. La misma combina tres
mecanismos fisioldgicos y comportamentales que pueden ser clasificados como, (1)
habituacidn sensorial o fatiga sensorial, (2) competencia entre la fuente sintética y la
natural, y (3) camuflaje (Witzgall et al., 2008; Baker, 2009; loriatti et al., 2011). Las
aplicaciones mas extendidas y exitosas de las feromonas sexuales estan relacionadas
con su uso en la deteccidn y el monitoreo de especies plaga. El sistema de deteccién
permite detectar el ingreso de una especie de insectos desde una regién a otra o
también desde un area sin cultivo a un drea con cultivo (Baker, 2009). Por su parte, a
través del sistema de monitoreo se relacionan las capturas en trampas con la
abundancia o el dafio ocasionado por la especie plaga, medida que es utilizada para
determinar umbrales de captura sobre los cuales se basan las decisiones a tomar y las
acciones a seguir para el control (Baker, 2009; Thacker & Train, 2010; Witzgall et al.,
2010). Otras técnicas en las que las feromonas sexuales son empleadas son las de
trampeo masivo y las de atrapar y matar, que tienen como propdsito reducir la
poblacién de la plaga por la captura de una gran proporcién de la misma. En la técnica
de trampeo masivo, los individuos son atraidos por medio de los semioquimicos a
trampas donde quedan atrapados, mientras que en la técnica de atrapar y matar se
atrae a los individuos a una fuente que contiene un insecticida en bajas
concentraciones (Thacker & Train, 2010; Witzgall et al., 2010). Un trampeo masivo con
miles de trampas cebadas con una feromona sexual se aplica en el monitoreo de la
mosca gitana Limantria dispar en EEUU, siendo esta técnica la base de los planes de

manejo de esta plaga para su erradicacion (Tobin et al., 2012).

Al igual que las feromonas sexuales, las feromonas de agregacion, generalmente
producidas por distintos grupos de escarabajos, son frecuentemente utilizadas en la
deteccion, monitoreo y en el trampeo masivo de insectos plaga (Amman & Lindgren,

1995; Gut et al., 2004; Thacker & Train, 2010). En contraste con las feromonas
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sexuales, las que mayormente atraen solo a un sexo, las feromonas de agregacién
pueden darle un uso mas eficiente a estas técnicas ya que atraen a ambos. El trampeos
masivos empleando este tipo de feromonas ha dado resultados positivos, en
combinacidn con otras técnicas, en el control de poblaciones de ciertas especies de
escarabajos (para una revision ver Gut et al. 2004). Por otro lado, en escarabajos de la
corteza se han detectado feromonas de anti-agregacién, que son liberadas por estos
insectos para disuadir a los conespecificos de una planta ya colonizada. Las feromonas
de anti-agregacion son consideradas en técnicas que implican el desplazamiento de la
plaga del lugar de interés. Tanto las feromonas de agregacion y anti-agregacién son
empleadas en técnicas que emplean elementos disuasorios y de atraccion, como la de
Push-Pull (Atraccion-repulsidon en inglés, Khan et al. 2000; Cook et al. 2007; Bruce
2010; Heuskin et al. 2011; Rodriguez-Saona et al. 2012). La utilizacidon de estos dos
tipos de feromonas ha arrojado resultados satisfactorios para su aplicacion con la
técnica de Push-Pull en el control del escarabajo de la corteza Dendroctonus

ponderosae (Lindgren & Borden, 1993).

Las kairomonas han sido usadas principalmente en programas de trampeo y monitoreo
(Gut et al., 2004; Thacker & Train, 2010). Las mismas también pueden ser utilizadas en
combinacidn con otro tipo de semioquimicos, como por ejemplo se ha observado en
algunos casos en donde volatiles derivados de las plantas mejoran la atraccién a los
cebos de feromonas (Witzgall et al., 2010). Recientemente este tipo de semioquimicos
viene siendo examinado para mejorar la efectividad de las especies benéficas (Gut et
al., 2004; Thacker & Train, 2010; Heuskin et al., 2011). En la practica cuyo objetivo es
mejorar la atraccion de los enemigos naturales y reducir la poblacién de la plaga
(Rodriguez-Saona et al., 2012), no solamente se pueden utilizar kairomonas o
feromonas que actuan como kairomonas, sino también feromonas de agregacién
producidas por depredadores y sinomonas como lo son los voldatiles de plantas

inducidos por herbivoria (Thacker & Train, 2010; Rodriguez-Saona et al., 2012).
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En los ultimos afios se han desarrollado estrategias para el manejo integrado de
plagas, que integran varios elementos de las diferentes tdacticas de control,
denominadas de Push-Pull. Esta estrategia de estimulo-disuasidn simultanea, utilizan
una combinacion de estimulos que modifican el comportamiento para manipular la
distribucién y abundancia tanto de la plaga como de insectos benéficos. Mediante
estas estrategias se tiene como objetivo desplazar a la plaga fuera del cultivo o del
area a proteger utilizando estimulos que enmascaren la presencia de la planta
hospedadora o que repelan o disuadan a los individuos, asi como también atraigan a
los enemigos naturales de la plaga a través de cebos , y simultdneamente se atrae a la
plaga utilizando estimulos atractivos desde las areas donde se la quiere eliminar a
otras areas tal como trampas donde la plaga es concentrada facilitando asi su
eliminacion (Cook et al., 2007; Rodriguez-Saona et al., 2012). Dentro de los estimulos
para los componentes Push de las estrategias se pueden utilizar, volatiles de plantas no
hospedadoras que enmascaren los olores de las plantas hospedadoras o alomonas que
evoquen un comportamiento de repelencia y atraigan enemigos naturales,
semioquimicos derivados del hospedador proporcionados en una proporcion diferente
a la que son atractivos (en algunos insectos una proporcion diferente de los volatiles
de la planta hospedadora puede evocar un comportamiento de repelencia), volatiles
de plantas inducidos por herbivoria que indican competencia o induccion de defensa
por parte de la planta, feromonas de anti-agregacion, feromonas de alarma vy
feromonas que disuaden la oviposicién. Por otro lado, para los componentes Pull de
las estrategias se pueden utilizar volatiles de las plantas hospedadoras, feromonas
sexuales y feromonas de agregacién que son empleados en técnicas que se aplican
fuera de los cultivo, y volatiles inducidos por herbivoria que atraen a enemigos
naturales que se emplean en técnicas que se aplican dentro de los cultivos, (Cook et
al., 2007; Bruce, 2010; Rodriguez-Saona et al., 2012). En esta practica no sélo se
utilizan semioquimicos para atraer o disuadir a los insectos sino también se pueden
utilizar claves visuales, suplementos alimentarios y anti-digestivos, entre otros (Cook et
al., 2007; Bruce, 2010). Un ejemplo del uso de esta técnica, es la observada en Africa;

con el objetivo de disminuir las pérdidas y como consecuencia de que las técnicas
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tradicionales (ej. pesticidas quimicos; la quema de plantas hospedadoras silvestres y
de maices secos) no han dado buenos resultados, ademds de que son costosas y
causan un deterioro en el medioambiente, la técnica push-pull se ha puesto en practica
en cultivos de maiz que son atacados por insectos barrenadores del tallo de las familias
Pyralidae, Crambidae y Noctuidae. (Khan et al., 2003; Khan & Pickett, 2004; Midega et
al., 2014).

Las interacciones multitréficas y los parasitoides

Las relaciones multitréficas frecuentemente vinculan a varias especies en una
comunidad a través de la herbivoria, depredacion y/o parasitismo. Cuando estas
conexiones atraviesan tres niveles tréficos son llamadas interacciones tritréficas.
Ejemplo de este tipo de interacciones son las que relacionan plantas con herbivoros y
patdgenos que se alimentan de plantas, y con enemigos naturales de los herbivoros y
los patégenos (Agrawal, 2000). Algunas interacciones tritréficas tienen un alto grado

de especialidad, mientras que otras son mas generalistas.

Particular atencion han recibido las interacciones tritréficas donde se interrelacionan
plantas, herbivoros y carnivoros (parasitoides o depredadores de herbivoros). Esto se
debe en parte a la gran abundancia de este clase de interacciones y a la diversidad de
los animales herbivoros y carnivoros que participan en ellas (Kaplan, 2012). Se ha
estimado que el 50% de los metazoos estan involucrados en interacciones planta-
herbivoro-enemigo natural (Hawkins, 1994). Pero también ésta particular atencién se
debe al interés por comprender las complejas relaciones establecidas entre estos
niveles troficos (Tkaczuk et al., 2007). El estudio de las interacciones tritroficas es
importante para entender patrones de asociacion en comunidades naturales, y dicho
conocimiento puede ser utilizado para mejorar métodos de control de plagas
mediante la manipulacion del comportamiento de los enemigos naturales (Agrawal,

2000; Tkaczuk et al., 2007).
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Entre los enemigos naturales que atacan herbivoros se encuentran los parasitoides,
estos insectos han recibido particular interés debido a su abundancia y diversidad, su
peculiar ciclo de vida, sus complejas interacciones con sus hospedadores y su uso en
programas de manejo de insectos plaga. Ademas los parasitoides han sido un modelo
para el estudio de la ecologia y evolucidn del comportamiento de los insectos

(Godfray, 1994; Baalen & Hemerik, 2008).

Como se ha mencionado anteriormente, los parasitoides son insectos cuyas larvas se
alimentan exclusivamente del cuerpo de otro artrépodo (hospedador o huésped), al
cual inevitablemente terminan matando. Dependiendo de la especie que se trate una
o mas larvas (hasta miles) pueden desarrollarse en un mismo hospedador (en un
mismo individuo). El ciclo de vida de estos insectos comienza cuando la hembra
deposita uno o mas huevos en, sobre o en cercanias su hospedador. Luego de la
eclosiéon del huevo, la larva se desarrolla sobre o dentro del hospedador.
Posteriormente, la larva se transforma en pupa donde se forman los tejidos y las
estructuras del adulto. Finalmente, de la pupa emerge el adulto que se debera

alimentarse, buscar pareja y un nuevo hospedador donde oviponer (Godfray, 1994).

Se han descripto alrededor de 68.000 especies parasitoides, lo que corresponde
aproximadamente al 10 % de las especies de insectos descriptas hasta el momento. Se
cree que solo el 10 % de los insectos que habitan la tierra son conocidos para la
ciencia, y que aproximadamente unos 800000 posee el habito parasitoides. Las
especies descriptas pertenecen a cinco drdenes de insectos, pero la mayoria estan
incluidos dentro de los himendpteros y dipteros, y en menor medida son coleépteros,

lepidépteros y neurdpteros (Jayashankar et al., 2016).

Los parasitoides pueden clasificarse de diferentes maneras segin aspectos de su
historia de vida: segun el estadio del herbivoro que atacan pueden clasificarse en
parasitoides de huevo, de larva, de pupa y de adultos si atacan insectos holometabolos
y en parasitoides de huevo-larva y parasitoides de larva-pupa si atacan insectos

hemimetabolos. Si una Unica larva se desarrolla en un Unico hospedador se los
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denomina solitarios y si varias larvas (hasta miles) se desarrollan en un Unico
hospedador son gregarios. También se los puede clasificar segin su conducta
alimenticia: los parasitoides pueden dividirse en endoparasitoides si la larva se
desarrolla dentro del cuerpo del hospedador y en ectoparasitoides si la larva vive
externamente con sus partes bucales enterradas en el cuerpo del hospedador. Pero
una clasificacion importante por sus implicancia evolutivas se basa en su estrategia de
ataque en donde los koinobiontes le permiten a su hospedador continuar con su
crecimiento luego de sucedido el evento de parasitacion (en este tipo de parasitoides
la larva se alimenta gradualmente de los drganos no vitales de su hospedador), y los
idiobiontes, paralizan completamente el desarrollo del hospedador al momento de Ia
ovipostura o ataque, en este caso la nutricidn de la larva del parasitoide se limita a los
recursos energéticos presentes en el hospedador en el momento de la parasitacion).
Finalmente, existen diferentes formas de parasitismo: el parasitismo simple o primario
es cuando una Unica hembra parasitoide deja sus huevos en un hospedador, mientras
que si dos o mds individuos de una especie oviponen en un mismo hospedador se lo
denomina superparasitismo, pero si individuos de diferentes especies oviponen en el
mismo hospedador puede ocurrir multiparasitismo, cuando las larvas de las distintas
especies compiten por el recurso, o hiperparasitismo, cuando la larva de la segunda
especie se alimenta de la larva parasitoide ovipuesta en primera instancia (Godfray,

1994).

Desde tiempos remotos, los insectos que se alimentan de insectos herbivoros han sido
utilizados en el manejo de insectos plagas; el primer registro data del afio 300 DC
(Peng, 1983). Por su lado, los parasitoides han sido centrales en el desarrollo de la
teoria del control biolégico, en parte por el alto grado de especificidad alcanzado por
muchos de ellos, y por una notable capacidad de busqueda en especial a bajas
densidades de hospedador. También, otros atributos como una alta capacidad de
adaptacion a cambios en las condiciones del ambiente; la sincronizacion con el ciclo
biolégico del hospedador, la capacidad de sobrevivir periodos en los que el

hospedador esté ausente (diapausa, letargo), y por ser capaces de constituir
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poblaciones que responden de modo denso-dependiente (esto es, crecer en
abundancia en funcién de su propia densidad y la del hospedador), los hacen mas
efectivos para su empleo en los programas de control bioldgico de insectos plagas que
otros animales (Hajek, 2004; Van Driesche et al., 2007). De cientos de programas de
control bioldgico de insectos plagas a nivel mundial, los parasitoides han sido el tipo

mas comun de enemigo natural introducido (Van Driesche et al., 2007).

Debido a que los parasitoides han evolucionado dentro de un contexto multitréfico, su
fisiologia y comportamiento estan influenciados por los elementos de los otros niveles
tréficos tales como su herbivoro victima (segundo nivel tréfico) y la planta de la cual se
alimenta el herbivoro (primer nivel tréfico, de ahora en adelante “planta
hospedadora”) (Vet & Dicke, 1992). La informacidon quimica que proveen los otros
niveles tréficos juega un papel preponderante en la busqueda de hospedadores por

parte de los parasitoides (Vet & Dicke, 1992; Godfray, 1994; Powell & Poppy, 2001).

Se han propuesto diversas estrategias de busqueda de hospedadores por parte de los
parasitoides. Entre ellas, la mas difundida divide al proceso de busqueda en una serie
de fases de acercamiento que comprenden la localizacién del habitat del hospedador,
la localizacién del hospedador en si, la seleccién del hospedador adecuado para ser
parasitado y el uso del hospedador (Vinson, 1981; Godfray, 1994). Esta estrategia
establece que las claves utilizadas por el parasitoide en su blsqueda cambiaran segun
la escala espacial en la que este se encuentre. Por otro lado se ha propuesto un
modelo mas dindmico que plantea que los parasitoides responden en mayor medida a
los estimulos mas asociados con el hospedador, desencadenandose una respuesta
diferenciada segun los estimulos presentados (Lewis et al., 1990; Vet et al., 1990). Esta
estrategia considera la experiencia previa, ya que la jerarquia de cada respuesta
variara a lo largo de la vida de un parasitoide, haciendo que responda al estimulo mas

relacionado con el hospedador.

En la busqueda de hospedadores, los parasitoides tienen que detectar informacion

relevante dentro de un amplio espectro. En esta busqueda se enfrentan con el dilema
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denominado de la confiabilidad y de la detectabilidad (Vet & Dicke, 1992). Los
estimulos confiables ofrecen alguna certeza sobre la presencia del herbivoro a atacar,
mientras que los estimulos detectables debido a su abundancia son mas faciles de
detectar pero son menos confiables dado que no garantizan la presencia del herbivoro.
En este sentido, la informacién proveniente del herbivoro (segundo nivel tréfico) es
confiable por ser especifica, pero dado a que estos son un pequefio componente de un
ambiente complejo, la informacidn que proveen puede ser dificil de detectar. Por el
contrario la informacién proveniente de la planta hospedadora (primer nivel tréfico) es
mas facil de detectar pero es menos confiable debido a que podria no estar asociada al

herbivoro (Vet & Dicke, 1992; Powell & Poppy, 2001; Hilker & McNeil, 2008).

Vet y Dicke (1992) han propuesto que para maximizar la eficiencia de busqueda y en
consecuencia el éxito reproductivo (i.e. fitness), los parasitoides resuelven el dilema de
la confiabilidad y la detectabilidad mediante diferentes vias, las cuales involucran la
utilizacidon de diferentes tipos de claves, a saber: (a) utilizando informacién quimica
mas conspicua producida por un estadio del herbivoro diferente al que se ataca (por
ejemplo: enemigos naturales que atacan estadios inmaduros utilizan feromonas
producidas por los estadios adultos); (b) utilizando estimulos creados por las
interacciones especificas entre el herbivoro y su planta hospedadora (por ejemplo:
kairomonas: informacién quimica producida por las actividades de alimentacién y de
oviposicion del herbivoro en su planta hospedadora); y (c) aprendiendo a relacionar
estimulos faciles de detectar con estimulos confiables pero dificiles de detectar (Vet &

Dicke, 1992; Powell & Poppy, 2001).

Por otro lado, la informacién suministrada por los conespecificos puede ser utilizada
por los parasitoides en la toma de decisiones acerca de la explotacién de un parche o
de un hospedador. En algunas especies, la presencia de conespecificos induce un
comportamiento de evitacidn del parche y del hospedador ya parasitado evitando asi

la competencia (Bernstein & Driessen, 1996; Castelo et al., 2003).
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Sistema de estudio: la avispa de los pinos Sirex noctilio y el parasitoide Ibalia

leucospoides.

Uno de los ejemplos mas emblematicos de especies de insectos forestales invasores a
nivel mundial es la avispa barrenadora de los pinos Sirex noctilio. Desde principios del
siglo XX, esta avispa nativa de Eurasia y del norte de Africa ha sido introducida
accidentalmente en varios paises del hemisferio norte y sur en donde ha causado
importantes dafios econdmicos en forestaciones de pino (Hurley et al., 2007). Hasta
fines del siglo XX, habia afectado a plantaciones exdticas de pinos alrededor del
mundo, y en el afio 2005 fue detectada en plantaciones de pino en América del Norte.
Desde sus primeras invasiones, métodos de control han sido empleados
constantemente en contra de esta plaga. Entre estos métodos se encuentra el control
bioldgico con parasitoides, siendo la avispa cynipoidea /balia leucospoides uno de los

agentes de control bioldgico de eleccién (Hurley et al., 2007; Slippers et al., 2012).

La avispa de la madera Sirex noctilio Fabricius (Hymenoptera: Siricidae) en un insecto
fitéfago que ataca maderas blandas, principalmente especies de pino (Pinus spp.). En
la Argentina fue detectada por primera vez en la provincia de Entre Rios en el afio 1985
(Espinosa Zuiiiga et al., 1986) y en el afio 1991 se la registro en la Patagonia (Fritz,

1993; Klasmer et al., 1997).

Sirex noctilio es una avispa primitiva y solitaria con un ciclo de vida usualmente
univoltino, el cual puede acortarse o alargase en climas calidos y frios respectivamente
(Neumann & Minko, 1981; Taylor, 1981). La mayor parte del ciclo de vida ocurre
dentro de la madera del arbol. La hembra taladra agujeros en la madera con su
ovipositor donde deja sus huevos. Ademas de los agujeros de oviposicion que son
simples estos pueden estar ramificados en dos a cuatro tuneles, no en todos los
tuneles las hembras dejan huevos (Coutts & Dolezal, 1969; Madden, 1981), asimismo
en lo agujeros de oviposicién introducen esporas de un hongo simbionte
(Amylostereum areolatum, ver mas adelante) en tuneles con o sin huevos (Coutts &

Dolezal, 1969). Los huevos eclosionan dentro de los 10 a 15 dias luego de la
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oviposicion dependiendo de la temperatura ambiente (Madden, 1981, 1988). En
funcién de las condiciones experimentadas durante el desarrollo larvario, la cantidad
de estadios larvales puede variar entre 6 y 12 siendo mayor en condiciones subdptimas
(Madden, 1988). Durante este periodo la larva excava la madera, formando en ésta
tipicas galerias, y la presiona con sus mandibulas extrayendo una fraccién de liquido
que ingiere por la cavidad oral (Thompson et al., 2014). La pupacién se da dentro de la
madera y el adulto abre su paso hacia la salida con sus mandibulas formando

caracteristicos agujeros de emergencia (Nuttall, 1989).

Los adultos de S. noctilio presentan un marcado dimorfismo sexual (Figura 1.1), las
hembras son de color azul oscuro metalico, excepto las alas y las patas que son de
color dmbar y anaranjado respectivamente. Por su parte, los machos que también son
de color azul oscuro metadlico, presentan los segmentos abdominales Il a VIl y las patas
anteriores y medias de color naranja, ademas las patas posteriores son de color
castano oscuro y son mas engrosadas que las de las hembras. En ambos sexos, el
ultimo segmento abdominal termina en una prominente espina (cerco)(Neumann &
Minko, 1981). En esta especie los adultos no se alimentan, por lo que dependen
exclusivamente de los recursos obtenidos en los estadios larvales (Taylor, 1981). Al
igual que el resto de los himendpteros, su reproduccidn es arrenotdéquica, es decir que
los huevos fecundados dan origen a hembras mientras que los no fecundados a

machos.
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Figura 1.1. Hembra de Sirex noctilio oviponiendo (izquierda) y macho de S. noctilio. Fotos

de Andrés S. Martinez.

Esta especie se caracteriza por la ocurrencia de estallidos poblacionales descritos como
“pulsos eruptivos” (Madden, 1988; Corley et al., 2007). Durante periodos variables la
poblacién de la plaga se mantiene en densidades bajas, en estos periodos las hembras
de S. noctilio atacan arboles debilitados. El crecimiento repentino de la poblacién
ocasiona los estallidos, llevando a la plaga a niveles epidémicos (Corley et al., 2002;
Corley & Villacide, 2005; Villacide & Corley, 2012). En los periodos de estallido se
afectan arboles sanos y se producen importantes dafios econédmicos. Una mortalidad
de entre un 30y 70 % de los ejemplares se ha estimado en plantaciones durante estos
periodos (lede et al., 1992). El patrén espacial de los estallidos de S. noctilio a una
escala de paisaje esta fuertemente influenciado por la especie de pino presente, la
orientacién (norte, sur, este, oeste) de la pendiente donde se encuentra la plantaciény
la distancia al estallido mds cercano (Lantschner & Corley, 2015). En este tipo de
dindmica de pulsos eruptivos, la terminacién de los estallidos es rapida, mediada por la
mortalidad a través de enemigos naturales o la limitacién del recurso por excesivo

ataque a la forestacion (Berryman, 1986, 1987).
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En plantaciones de la Patagonia Argentina (Figura 1.2) se ha registrado una fuerte
agregacion espacial de los ataques de S. noctilio durante las etapas tempranas de
colonizacién y una tendencia a incrementarse la agregacién con un aumento en los
niveles de ataque (Corley et al., 2007). Se ha determinado que el patrén de ataque de
la avispa de la madera dentro de la plantacion de pino varia en funcién de su densidad
poblacional (Lantschner & Corley, 2015). Una fuerte agregacién espacial puede
explicar un incremento en el desempeiio individual del insecto ya sea por un aumento
en las probabilidades de escapar de los enemigos naturales o por un enfrentamiento
colectivo con las defensas quimicas de las plantas (Rhoades, 1985). Un aumento de la
performance individual de los insectos lleva consiguientemente a un aumento

poblacional.

Figura 1.2. Vistas de plantacidn de pino de la localidad de San Carlos de Bariloche atacada por

la avispa de la madera S. noctilio. El follaje clorético de los arboles demuestra el ataque de la

plaga. Fotos de la autora.

A nivel mundial, las estrategias empleadas para el control de S. noctilio son diversas
(control bioldgico, control silvicultural, erradicacién y cuarentena) (Hurley et al., 2007),

entre ellas el control biolégico ha sido una de las mas difundidas. Dos tipos de agentes
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han sido utilizados en el control biolégico de S. noctilio, un nematodo parasitico y un

conjunto de parasitoides.

El nematodo Deladenus (=Beddingia) siricidicola Bedding (Tylenchida: Neotylenchidae)
ha sido introducido en algunas regiones y en otras ingresé naturalmente con el
hospedador (Zondag, 1969; lede et al.,, 2000; Tribe & Cillié, 2004; Carnegie et al.,
2005). Este parasito ingresa en el aparato reproductor de la hembra hospedadora
atrofiando los ovarios y sus huevos (Zondag, 1979). Se han registrado altos niveles de
parasitismo de D. siricidicola (Zondag, 1979; Tribe & Cillié, 2004; lede et al., 2010)
aunqgue su nivel de virulencia ha ido disminuyendo debido -en parte- a que se
mantiene a una misma cepa de nematodo cultivdndose en el laboratorio por varios
afos (Hurley et al., 2007). También se ha observado que este enemigo natural no

afecta la dispersion geografica de la plaga (Corley et al., 2014).

Rhyssa persuasoria Linnaeus (Hymenoptera: Ichneumonidae), Megarhyssa nortoni
Cresson (Hymenoptera: Ichneumonidae) e Ibalia leucospoides son algunas de las
avispas introducidas en regiones afectadas con S. noctilio (Tribe & Cillié, 2004; Bain,
2005; Carnegie et al., 2005). Las primeras dos atacan estadios inmaduros tardios
mientras que la ultima ataca estadios inmaduros tempranos (Taylor, 1978). En casi
todas las regiones en donde estos parasitoides han sido liberados o han ingresado
naturalmente junto con su hospedador se han establecido exitosamente (Zondag,
1959; Taylor, 1967, 1976; Neumann & Morey, 1984; Eskiviski et al., 2004; Tribe & Cillié,
2004; Bain, 2005; Carnegie et al., 2005). Los niveles de parasitismos de cada una de
estas avispas son variables en cada region (Hurley et al., 2007). La presencia de |.
leucospoides y algunos de los risinos (Megarhyssa nortoni, Rhyssa sp.) en una misma

region puede resultar en una tasa de parasitismo combinada alta (Nuttall, 1989).

La avispa /balia leucospoides Hochenwarth (Hymenoptera: Ibaliidae; Figura 1.3) es un
endoparasitoide koinobionte solitario de origen holartico (Africa del Norte y Eurasia)
(Nordlander et al., 1996). /balia leucospoides ataca huevos y larvas del primer vy

segundo estadio de S. noctilio (Madden, 1968; Taylor, 1978). La hembra utiliza los
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mismos agujeros que realizd S. noctilio durante su oviposicién para insertar sus propios
huevos. Segun Chrystal (1930) el diametro del ovipositor es cuatro veces menor que el
diametro del tunel, por lo que cuenta con amplio espacio para moverlo libremente. Un
sélo huevo es dejado por hospedador, una vez que el huevo eclosiona la larva
parasitoide que emerge se alimenta de la larva hospedadora y permanece como
endoparasito hasta el tercer estadio larval, cuando emerge de su hospedador y
permanece como ectopardsito. Completado el cuarto estadio, empupa, y una vez
finalizada la etapa pupal el adulto realiza un agujero en la corteza del arbol y sale del

mismo (Chrystal, 1930).

Figura 1.3. Hembra de /balia leucospoides.

Los adultos presentan un dimorfismo sexual poco marcado, los machos ademas de
presentar las antenas mas largas que las hembras tienen una hendidura o muesca en
el lado externo del tercer segmento antenal. Otra caracteristica que los diferencia es la
forma del abdomen visto lateralmente; el de las hembras es mas anguloso mientras el
de los machos tiene una forma aproximada a una media luna (Chrystal, 1930; Nuttall,
1980). El tamaiio del cuerpo es variable, las hembras miden en promedio 13 mm y los
machos 10mm. Es importante recordar que en muchos parasitoides el tamafo del

insecto adulto estd en gran parte determinado por la calidad y el tamafio del
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hospedador (Arakawa et al., 2004; Da Rocha et al., 2007; Hackermann et al., 2007; Li et
al., 2017).

En condiciones de laboratorio se ha estimado que las hembras alimentadas ad libitum
con solucién azucarada viven en promedio 35 dias y las no alimentadas, 24. La hembra
emerge con una carga de huevos inicial promedio de 470 huevos y el 80% de estos
estdn maduros al emerger el adulto, su fecundidad potencial es entonces de
aproximadamente unos 600 huevos (Fischbein et al., 2013). De acuerdo a las
propiedades reproductivas mencionadas, I. leucospoides no necesita alimentarse para
madurar sus huevos y oviponer; el alimento ingerido durante la vida adulta seria
aprovechado para el mantenimiento de sus funciones somaticas. Fischbein vy
colaboradores (2011) demostraron que la capacidad de vuelo en esta avispa no se ve
modificada entre individuos alimentados y no alimentados. Sélo en una ocasidn se
registré una hembra silvestre capturada en una forestacién de pinos en la Patagonia
Argentina con un nivel de azlicar mayor al observado en hembras recién emergidas,
este bajo porcentaje de hembras alimentadas capturadas en el campo indicaria que la
ingesta de alimento en este contexto es un evento poco frecuente en este parasitoide
(Fischbein et al., 2013). Probablemente esto se deba a la estructura de las plantaciones
de pino en esta regién, en donde la oferta de alimento en forma de néctar es muy
limitada (Pietrantuono, 2007). El alimento, como se menciond anteriormente,
prolonga la supervivencia de los adultos, y este aumento de la supervivencia por la

alimentacion resultaria en un aumento en la fecundidad expresada.

Se ha demostrado que las hembras de I leucospoides son potencialmente buenas
voladoras, alcanzando en promedio 10 km por dia (Fischbein et al., 2011). No obstante
esto es casi la mitad de lo que potencialmente vuela su hospedador S. noctilio (17,4 km
promedio por dia; Bruzzone et al. 2009). En condiciones poblacionales del tipo
endémicas (i.e.: baja abundancia), la dispersion de S. noctilio dentro de una plantacién
es muy limitada, mostrando un patrén espacial agregado de los arboles atacados con

un radio menor a 150m (Corley et al., 2007), en este contexto la capacidad de vuelo de
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I. leucospoides es suficiente para volar de arbol atacado en arbol atacado en busqueda
de hospedadores, permitiéndole de esta manera una exhaustiva exploracion dentro y
entre parches con hospedador. Sin embargo, en los eventos de estallido de S. noctilio,
donde Ila abundancia poblacional crece repentinamante alcanzando niveles
epidémicos, I leucospoides no alcanzaria en el corto plazo los nuevos sitios atacados

por la plaga, debido a la dispersién producida por la plaga durante estos periodos.

Es ampliamente conocido que el comportamiento de los animales esta influenciado
tanto por factores externos (del entorno inmediato al individuo) como por factores
internos (propios del individuo). Se ha demostrado que un factor externo como la
abundancia de hospedadores en combinacién con la distancia viajada hacia el parche
con hospedador influencian el tiempo que el parasitoide /. leucospoides permanece en
el parche con hospedador. Sin embargo el tiempo de residencia en el parche no se ve

influenciado por la alimentacion en este parasitoide (Corley et al., 2010).

Ibalia leucospoides ha sido utilizada en programas de manejo de S. noctilio alrededor
del mundo (ver Fischbein & Corley 2014 para una revision detallada de este
parasitoide en el control de S. noctilio). En la década del 50 este parasitoide fue
introducido en Nueva Zelanda estableciendo exitosamente (Zondag, 1959), a fines de
1950, mientras que en 1960 y 1970 fue introducido en diferentes regiones de Australia
(Tasmania, Victoria, New South Wales), en donde también fue exitoso su
establecimiento (Taylor, 1967; Neumann & Morey, 1984; Carnegie et al., 2005), incluso
en algunas de las regiones se ha dispersado rapidamente (Taylor, 1967). En Sudafrica
se comenzd con las liberaciones de I. leucospoides en el afio 1998, registrandose su
establecimiento pocos anos después, en el afio 2002 (Tribe & Cillié, 2004). En
Sudamérica I. leucospoides fue introducida accidentalmente junto con su hospedador,
primero fue registrada en Uruguay (1984) y luego se dispersado conjuntamente con S.
noctilio a través de este pais, Argentina, Brasil y Chile (Eskiviski et al., 2004). En la
Patagonia /. leucospoides ha sido registrada en todas las plantaciones infestadas con S.

noctilio (José Villacide, comunicacion personal).
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Los niveles de parasitismo de Ibalia leucospoides alcanzado en las diferentes regiones
en donde fue introducido o ingresé naturalmente son variables. Las tasas de
parasitismo registradas en Australia varian entre el 12 y 40% (Neumann et al., 1987) y
en Nueva Zelanda entre el 25 y 35%, aunque logré alcanzar en algunas regiones el 55%
(Nuttall, 1989). En tanto en Sudamérica se han registrado tasas de parasitismo del O al
40% (Eskiviski et al., 2004; lede et al., 2010). Este parasitoide ha sido considerado el
mas exitoso de los parasitoides en algunas regiones, siendo el responsable de hasta
99% de la mortalidad de S. noctilio por parasitoides (Haugen, 1990; Carnegie et al.,

2005).

En la Patagonia Argentina, en general las tasas de parasitismo son similares a las
estimadas para el resto de Sudamérica, aunque también se han registrado tasas mas
altas (Corley et al., datos no publicados). Los porcentajes de parasitismo en la regiéon
noroeste de la Patagonia Argentina son muy variables tanto temporalmente (de afio
en afno) como espacialmente (entre plantaciones). Los porcentajes mas altos de
parasitismo fueron registrados en plantaciones ubicadas en las provincias de Chubut y
Neuquén (Plantacién Estancia Algar-Neuquén: 54%, temporada 2009-2010; Plantacién
Provincial Manosa-Chubut: 56,5%, temporada 2009-2010; Plantacién Estancia
Quechuquina-Neuquén: 60%, temporada 2010-2011), y los porcentajes mas bajos
fueron registrados en plantaciones ubicadas en las provincias de Rio Negro y Chubut
(Plantacién Estancia San Ramén-Rio Negro: 9,6%, temporada 1995-1996; Plantacién
Estancia El Mirador, Cholila-Chubut: 4,21%, temporada 2012-2013; Plantacién Estancia
Arroyo del Medio 1-Rio Negro: 2,2%, 0,2%, temporadas 2011-2012, 2012-2013
respectivamente; Plantacién Estancia Arroyo del Medio 2-Rio Negro: 2,2%, 0,2%,

temporadas 4,8%, 2012-2013).

En el momento de la oviposicidn, como se menciond anteriormente, la hembra de S.
noctilio deposita huevos y junto con estos inyecta esporas de un hongo simbionte,
Amylostereum areolatum Boiding (Basidiomycota: Amylostereaceae) (Spradbery,

1977). El hongo reduce el contenido de humedad de la madera favoreciendo la
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eclosiéon del huevo y el desarrollo de la larva, asi como también le provee nutrientes
esenciales a la larva y causa la muerte de la madera facilitando la actividad taladradora
de la larva (Coutts & Dolezal, 1965; Neumann & Minko, 1981). En esta relacion
simbidtica, el hongo no sélo se beneficia al ser transportado a un arbol especifico en
donde se desarrollard sino que también porque es inyectado debajo de la corteza, la
primer barrera de defensa del arbol (Smith & Schiff, 2002). Ademds de inyectar
esporas del hongo durante la oviposicién, la hembra de S. noctilio introduce una
secrecién de mucus o veneno fitotdxico (Spradbery, 1977), este mucus aumenta adn
mas la susceptibilidad del arbol, condicionandolo para un mejor crecimiento del hongo
(Coutts, 1969). Coutts (1969) ha demostrado que la combinacién del hongo y el mucus

es lo que causa la muerte del arbol.

La simbiosis con la avispa de la madera beneficia a A. areolatum por la dispersion que
S. noctilio le provee. El hongo mientras crece dentro de la madera, también ocupa
estructuras especializadas en la cuticula de las larvas hembras de S. noctilio, antes de la
muda que precede a la pupacion, las células glandulares del érgano hipopleural
(ubicado en los pliegues hipopleurales del primer segmento abdominal) producen
abundantes secreciones que envuelven a las hifas y las esporas del hongo contenidas
en los mismos tornandolas cerosas y con forma laminada. Cuando la hembra adulta
emerge de la pupa y comienza a realizar con su mandibula el orificio de salida, las
[dminas cerosas se rompen y se pegan al cuerpo de la avispa, y a través de
movimientos del cuerpo y del ovipositor los pedazos de las ldminas cerosas
conteniendo el hongo son transportados hacia las micangias (estructura especial en el
cuerpo de algunos animales que estd adaptada para el transporte de un hongo
simbionte, generalmente en forma de espora) donde se liberan de las secreciones
(Wermelinger & Thomsen, 2012). La hembra recién emergida con el hongo en sus
micangias, se mueve hacia nuevos arboles donde dejar sus huevos dispersando asi al

hongo tanto como vuelen las avispas.
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Si bien se cree que S. noctilio es incapaz de desarrollarse sin el hongo, este ultimo
puede proliferar mas alla de la simbiosis con la avispa. Amylostereum areolatum es un
hongo basidiomicete cuyas fructificaciones pueden ser encontradas en los troncos de
varias coniferas en Europa, la produccidon de esporas es otra manera de dispersarse,
sin embargo se ha observado que las fructificaciones de A. areolatum son raras
indicando una dominancia de los clones y asi una baja variacién dentro de la especie
(Wermelinger & Thomsen, 2012). Mientras que se ha propuesto que esta interaccién
posee una alta especificidad, estudios recientes sugieren que otros hongos pueden ser

transportados por S. noctilio y cumplir idéntica funcion (Wooding et al., 2013).

Es conocido que una de las claves que utiliza la avispa I. leucospoides para encontrar a
su hospedador son los voldtiles del hongo simbionte de S. noctilio (Madden, 1968;
Spradbery, 1974; Martinez et al., 2006). El primer estudio sobre el comportamiento de
este parasitoide demostrd que las hembras de I. leucospoides tiene preferencia por
agujeros de oviposicidon de S. noctilio de 2 a 3 semanas (Madden, 1968). Este mismo
estudio y otro posterior mostraron que las hembras de /. leucospoides son atraidas a
cultivos de A. areolatum en ausencia de sefiales quimicas provenientes del hospedador
y derivadas del 4rbol hospedador (Madden, 1968; Spradbery, 1974). Posteriormente se
mostré que las hembras son atraidas hacia y pueden discriminar entre diferentes
concentraciones de volatiles de A. areolatum (Martinez et al., 2006), sugiriendo que el
hongo puede proveer informacion sobre las densidades relativas de hospedadores
disponibles para la oviposicion. Otro estudio revel6 que las hembras de I. leucospoides
son capaces de discriminar densidades diferentes de hospedadores entre parches
desde una distancia sin la necesidad de hacer contacto directo con los parches para
evaluar su rendimiento (Fischbein et al., 2012). En concordancia con otros trabajos
(Martinez et al., 2006; Corley et al., 2010), los autores han sugerido que claves
guimicas provenientes principalmente del hongo simbionte A. areolatum ayudan a la
hembra parasitoide a optimizar las decisiones de eleccion del parche a explotar, aun

antes de que la hembra arribe al parche (Fischbein et al., 2012).
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En relacion con la busqueda de hospedadores y segun lo propuesto por Vet y Dicke
(1992), la informacion provista por el pino seria facil de detectar para el parasitoide
pero no confiable, ya que no garantiza la presencia del hospedador. Por su parte, el
hospedador puede proveer informacién confiable pero la detectabilidad es baja
especialmente a grandes distancias debido a que las larvas estdn dentro de la madera
de pino, a varios milimetros de la superficie. En cambio, la informacién derivada del
hongo simbionte de S. noctilio seria una informacidon confiable y detectable,
especialmente a distancias intermedias. Una vez que la hembra de S. noctilio inocula el
hongo en la madera del pino, este se propaga es través de ella incrementando su
tamafio y en consecuencia, una mayor cantidad de compuestos volatiles seran
emitidos. La relacién del hongo con los parasitoides parece haber surgido antes de la
co-evolucion entre los Ibaliidae y los Siricidae, ya que se ha sugerido que los Siricoidea
y las especies parasiticas tuvieron un ancestro en comun; una especie fitéfaga que se
alimentaba parcialmente de hongos (Whitfield, 1998). Sirex noctilio no puede
prescindir de la simbiosis con el hongo, entonces parece estar atrapado entre este y
los enemigos naturales que explotan los volatiles que este emana para localizar a su

hospedador.

En el contexto en que l.leucospides se desarrolla y desenvuelve, una multiplicidad de
estimulos podrian ser utilizados por este parasitoide para localizar a su hospedador.
Los pinos liberan una variedad de volatiles y modifican su patrén de emisién en
condiciones de estrés y ante el ataque de la avispa de la madera; el parasitoide podria
explotar primariamente estimulos provenientes de la planta hospedadora atacada por
el insecto plaga (Capitulo Il). Debido a que en condiciones poblacionales endémicas, el
hospedador presenta una distribucién fuertemente agregada, informacién
proveniente del hospedador en estado adulto una vez que este ha localizado el arbol
donde oviponer, podria también ser utilizada por el parasitoide para encontrar los
parches con huevos vy larvas del hospedador (Capitulo Il). Se ha observado que las
hembras de I. leucospoides son atraias a volatiles del hongo pero no siempre, esto se

correlaciona con la presencia de hospedadores dentro de una ventana temporal
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factible de ser parasitados. Por ello, la respuesta del parasitoide frente a estos volatiles
puede estar sintonizada finamente con el desarrollo del hongo dentro de la madera
(Capitulo 1). Si bien los conespecificos le significarian a la hembra que busca
hospedadores una potencial competencia por el recurso donde oviponer, dado el
contexto de agregacién y que las poblaciones de S. noctilio son pequefias durante
periodos prolongados, la presencia de otras hembras de /. leucospoides sobre un arbol
podrian proveerle a la hembra naive que esta buscando hospedadores informacién
sobre la localizacion de un parche positivo en terminos de presencia de estos (capitulo
IV). Finalemente, se conoce que /. leucospoides es una especie con un indice de
ovigenia alto (0,77), es decir que emerge con una importante proporciéon de su
complemento de huevos maduro, dicho indice es esperado (segun estudio paralelo
realizado en colaboracién, ver Anexo 3) para un parasitoide que es incapaz de
alimentarse de sus hospedadores en su estadio adulto sino que lo hace de jugos
azucarados. Entonces, considerando ademas su uso como agente de control biolégico
en plantaciones de pinos en donde el recurso alimentacio es escaso, exploré cémo el
estado nutricional del insecto puede influenciar las decisiones conductulaes durante la
busqueda de hospedadores (Capitulo IV). En la Figura 1.4, se resume
esquematicamente el escenario de estimulos que modelarian las conductas de

busqueda de hospedadores de Ibalia leucospoides.
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Figura 1.4. Esquema de las interacciones y los factores que pueden influir en el

comportamiento busqueda de hospedadores de /balia leucospoides.

Objetivo general

El objetivo central de esta tesis fue conocer cuales son las claves quimicas y visuales,
producidas por Sirex noctilio y su entorno inmediato (el espacio multitréfico), que son
efectivamente explotadas por [. leucospoides en el proceso de localizacion de
hospedadores. El fin ultimo es contribuir a comprender mejor las variaciones en los
porcentajes de parasitismo alcanzados por esta especie de parasitoide en el control

bioldgico de la mas importante plaga forestal de Argentina.

Objetivos particulares

Objetivo 1 - (capitulo ll). Informacion provista por el primer (Pinus spp.) y segundo

(Sirex noctilio) nivel trdfico.
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° Conocer si los compuestos volatiles emitidos por drboles de pino de distintas
especies sanos y atacados por S. noctilio son atractivos para el parasitoide.

° Evaluar la relevancia del entorno en el que se desarrolld la larva en las
decisiones de hembras adultas.

° Determinar si las hembras de S. noctilio ofrecen sefales quimicas en su cuerpo

que puedan ser utilizadas por el parasitoide para encontrar sitios con hospedadores.

Objetivo 2 - (capitulo Ill). Variabilidad temporal en la emision de voldtiles de
Amylostereum areolatum y su implicancia en la localizacion del hospedador.

° Determinar los compuestos producidos el hongo Amylostereum areolatum de
diferentes edades de desarrollo y analizar su responsabilidad en la atraccién del

parasitoide.

Objetivo 3 -(capitulo IV). La influencia de los conespecificos (el tercer nivel trdfico) y del
estado nutricional en el comportamiento de busqueda de hospedadores.

° Conocer si la presencia de conespecificos brinda informacién acerca de la
existencia de parches con hospedadores y/o si son determinantes en las decisiones
gue toma el parasitoide en cuanto a la explotacién de ciertos parches.

° Establecer si la respuesta comportamental de las hembras adultas del

parasitoide hacia los volatiles del hongo varia en funcidn de su estado alimenticio.
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Capitulo Il - Informacion provista por
el primer (Pinus spp.) y segundo (Sirex
noctilio) nivel tréfico.
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Introduccion

Entre las claves que utilizan muchos parasitoides para localizar a sus hospedadores se
hallan las provistas por las plantas atacadas. Estas producen una gran cantidad vy
diversidad de compuestos organicos que no participan directamente en su
crecimiento, desarrollo y funciones bdsicas. A este grupo de compuestos se los ha
denominado metabolitos secundarios, y en general son especificos para una especie o
un grupos de especies relacionadas (Taiz & Zeiger, 2002; Schoonhoven et al., 2005). Se
ha sugerido que los metabolitos secundarios tienen una importante funcién ecoldgica
en las plantas, entre las que se encuentra la de defensa, y muchas de estas sustancias
pueden actuar como atrayentes de enemigos naturales (predadores y parasitoides) de
los herbivoros que se alimentan de las plantas, minimizando asi su dafio (Taiz & Zeiger,

2002).

En la busqueda de hospedadores, numerosas especies de parasitoides explotan
compuestos volatiles emitidos por la planta hospedadora o del microhabitat del
hospedador (Vet, 1985; Noldus, 1989; Havill & Raffa, 2000; Steidle et al., 2001; Gohole
et al.,, 2003). Las claves provistas por la planta hospedadora son generalmente
abundantes y en consecuencia, faciles de detectar pero no garantizan la presencia del
hospedador. El dilema presentado entre la confiabilidad y la detectabilidad muchas
veces es enfrentado por los parasitoides a través de la explotacion de claves
resultantes de la interaccidén del hospedador con su planta hospedadora (Vet & Dicke,
1992). Las actividades de alimentacién y de oviposicién por un herbivoro, inducen en la
planta respuestas fisioldgicas que modifican el patron de emision de volatiles
cualitativa y cuantitativamente (Turlings et al., 1995; De Moraes et al., 1998; Mumm et
al., 2004; Blassioli Moraes et al., 2005; Kugimiya et al., 2010), lo cual se convierte en
una informacién confiable y a su vez en una seial facil de detectar para el parasitoide.
Muchos parasitoides de herbivoros han desarrollado la capacidad de distinguir entre
volatiles de la planta inducidos por herbivoria de aquellos emanados por la planta
hospedadora intacta (De Moraes et al., 1998; Powell et al., 1998; Takabayashi et al.,
1998; Dicke, 1999; Dicke & van Loon, 2000; Blassioli Moraes et al., 2005; Mumm &
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Hilker, 2006; Kugimiya et al., 2010). Asimismo, el comportamiento de busqueda de
hospedadores basado en claves quimicas puede ser innato o aprendido (Giunti et al.,
2015). En numerosas especies de parasitoides la experiencia modifica el
comportamiento de busqueda de hospedadores (Guerrieri et al., 1997; Takasu &
Lewis, 2003; Langley et al., 2006). El aprendizaje asociativo encontrado en los
parasitoides puede explicarse por la necesidad de localizar hospedadores en un
ambiente en constante cambio (Godfray, 1994), es por ello que la informacién
adquirida por la experiencia es crucial para mejorar el desempefio reproductivo de los
insectos (Dukas, 2008). Las claves quimicas asociadas con el complejo planta-
hospedador pueden ser aprendidas tanto durante los estadios pre-imaginales, la
emergencia y/o las actividades de busqueda (Guerrieri et al., 1997; Takasu & Lewis,

2003; Langley et al., 2006; Gutiérrez-lbanez et al., 2007; Takemoto et al., 2009).

Entre los voldtiles liberados por distintas especies de pino, los terpenos
(principalmente los monoterpenos), un grupo de metabolitos secundarios, son los mas
abundantes (Sullivan et al.,, 2000; Manninen et al.,, 2002; Mumm et al., 2003, 2004;
Santos et al., 2006; Fan et al., 2007; Thoss et al., 2007). La composicion de los terpenos
es diversa, variando ampliamente dentro y entre especies. Dicha variacién puede estar
relacionada a la genética especifica de cada especies o bien ser regulada por factores
ambientales impactando a la fisiologia del individuo (Manninen et al., 2002; Thoss et
al., 2007). Al igual que ocurre con otros grupos de plantas que sufren ataques de
herbivoros, los pinos modifican su patron de emision de voldtiles ante el ataque de un
herbivoro o algun dafio mecanico (Mumm et al., 2003, 2004; Mumm & Hilker, 2006;
Fan et al., 2007) y esta variacion en la emisidén de volatiles puede ser utilizada por los
enemigos naturales de los herbivoros en la localizacién de hospedadores (Hilker et al.,
2002; Mumm & Hilker, 2005, 2006). Pocos trabajos han analizado las diferencias entre
la emision de volatiles de pinos atacados por la avispa de la madera S. noctilio y pinos
sanos (Boroczky et al., 2008). Particularmente, el trabajo de Boroczky y colaboradores

(2008) mostro variaciones en el patron de volatiles emanados por P. sylvestris ante el
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ataque de esta avispa, produciendo un incremento en los monoterpenos mas

abundantes (a-pineno, B-pineno y 6-3-careno).

Los parasitoides que oviponen en hospedadores ocultos, como es el caso de I
leucospoides, pueden utilizar informacidn que no proviene directamente de sus
hospedadores, ni producida por la interacciéon de estos con su planta hospedadora,
sino que pueden explotar una via alternativa usando infoquimicos provenientes de un
estadio diferente al que parasitan, como los usados en la comunicacidon entre los
herbivoros adultos (Vinson, 1984; Hoffmeister & Gienapp, 1999). A este tipo de
estrategia, en la cual son explotados infoquimicos de una comunicacion intraespecifica
por un tercer organismo para su propio beneficio y en detrimento de los organismos
qgue se comunican intraespecificamente se la ha denominado espionaje quimico (ver
Fatouros et al. 2008). Feromonas sexuales, de agregacion (Noldus, 1989; Noldus et al.,
1991; Stowe et al.,, 1995; Reddy et al.,, 2002; Fatouros et al., 2008), de marcado
(Hoffmeister & Gienapp, 1999), escamas de las alas del adulto (Noldus, 1989; Fatouros
et al., 2005) y trazas quimicas dejadas durante la caminata del adulto (Colazza et al.,
1999; Borges et al.,, 2003; Salerno et al., 2006) pueden ser explotadas por los
parasitoides en este espionaje quimico. Esta informacion puede ser percibida a
grandes distancias, si el compuesto quimico es de alta volatilidad (semioquimicos de
largo rango), o detectados a cortas distancias o a través del contacto si la volatilidad de
los mismos es baja (semioquimicos de corto rango y de contacto), como es el caso de
las feromonas de marcado, y los presentes en las escamas de las alas y las trazas

guimicas (Fatouros et al., 2008).

La avispa de la madera S. noctilio presenta una dinamica poblacional de pulsos
eruptivos (Berryman, 1987), que se caracteriza por un largo periodo donde la
poblacion permanece en densidades relativamente bajas (condiciones endémicas),
sucedido por un crecimiento repentino provocando un estallido poblacional
denominado pico eruptivo (niveles epidémicos) (Corley et al., 2002; Corley & Villacide,
2005). En condiciones endémicas (bajo nivel de ataque), el patrén espacial de arboles

atacados por S. noctilio dentro de la plantacién de pino es fuertemente agregado en
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las primeras etapas de la colonizacidn. Este patrén espacial tiene una tendencia a
incrementar la agregacion con el aumento de los drboles atacados a lo largo de los
afios mientras la poblacién de la avispa esté en bajas densidades (Corley et al., 2007).
La agregacion de los ataques de las hembras de S. noctilio puede deberse al
comportamiento de oviposicion de S. noctilio en funcién al estado fisiolégico del arbol
de pino, mas precisamente relacionado con la presién osmética del fluido del mismo
(Madden, 1974). A su vez, la agregaciéon de los ataques puede favorecer las
condiciones de crecimiento del hongo simbionte, A. areolatum, lo que llevaria a la
produccién de descendencia mas grande y por lo tanto mejorar el desempefio
poblacional (Corley et al., 2007), ya que individuos de mayor tamafio cargan mayor
cantidad de huevos maduros al momento de la emergencia (Madden, 1974). En un
reciente trabajo se demostrd que las hembras de S. noctilio son atraidas a los volatiles
del hongo A. areolatum, indicando que esta avispa utilizaria estos volatiles como una
sinomona para orientarse hacia arboles ya atacados, comportamiento que explicaria la
agregacion observada en el campo (Fernandez Ajé et al, 2015). En este contexto de
agregacion espacial, donde un alto porcentaje de hembras atacan darboles ya
infestados, el parasitoide podria explotar claves provenientes de las hembras de S.
noctilio (estadio no atacado), ya que es probable encontrar en esos arboles los

estadios aptos para la oviposicién.

Los objetivos del presente capitulo fueron evaluar, en primer lugar, el comportamiento
de hembras parasitoides hacia algunos de los volatiles que es sabido incrementan su
abundancia en ciertas especies de pino ante un ataque de S. noctilio. En segundo lugar,
se desed conocer si los compuestos volatiles emitidos por pinos de diferentes especies
sanos y atacados son atractivos para el parasitoide, asi como también la relevancia del
entorno larval en las decisiones de las hembras parasitoides adultas. Aqui se medid la
respuesta del parasitoide hacia dos especies de pino presentes en la Patagonia con y
sin hongo, siendo una de ellas sobre la que se desarrolld el parasitoide. En tercer lugar
se desea explorar la relevancia de estimulos olfativos provenientes de hembras adultas

de S. noctilio.
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Materiales y métodos

Cria de insectos

Tanto la cria como el mantenimiento de las hembras de I. leucospoides utilizadas en
todos los bioensayos del presente estudio (y en resto de los capitulos de esta tesis) se
realizaron de acuerdo al siguiente protocolo. Los insectos utilizados en el presente
estudio, tanto 1. leucospoides como S. noctilio, fueron obtenidos de arboles de pino
(Pinus contorta var. murrayana Yy Pinus ponderosa ponderosa) colectados de
plantaciones localizadas en el noroeste de la Patagonia Argentina, durante los afios
2008 a 2012. Los arboles infestados, reconocidos por el follaje clordtico y gotas de
resina en el tronco principal (sefiales tipicas del ataque de la avispa de la madera)
fueron talados, cortados en troncos de 1 metro de longitud y almacenados en jaulas en
condiciones ambientales con un régimen de temperatura e iluminacién naturales

(Figura 2.1).

Figura 2.1. Jaulas de cria de S. noctilio e I. leucospoides. Dentro de las jaulas se almacenaban

los troncos infestados recolectados en las plantaciones de pino. Fotos de la autora.
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Como se hizo mencién en el parrafo anterior, los pinos seleccionados para ser cortados
y almacenados en las jaulas presentaban indicadores de la presencia S. noctilio, sin
embargo la ovipostura de /. leucospoides no deja indicadores reconocibles a nuestra
vista, es por ello que hasta el momento de la emergencia de adultos es imposible
establecer la cantidad de ejemplares de I. leucospoides que se van a obtener para la
experimentacion. Esto en ocasiones, impacté en un bajo numero de réplicas,
concretamente en algunas temporadas donde el éxito de la identificacion de arboles

con 1. leucospoides fue bajo.

Durante el periodo de emergencia de los adultos (la temporada de vuelo), los insectos
fueron colectados de las jaulas a intervalos diarios, todas las mafianas a primera hora,
para minimizar el tiempo de residencia en las jaulas de cria y el contacto con
conespecificos. Las hembras parasitoides colectadas fueron mantenidas a temperatura
ambiente en pequefios potes pldasticos traslucidos (8 cm de diametro) conteniendo un
trozo de algodén humedecido individualmente, hasta la realizacion de los ensayos. En
estos se utilizaron hembras parasitoides de 24 a 48 horas desde el momento de
emergencia de los troncos. Las hembras de S. noctilio, de las que se obtuvieron las
esporas del hongo A areolatum y se realizaron extractos, fueron colectadas y
conservadas a 7°C en oscuridad. Salvo otra indicacion, las hembras utilizadas en los
bioensayos de esta tesis fueron expuestas a dos machos durante 24 hs luego de su

emergencia, a fin de asegurar su fecundacion.

Evaluacién de la actividad de I. leucospoides ante volatiles de pinos

Con el fin de establecer si las emisiones del pino pueden proveerle informacién a la
hembra parasitoide durante su busqueda, se realizaron ensayos de actividad del
parasitoide utilizando terpenos cuya produccidn se ve incrementada en ciertas
especies de pino ante un ataque de la avispa de la madera. Para dichos bioensayos se
utilizé una arena estatica consistente en una caja rectangular de acrilico (largo: 14 cm;
ancho: 7,5 cm; alto: 7 cm), con un entrepiso perforado (una plancha de acrilico con 21
agujeros de 0,22 mm de didmetro cada uno) a 2 cm del piso, la misma era

desmontable para facilitar la limpieza de la caja (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Caja de acrilico, con el piso perforado, donde se llevaron a cabo los bioensayos de

actividad. Fotos de Valeria Fernandez Arhex.

Una vez dentro de dicha arena experimental, el insecto era capaz de desplazarse sin
tomar contacto con la fuente de olor. La fuente de olor se colocé dentro de un frasco
que se adosaba en el centro inferior de la caja, de tal forma que los volatiles se
esparcian por toda la arena experimental. La tapa de la caja, de acrilico transparente
fue trazada con tres lineas horizontales y tres verticales equidistantes, formando una
grilla de 9 rectangulos de igual tamafio. La actividad del parasitoide fue cuantificada
como la cantidad de cruces de las lineas de la grilla que realiza el parasitoide durante

su estadia en la arena.

Una hembra de I leucospoides fue introducida en la caja y su actividad registrada
durante 5 minutos. Los estimulos utilizados fueron: 10 ul de a-pineno 98,5% (Sigma-
Aldrich), 10 pl b- B-pineno 99% (Sigma-Aldrich) colocados sobre un papel de filtro de
10 mm x 25 mm y un control (papel de filtro sélo). Los papeles de filtro con o sin
terpenos fueron colocados en papel de filtro dentro del frasco mencionado. Luego de
cada réplica la caja era lavada y secada, y la fuente de estimulo se cambid cada cinco
réplicas. Los experimentos fueron llevados a cabo bajo luz natural y a humedad (505
%) y temperatura ambiente (2212 °C). Los datos de actividad fueron comparados entre
tratamientos mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via o factor. Un total de

20 hembras fueron evaluadas para cada tratamiento.
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Ensayos de preferencia de /. leucospoides a olores de pinos de diferentes especies sanos

y atacados.

Con el objetivo de evaluar la preferencia de /. leucospoides a volatiles emitidos pinos
de diferentes especies sanos y atacados, se llevaron a cabo pruebas en un olfatémetro
de cuatro vias (Pettersson, 1970; Vet et al., 1983). El mismo consiste de una arena
central y cuatro brazos simétricos (Figura. 2.3). Desde el centro al extremo de cada uno
de los brazo hay una longitud de 17,5 cm. Sobre la arena fue colocado un vidrio de
6mm de espesor (37 cm x 37 cm) creando un sello hermético. El aire fluye desde los
extremos de los brazos (0,75 |/min/brazo) hacia una abertura central por la cual sale
del sistema. Antes de ingresar al olfatémetro, el aire era filtrado al pasar por 0,5 Kg de
carbdn activado y humedecido por su paso a través de 0,5L de agua destilada. La arena
se ilumind con una tira de luz LED de 3 metros de longitud (60 W, Alic S.A., Argentina)
dispuesta de manera circular y centrada al olfatémetro a 150 cm por encima de la

arena experimental.

Figura 2.3. Olfatémetro de cuatro vias usado en los bioensayos de evaluacion de la preferencia

a volatiles asociados a la planta hospedadora inoculada o no con el hongo simbionte. Foto de

la autora.
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Las fuentes de olor, las cuales consistian en tarugos de madera (8 x 10 mm) extraidos
con un sacabocados el mismo dia de las pruebas, eran: (i) Pinus contorta var.
murrayana; (ii) Pinus ponderosa; (iii) P. contorta var. murrayana inoculado con hongo
simbionte A. areolatum vy (iv) P. ponderosa inoculado con hongo simbionte A.
areolatum. Para obtener los tarugos de pino inoculados con hongo, en primer lugar se
hizo oviponer a hembras de S. noctilio en troncos de pino de P. contorta y P. ponderosa
de aproximadamente 30cm de longitud, luego de dos semanas a los troncos se les
removio la corteza para encontrar los agujeros de oviposidn realizados por la avispa de
la madera, posteriormente con un sacabocados se extrajo el tarugo de madera
asegurando que el agujero de oviposion quede en el centro del mismo. Un sélo tarugo
de madera era colocado en una de las cdmaras. Después de cada prueba, el
olfatdmetro se lavaba con agua y alcohol. Las fuentes de olor se renovaban luego de
cada réplica y se rotaban cada cuatro réplicas acorde a un esquema de rotacién pre-

definido para minimizar los sesgos de orientacién.

Las fuentes de olor eran colocadas dentro de cuatro camaras cilindricas de vidrio
(longitud: 7 cm, circunferencia: 3 cm) conectadas a cada uno de los brazo del
olfatdmetro y a las entradas de aire del dispositivo. Dos fuentes de olor eran
presentadas simultdneamente a una hembra parasitoide. La hembra una vez
introducida en la arena se dejaba aclimatar durante un minuto y luego se registraba su

comportamiento durante 10 minutos.

Se registréo el movimiento de las avispas durante 10 minutos con una cdmara de
filmacién (Genius Facecam 1000) ubicada a 150 cm por encima del olfatdmetro. Los
registros se archivaban en el formato .avi a 5 cuadros/s. La posicién (las coordenadas
X-Y en pixeles) de las avispas fue determinadas para cada cuadro a través de un
analisis realizado con el programa Imagel (Rasban et al. 1997-2016) en combinacién
con el wrMTrck (Nussbaum-Krammer et al., 2015). Una vez que la posicién de las
avispas fue determinada para cada cuadro, se calculd el porcentaje del tiempo que el

insecto estuvo en cada brazo del olfatdmetro (excluyendo el tiempo en el area central,
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definida como un cuadrado de 16 cm de lado centrado en el dispositivo). Debido a que
los datos no cumplieron con la suposicién de normalidad, los porcentajes fueron

comparados mediante el test no paramétrico de suma de rangos de Wilcoxon.

Las fuentes de olor se presentaron de la siguiente manera: (i) P. contorta vs. aire; (ii) P.
ponderosa vs. aire; (iii) P. contorta vs. P. ponderosa; (iv) P. contorta vs. P. contorta
inoculado con hongo simbionte y (v) P. contorta inoculado con hongo simbionte vs. P.
ponderosa con inoculado hongo simbionte. Para todos los tratamiento se evalud la
respuesta de 12 hembras, salvo para el de P. contorta vs. P. ponderosa donde 11
hembras fueron testeadas. Todas las hembras emergieron de troncos de pino de la

especie P. contorta var. murrayana.

Respuesta de /. leucospoides hacia extractos de S. noctilio

Descripcion del dispositivo

Se utilizé un olfatémetro en forma de “Y” (Figura 2.4) para evaluar la respuesta olfativa
de hembras de I. leucospoides a extractos de hembras de S. noctilio preparados con
etanol o hexano. Este olfatdmetro consiste en un tubo que presenta un brazo mayor
de 13 cm y dos brazos menores de 7 cm y un diametro de 2 cm. En el extremo mayor
del tubo fue conectada una bomba de aire creando un flujo de 1 cm/s desde los brazos
menores al mayor. Antes de que el aire ingrese al tubo fue filtrado con 100 gr de
carboén activado y luego fue re-humedecido por su paso a través de un trozo de
algoddn humedo. Los estimulos fueron colocados en cajas de acrilico (7 x 7 x 7 cm) las
cuales fueron acopladas en los extremos de los brazos del olfatdmetro. Para evitar
asimetrias visuales, este dispositivo se puso adentro de una caja de acrilico blanco (50
x 50 x 25 c¢m), cubierta por una tapa desmontable de color rojo translucido (Martinez

et al., 2006).
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Figura 2.4. Olfatémetro en forma de “Y”. La hembra era introducida en la base del

olfatdmetro y en las cajas se colocaban los estimulos. Foto de la autora.

En cada prueba, una sola hembra parasitoide fue introducida en la base del
olfatdmetro, y se le dio un corto periodo de adaptacién de 1 minuto y un maximo de
15 minutos para que elija entre los dos brazos del mismo. Se consideraba una eleccién
valida cuando la avispa cruzaba una linea imaginaria 5 cm adentro de cada brazo
menor. Luego de cada prueba, el olfatdmetro fue lavado, secado y ventilado para
evitar resultados pseudoreplicados (Ramirez et al.,, 2000). Adicionalmente, el
olfactémetro fue rotado dentro de la caja de acrilico y la posicién de las cajas con los
estimulos intercambiada entre los brazos para evitar un sesgo en la eleccién debido a

las asimetrias en el dispositivo experimental.

Extractos de hembras de Sirex noctilio

Los extractos de las hembras de S. noctilio se realizaron independientemente con dos
solventes: Por un lado se utilizé etanol (Alcohol Etilico Absoluto, pureza 99.5%
Laboratorios Cicarelli) y por el otro, hexano (n-hexano para cromatografia, pureza 98%

Lichrosolv). El etanol es un componente de polaridad intermedia por lo que en este se
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disuelven compuestos de esa misma polaridad, en cambio en el hexano se disuelven

compuestos no polares como las ceras y los aceites.

El protocolo para la extraccién fue adaptado de (Castelo & Lazzari, 2004; Crespo,
2011). Debido a que no hay informacidon sobre la atraccién de I. leucospoides a
estimulos provenientes del hospedador adulto, se realizaron extractos de las hembras
enteras. En primer lugar se inmovilizaron las hembras colocdndolas en un congelador
por 30 minutos, luego se las machacoé en un mortero y se les agregé el solvente (etanol
o hexano) continuando con el machacado, se realizaron tres lavados con el solvente.
Los extractos fueron almacenados y mantenidos en un congelador a -12°C para evitar
su degradacién. Los mismos pueden permanecer en un congelador por 3 meses
(Crespo, 2011). Al igual que los extractos, los solventes a utilizar en los ensayos de

olfatometria fueron mantenidos en frio.

Pruebas de preferencia

Los extractos y los solventes (control: hexano o etanol) fueron colocados en las cajas
de acrilico adosadas a los extremos de los brazos del olfatdmetro de dos vias. En una
de las cajas se colocaron 500 pl del extracto, este volumen representa el extracto de
una avispa. En la otra caja se colocd el solvente con el que se habia realizado el
extracto (etanol o hexano) a manera de control. Una hembra de /. leucospoides era
introducida en la base del olfatdmetro, se la dejé un minuto para que se adapte antes
de permitirle el acceso a los brazos del olfatdmetro y un maximo de 15 minutos para
su eleccién. Luego de cada prueba el olfatdmetro era lavado y ventilado, los estimulos
fueron renovados después de cada réplica. Los datos fueron analizados mediante un
prueba binomial. La preferencia de 22 hembras fue testeada con el extracto de hexano

y 14 con el extracto de etanol.
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Resultados

Evaluacién de la actividad de I. leucospoides ante volatiles de pinos

Las hembras parasitoides generalmente presentaron algin nivel de actividad en Ia
arena experimental, sélo una avispa no mostré actividad dentro de la caja
experimental. El nivel de actividad de las hembras parasitoides fue similar para todos
los tratamientos, no se encontraron diferencias significativas en la cantidad de cruces
de las lineas de la grilla (ANOVA F=0.11, df=2, p=0.88; oa-pineno= 30,3 + 2,6 lineas
cruzadas, n= 20; B-pineno= 30,6 4,1 lineas cruzadas, n= 20; control= 32,8 + 4,6 lineas

cruzadas, n= 20; Figura 2.5).
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Figura 2.5. Numero de cruces de lineas (media * ES) de la grilla realizados por . leucospoides
para los tres tratamientos (o-pineno; B-pineno y control) (ANOVA F=0.11, df=2, p=0.88; las
mismas letras por encima de la media * ES indican que no hay diferencias entre los

tratamientos).
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Ensayos de preferencia de /. leucospoides a olores de pinos de diferentes especies sanos

y atacados.

No se observaron diferencias significativas en el comportamiento de /. leucospoides
dentro del olfatometro de 4 vias (utilizado con dos estimulos) al presentarle
simultaneamente los siguientes estimulos olfativos: P. contorta vs. aire (P=0,52,
%2=0,40, n=12), P. ponderosa vs. aire (P=0,69, %2=0,16, n=12), P. contorta vs. P.
ponderosa (P=0,17, %x2=1,81, n=11) y P. contorta inoculado con hongo simbionte vs. P.
ponderosa inoculado con hongo simbionte (P=0,58, %2=0,30, n=12). Se encontraron
diferencias significativas al presentarle simultdaneamente P. contorta sano vs. P.
contorta inoculado con hongo simbionte (P=0,017, %2=5,6, n=12), contrario a lo que
se esperaba, las hembras permanecieron un mayor porcentaje de tiempo (64 + 0,8%)

en las ramas del olfatdbmetro conectadas con la fuente de olor de P. contorta sano

(Figura 2.6).

100 ~

80 - *

ns ns ns ns

Porcentaje de tiempo (%)

P. contorta vs Aire  P. ponderosa vs. Aire P. contorta vs. P. contorta vs. P. contorta inoculado vs.

P. ponderosa P. contorta inoculado  P. ponderosa inoculado
Figura 2.6. Porcentaje de tiempo (media * ES) que permanecen las hembras de /. leucospoides
en los brazos con los distintos estimulos presentados, los mismos fueron ofrecidos al
parasitoide de la siguiente manera: (i) P. contorta vs. aire; (ii) P. ponderosa vs. aire; (iii) P.
contorta vs. P. ponderosa; (iv) P. contorta vs. P. contorta inoculado con hongo simbionte y (v)

P. contorta inoculado con hongo simbionte vs. P. ponderosa con inoculado hongo simbionte

(test de Wilcoxon, ns=no significativo (p>0,05), * = p<0,05).
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Respuesta de . leucospoides hacia extractos de S. noctilio

La mayoria de las hembras eligieron alguno de los brazos del olfatémetro (73,4%), un
26,5% no mostro preferencia por ninguno de los estimulos. Las hembras no mostraron
preferencia por el extracto obtenido con hexano (test binomial: p=0,28; n=22 Figura
2.7), un 63,6% eligieron el extracto y un 36,4 el papel de filtro que contenia solvente.
Tampoco mostraron preferencia por el extracto obtenido con etanol (test binomial:
p=1; n=14 Figura 2.7), la misma cantidad de hembras eligieron tanto el extracto como
el papel de filtro que contenia el solvente, particularmente en esta prueba pocos

ejemplares pudieron ser testeados.

100 4
(n=22) (n=14)

80 A ns

ns

[e2]
o
L

Eleccion (%)
5

20 A

Extracto de Extracto de
S. noctilio vs Hexano S. noctilio vs Etanol
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Figura 2.7. Porcentaje de hembras de /balia leucospoides respondiendo hacia los extractos de
S. noctilio obtenidos con hexano o etanol. Las barras indican el porcentaje de eleccién, ns = no
significativo (p>0.05; test binomial), entre paréntesis se indica el total de avispas testeadas

para cada tratamiento.

Discusion

Uno de los objetivos de este capitulo fue evaluar si terpenos (o y B-pineno) que se
liberan en mayor cantidad ante un ataque de la avispa de la madera modifican el
comportamiento del parasitoide /. leucospoides. Los resultados indican que el

parasitoide no modificé su nivel de actividad ante la presencia de dichos compuestos.
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En este trabajo se utilizaron los terpenos puros. Las proporciones de los volatiles
liberados varian en funcidn de distintos factores (como por ejemplo la luz, el agua y los
nutrientes) y dependiendo de la parte del arbol que se estudie (Latta et al. 2000;
Manninen et al. 2002; Hakola et al. 2006; Thoss et al. 2007; Boroczky et al. 2008;
Keefover-Ring & B 2010, entre otros). Mas alla de esta variabilidad, el terpeno que
liberan en mas proporcidon en muchas especies de pino es el a-pineno (Pettersson et
al., 2000; Manninen et al., 2002; Mumm et al., 2004; Santos et al., 2006; Fan et al.,
2007; Boroczky et al., 2008). Se ha demostrado que dicho compuesto se libera en
mayores cantidades en ciertas especies de pino en condiciones de estrés (Fan et al.,
2007) y ante el ataque de la avispa de la madera S. noctilio (Boroczky et al., 2008). Se
esperaba entonces que este compuesto esté involucrado en las interacciones entre los
organismos relacionados a pinos, como se lo ha registrado participando en la atraccién
de escarabajos de la corteza y de sus depredadores, en sinergia con feromonas de
agregacion de los primeros o solo (Erbilgin & Raffa, 2000, 2001; Erbilgin et al., 2003),

ademas de afectar el comportamiento de Sirex noctilio (Madden, 1988).

En este trabajo los terpenos fueron evaluados individualmente. Ciertos parasitoides
modifican su comportamiento ante la presencia de un Unico compuesto (Greany et al.,
1977; Dicke et al., 1984; Du et al.,, 1998), aunque en otros la presencia de algun
compuesto en particular puede inducir un respuesta sinérgica junto con los volatiles
provenientes del habitat del hospedador (Dicke et al., 1984; Mumm & Hilker, 2005).
Asimismo, en la arena estatica sélo se puede observar una modificacién en la actividad
del parasitoide, pero no se puede observar si el estimulo produce una respuesta

direccional.

Al evaluar el entorno donde se desarrolla y desenvuelve el parasitoide, no se encontrd
evidencia sobre la existencia de estimulos provenientes de la planta hospedadora con
y sin hongo inoculado, que modifiquen el comportamiento del parasitoide. Las
hembras no mostraron una respuesta sesgada cuando se presentaba pino sano de

cualquiera de las dos especies vs. aire (P. contorta vs. aire; P. ponderosa vs. aire),
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tampoco cuando se presentaban los volatiles de pino de las dos especies sano (P.
contorta vs. P. ponderosa) o con el hongo inoculado de manera simultanea (P. contorta
con hongo simbionte vs. P. ponderosa con hongo simbionte). Sélo se observaron
diferencias significativas entre P. contorta vs. P. contorta con hongo simbionte, y a
diferencia de lo esperado, el porcentaje de tiempo que las hembras pasan en las ramas
del olfatémetro conectadas a la fuente de pino sano fue mayor que en las del pino
atacado. Este resultado fue inesperado, debido a que en diversos estudios se ha
demostrado la preferencia que presentan las hembras de /. leucospoides a los volatiles
de A. areolatum, tanto en un medio de cultivo como en troncos (Madden, 1968;
Martinez et al., 2006; Fischbein et al., 2012). Como las oviposiciones de S. noctilio
fueron realizadas en el laboratorio en troncos de 30 cm aproximadamente,
probablemente las condiciones para el desarrollo del hongo A. areolatum no hayan
sido las favorables. Una de las posibles causas podria haber sido el contenido de
humedad, este es importante para el establecimiento y el crecimiento del mismo,
teniendo que ser este intermedio (Morgan 1968; Coutt & Dolezal 1965), algo que no se
midié en el presente estudio. Durante el desarrollo larvario y la emergencia, este
parasitoide parece no haber asociado olores relacionados con el complejo planta-
hospedador, ya que no se observé una preferencia a los olores asociados al contexto

donde emergid (P. contorta var. murrayana)

En tercer lugar, se realizaron estudios para establecer si extractos de hembras de S.
noctilio enteras podrian proporcionar informacién relevante al parasitoide en la
busqueda de hospedadores. Si bien I. leucospoides parasita principalmente huevos
maduros y larvas de los primeros estadios de la avispa de la madera, la agregacion de
su hospedador en condiciones endémicas lleva a que individuos en estadios inmaduros
se desarrollen en un mismo arbol y que hembras de S. noctilio ovipongan en arboles
gue presenten estadios inmaduros atacados por este parasitoide, es por ello que
claves provenientes de las hembras de la avispa de la madera, como feromonas
sexuales o de marcado entre otras, podrian ser utilizadas por las hembras de /.

leucospoides para localizar el habitat del hospedador. En este trabajo se realizaron
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extractos de la hembra de S. noctilio con solventes que extraen compuestos quimicos

de distinta polaridad.

Mediante el extracto realizado con hexano un 63,6% de las hembras parasitoides
eligieron el brazo del olfatdmetro conteniendo el extracto de S. noctilio, pero las
diferencias no resultaron estadisticamente significativas, probablemente con un mayor
numero de avispas testeadas las diferencias resulten positivas. Lo mismo se obtuvo en
las pruebas realizadas con extracto de etanol, la misma cantidad de las avispas
testeadas eligié entre el brazo conteniendo el extracto de S. noctilio y el control (sélo
el solvente), en este ensayo pocas avispas fueron testeadas. Con un mayor numero de
avispas testeadas se podria llegar a un resultado mas contundente, lo cual no fue

factible debido a la dificultad de criar a estas avispas en el laboratorio.

Mediante el hexano se extraen compuestos quimicos no polares como ceras y aceites.
Las ceras que forman una capa en la cuticula de los insectos les dan proteccidn y
previenen la desecacién, siendo la primera barrera de penetracién de quimicos del
ambiente, ademas juegan un rol importante en la comunicacién en los insectos
(Klowden, 2007). Los hidrocarburos de la cuticula juegan un rol importante en el
reconocimiento a nivel compafiera de nido, casta y sexo en los insectos sociales
(Wagner et al., 2000; Lenoir et al., 2009; Campos et al., 2012). En el parasitoide de
afidos  Aphidius  rhopalosiphi, extractos epicuticulares desencadenan un
comportamiento de ataque en las hembras (Muratori et al., 2006). Debido a su alto
peso molecular (Klowden, 2007), y por ende su baja volatilidad, son detectados casi
exclusivamente a través del contacto directo con la antena o con el ovipositor. Sin
embargo, en el presente trabajo se evalud el reconocimiento de claves provenientes
del hospedador adulto sin tener contacto directo con la fuente. Otros estudios que
involucren el contacto directo con la fuente deben llevarse a cabo a fin de conocer si la
hembra de S. noctilio presenta en su cuticula claves que sean reconocidas por el

parasitoide que le indiquen posibles parches con los estadios explotados.
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Poco se conoce acerca de la comunicacion en las avispas del sub-orden Symphyta, al
cual la familia Siricidae pertenece. Particularmente en S. noctilio, Bordczky y
colaboradores (2009) han detectado en la cuticula de la hembra una feromona sexual
que induce en los machos intentos de cdpula, tres mono-alquenos fueron identificados
como responsables de esta respuesta. Dichos compuestos, extraidos con hexano,
estan constituidos por una larga cadena de carbonos, y debido a que son moléculas lo
bastante grandes como para ser volatiles, sélo pueden ser detectadas a través del
contacto directo. En los ensayos realizados en el presente capitulo, también se utilizé
hexano en la preparacidon de extractos de la hembra de S. noctilio, sin embargo se
realizé un extracto del insecto entero y no un lavado de su cuticula, ademas no se
permitio el contacto directo de los parasitoides con el extracto. Para poder evaluar si
las hembras parasitoides responden de manera diferenciada a la feromona sexual
proveniente de la hembra de su hospedador, pruebas que permitan el contacto directo

con el extracto deberian ser llevadas a cabo.

A continuacidn se detallan los resultados mas relevantes de este capitulo:

e No se encontraron evidencias de una respuesta hacia el a y B pineno. Estos
terpenos incrementan su emisién en arboles de ciertas especies de pino
atacados por S. noctilio.

e No se encontraron evidencias de que las hembras de Ibalia leucospoides
respondan diferencialmente a pinos de diferentes especies atacados con S.
Noctilio, descartandose un efecto de condicionamiento en etapas larvales.

e No se encontraron evidencias de que Ibalia leucospoides utilice informacion
proveniente del hospedador adulto. No obstante, este ensayo posee poca

potencia y deberia replicarse mejor.
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Capitulo Il - Variabilidad temporal en
la emisidn de volatiles de
Amylostereum areolatum y su
implicancia en la localizacion del

hospedadores.

El presente capitulo dio origen a la siguiente publicacion: Jofré N, Pildain MB, Cirigliano AM,
Cabrera GM, Corley JC & Martinez AS, 2016. Host selection by Ibalia leucospoides based on

temporal variations of volatiles from the hosts’ fungal symbiont. Journal of Applied

Entomology, Vol.140, 736-743 (Anexo 1).
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Introduccion

Es sabido que existe una variedad de claves quimicas y fisicas utilizadas por los
parasitoides durante el proceso de busqueda y localizacién de hospedadores (De
Moraes et al.,, 1998; Morehead & Feener, 2000; Fischer et al., 2001; Gohole et al,,
2003; Cournoyer & Boivin, 2004), entre estas, las claves quimicas juegan un rol
preponderante en la localizacién de hospedadores de estos insectos (Vet & Dicke,

1992; Powell & Poppy, 2001).

Como se menciond en la introduccidn general, los parasitoides de insectos herbivoros
se enfrentan con lo que se conoce como el problema de confiabilidad-detectabilidad
(Vet & Dicke, 1992) y una de las maneras de enfrentar este problema es explotando
estimulos producidos por la interaccién del herbivoro con su planta hospedadora, en
este sentido los parasitoides no sélo utilizan claves derivadas de la planta explotada
sino que también pueden utilizar claves derivadas de organismos asociados a los

hospedadores y a la actividad de los mismos.

Muchos insectos herbivoros presentan asociaciones estrechas con microorganismos,
los cuales proliferan o se desarrollan durante las actividades de alimentacién y
oviposicion del insecto (Coutts & Dolezal, 1965; Thibout et al., 1993; Paine et al., 1997;
Adams & Six, 2008). Estos organismos pueden proveerle a los parasitoides una fuente
de informacidn confiable y detectable; ya que producen un rango de compuestos
volatiles que pueden ser utilizados por el parasitoide para encontrar a su hospedador,
y su crecimiento y desarrollo en el tejido de la planta favorecen su deteccion; ademas
debido a su estrecha asociacién con el hospedador en tiempo y espacio los hace

indicadores confiables de la presencia de este ultimo.

En varias especies fitéfagas, debido a la actividad de alimentacién del herbivoro, se
producen semioquimicos derivados del tejido digerido de la planta (frass), los cuales
son una fuente de informacion explotada por algunas especies de parasitoides

(Thibout et al., 1993; Ngi-song & Overholt, 1997; Havill & Raffa, 2000; Rojas et al.,
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2006). Thibout y colaboradores (1993) demostraron que el material digerido por la
larva de la polilla Acrolepiopsis assectella contenia microorganismos responsables de la
emisién de compuestos volatiles que atraian al parasitoide de la polilla, Diadrornus

pulchellus.

Otros grupos de insectos que se encuentran estrechamente asociados a
microorganismos son los que se alimentan de madera muerta o en descomposicién,
producto de la actividad de hongos simbiontes del herbivoro. El hongo asociado es
llevado en estructuras especializadas o en la superficie corporal del insecto, y es
introducido en el arbol durante la oviposicién (Coutts & Dolezal, 1969; Spradbery,
1977; Paine et al., 1997). El mismo hongo o el arbol en respuesta al ataque del hongo
puede producir un rango de compuestos volatiles (Brand et al., 1977; Leufvén et al.,
1988; Thakeow et al., 2006), que pueden ser explotados por los parasitoides para
localizar el habitat de hospedador y al hospedador (Madden, 1968; Spradbery, 1974;
Sullivan & Berisford, 2004; Adams & Six, 2008).

Como ya se menciond, en el sistema pino-Sirex noctilio, las hembras de la avispa
taladran orificios en la madera del tronco y ramas del arbol donde ponen sus huevos y
junto con estos dejan micelio de un hongo simbionte, Amylostereum areolatum
(Coutts & Dolezal, 1969; Spradbery, 1977). El hongo reduce el contenido de humedad
de las madera favoreciendo la eclosién del huevo vy facilitando la actividad perforadora
de la larva (Coutts & Dolezal, 1965; Gilmour, 1965; Neumann & Minko, 1981). Se ha
demostrado que la informacidn quimica, metabolitos secundarios, derivada del hongo
A. areolatum es utilizada por [. leucospoides para localizar huevos y larvas del
hospedador dentro del arbol (Madden, 1968; Spradbery, 1974; Martinez et al., 2006;
Bryant, 2010). Los metabolitos secundarios son producidos por todos los hongos e
incluyen compuestos organicos volatiles (VOCs, por sus siglas en inglés), toxinas,
pigmentos y antibidticos. En particular, los compuestos orgdnicos volatiles han sido

registrados mediando interacciones bioldgicas (Herrmann, 2010b).
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Continuando con el comportamiento del parasitoide I. leucospoides, este, ademds de
detectar los semioquimicos derivados del hongo, es capaz de detectar concentraciones
diferentes de los volatiles derivados de A. areolatum, y asi reconocer densidades
relativas de hospedador disponible para parasitar (Martinez et al., 2006; Corley et al.,
2010). Un trabajo reciente demostré que I. leucospoides es capaz de responder a
diferencias en la calidad del parche sin la necesidad de tener contacto directo con el
arbol atacado por S. noctilio, sugiriendo que el crecimiento del hongo ayuda a las
avispas a optimizar las decisiones en la eleccidn del parche a explotar (Fischbein et al.,

2012).

Los estudios relacionados con los semioquimicos producidos por A. areolatum son
escasos, entre ellos Madden (1968) hizo referencia al acetaldehido como un VOC
involucrado en el proceso de reconocimiento de /. leucospoides. Asimismo, Bryant
(2010) identific6 a los compuestos p-anisaldehydo, (3-etilfenil)etanona y 1-(4-

etilfenil)etanona como atractantes de /. leucospoides ensiger Norton.

El objetivo de este capitulo el investigar en mayor profundidad la respuesta de
hembras adultas hacia los compuestos quimicos producidos por el hongo A. areolatum
en diferentes momentos del crecimiento de este Uultimo. Asimismo, se desea
determinar los compuestos volatiles liberados por el hongo en dicho periodo,

responsables de la atraccion reportada en estudios anteriores.

Materiales y Métodos

Cultivo de Amylostereum areolatum

Las esporas del hongo Amylostereum areolatum fueron extraidas de las micangias
(Figura 3.1a) de la hembra de S. noctilio siguiendo el protocolo descripto en Thomsen
and Harding (2011) y adaptado por Martinez et al.(2006), y fueron transferidas a una
caja de Petri conteniendo un medio de cultivo artificial elaborado con agar-agar,
levadura, malta y extracto de pino. Los cultivos del hongo (Figura 3.1b) fueron

mantenidos en condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente (22 + 2°C).
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También se prepararon cajas de Petri conteniendo sélo el medio de cultivo, que fueron
mantenidas en las mismas condiciones que los cultivos de hongo, para ser utilizadas
como controles olfativos y de humedad (Martinez & Hardie, 2009). El micelio y el
medio de cultivo (control) usados en los bioensayos fueron obtenidos de sus medios
respectivos a través de la remocion de un disco de 170 mm de didmetro con un

sacabocados.

Figura 3.1. Micangias (indicadas dentro del circulo rojo) donde se alojan las esporas de A.

areolatum (a, foto de Andrés S. Martinez). Cultivo de A. areolatum de dos semanas de

desarrollo (b, foto de la autora).

Ensayos comportamentales

Los ensayos de preferencias a hongo de diferentes edades de desarrollo se llevaron a
cabo en el olfatémetro en forma de “Y” descripto en el Capitulo Il. Se evalué la
preferencia a los volatiles emanados por cultivos de A. areolatum de 5, 10, 14, 17, 21,
24 y 28 dias de desarrollo. En una de las cajas estimulo se colocé un disco de 17mm de
diametro con cultivo de hongo de edad determinada y en la otra caja un disco de
medio de cultivo sin hongo de la misma edad. Luego de cada prueba el disco con
cultivo y el control eran reemplazados por nuevos. Las pruebas fueron realizadas a
humedad (47+7%) y temperatura (2311°C) ambiente y en condiciones naturales de luz.
Para las pruebas de preferencia se usaron hembras de 24 a 48 hs de emergidas. La
metodologia utilizada también se describe en el Capitulo Il (se registrd la eleccion de

cada hembra y luego se calculé el porcentaje elegido para cada una de las alternativas
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ofrecidas). Los datos obtenidos para cada edad de desarrollo del hongo fueron

analizados mediante una prueba binomial.

Identificacion de los voldtiles emitidos por Amylostereum areolatum

La identificacion de los volatiles fue llevada a cabo en el laboratorio UMYMFOR (FCEN-
UBA; CONICET) con la ayuda de la Dra. Maria Belén Pildain (CIEFAP; CONICET). Para
esta determinacion se utilizd una cepa aislada J10 de A. areolatum del genotipo
fungico presente en las plantaciones de pino en Argentina. Discos de micelio en
crecimiento fueron inoculados en frascos de 100 ml conteniendo 2ml de un caldo con
2% (v/v) de extracto de malta (Difco) y 2% (v/v) de extracto de levadura (Britania), e
incubado a 24 °C en oscuridad por 30 dias. La coleccion de los volatiles se realizd
directamente de los frascos conteniendo el cultivo de hongo de 5, 10, 14, 17, 21, 24 y
30 dias de desarrollo, utilizando la técnica de microextraccion en fase sélida (SPME),
un método exitosamente utilizado en la coleccién de compuestos volatiles producidos
por los hongos (Evans et al., 2008). Para la captura se uso una fibra revestida con el
polimero Carboxeno/Polydimetilsiloxano (CAR/PDMS) (Supelco, Poole, Dorset, UK), la
fibra fue expuesta sobre la apertura del frasco durante 20 minutos a temperatura
ambiente (20°). Tres recolecciones (i.e. réplicas) de frascos diferentes fueron realizadas

para cada dia.

La determinacién de los volatiles fue llevada a cabo en un cromatdgrafo gaseoso (CG;
Shimadzu GC-17A, Kyoto, Japan) acoplado a un espectrémetro de masas (MS;
Shimadzu QP-5000, Kyoto, Japan). El cromatégrafo gaseoso se acoplé a una columna
capilar de silica (30m x 0.25mm |.D. TR-5MS) de 0,25 um de espesor (Thermo Fisher
Corporation, Waltham, MA, USA). La temperatura del horno fue mantenida a 45°C por
un minuto y elevada 20°C por minuto hasta los 300°C. La temperatura del inyector fue
mantenida constante a 250°C y operada en un modo “splitless”. La ionizacién para el
analisis de masas fue mediante una ionizacion electrénica a 70 eV y una interface a

280°C. El gas transportador fue helio.
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Inmediatamente luego del muestreo, las fibras fueron introducidas en el inyector del
cromatégrafo gaseoso. Los compuestos volatiles fueron identificados en base a los
tiempos de retencion y/o al espectro de masa en comparacion con los compuestos de
referencia bajo las mismas condiciones de GC-MS con espectros de masa del Instituto
Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST por sus siglas en inglés) y la libreria
espectral de Wiley. Para poder realizar comparaciones, los compuestos individuales en
cada corrida cromatografica fueron normalizados relativamente al compuesto menos

abundante.

Resultados

Ensayos comportamentales

Las hembras de /. leucospoides mostraron una preferencia hacia el cultivos hongo de
14 dias de desarrollo, el 80% de las hembras eligieron el brazo de donde provenian los
volatiles del hongo (test binomial: p=0,003, Figura 3.2). El cultivo de hongo de 17 dias
de desarrollo provocd una respuesta en el 70% de los insectos testeados aunque las
diferencias no fueron estadisticamente significativas (n=20, test binomial: p=0.1). Los
cultivos de 5, 10, 21, 24 y 30 dias de desarrollo no indujeron una respuesta diferencial

frente al control.
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Amylostereum areolatum de diferentes edades de desarrollo (5, 10, 14, 17, 21, 24 y 28 dias)
versus el medio de cultivo sin hongo. Las barras indican el porcentaje de eleccién, ns = no
significativo (p>0.05), * = p<0.01, los nimeros entre paréntesis arriba de las barras indican la
cantidad de hembras respondiendo a los volatiles de A. areolatum y el total de las avispas

testeadas.

Identificacion de los voldtiles emitidos por Amylostereum areolatum

El analisis de los compuestos organicos volatiles mediante la técnica SPME acoplada a
GC-MS permitié establecer la identidad y la abundancia relativa de los compuestos
volatiles emitidos por el hongo A. areolatum. Cuatro VOCs fueron identificados a lo
largo de los 30 dias de muestreo en base a sus espectros de masa y comparandolos
con datos de una libreria (Figura 3.3): acetaldehido, etanol, acetona and 2,2,8-
trimetiltriciclo[6.2.2.01,6]dodec-5-eno (TMTD). La identificacién absoluta de este
ultimo compuesto requiere de la preparacion del compuesto como referencia, lo cual
escapa de este trabajo. El acetaldehido fue registrado en niveles similares los dias 5 y
10. La acetona y el etanol fueron registrados con mayor abundancia los dias 5, 10 y en
menor concentracién los dias 14 y 17, después de este periodo no fueron detectados.
TMDT presenté un perfil diferente de emisidn, siendo detectado en bajas cantidades

los dias 5, 10 y 14 y en grandes concentraciones a partir del dia 17.
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Figura 3.3. Volatiles liberados por Amylostereum areolatum colectados mediante una fibra
SPME y analizados con GC-MS en diversos momentos a lo largo de un periodo de 30 dias. A
efectos comparativos, la normalizacién de un compuesto se realizd en relacion a la minima
cantidad detectada del mismo compuesto. Tres replicas se realizaron para cada ventana
temporal. Las barras indican el valor medio y las barras de error el error estandar. Los nimeros
entre paréntesis arriba de los dias que no presentan barras indican las cantidades (media % ES)

detectadas que eran demasiado pequefias como para representarlas graficamente.
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Discusion

En las pruebas donde se evalud la preferencia de I. leucospoides hacia cultivos de
hongo de diferentes edades de desarrollo contra medio de cultivo limpio, la respuesta
de las hembras parasitoide mostré un claro sesgo hacia los volatiles emitidos por el
cultivo de 14 dias de desarrollo, donde el 80% de las hembras se dirigieron al brazo con
el cultivo del hongo, y sélo un 20% la rama con el medio de cultivo limpio. Tal
preferencia no fue registrada para los cultivos de hongo de las otras edades analizadas
(5, 10,17, 21, 24 y 28 dias de desarrollo). Ademas, se observé una clara variacién en la

emisién de los volatiles del hongo dependiente de la edad del mismo.

El andlisis de la emisidon de volatiles de A. areolatum mostré que los compuestos
acetona, acetaldehido, etanol y TMTD fueron producidos en diferentes cantidades a lo
largo del periodo muestreado. Este resultado confirma parcialmente un trabajo previo
que sugirié al acetaldehido como un compuesto emitido por cultivos del hongo
durante el periodo de atraccién (Madden, 1968). Sin embargo, en nuestro estudio este
compuesto no es emitido por el hongo durante la ventana de atraccién sino que es
emitido antes de esta. Bryant (2010) identificd al linalol, p-anisaldehido, (3-etil fenil)
etanona y 1-(4-etil fenil) etanona como los VOCs producidos por un cultivo de A.
areolatum de 21 dias de desarrollo. El hecho de que estos compuestos no fueron
detectados por nuestro muestreo puede deberse a las diferencias en los métodos de
captura de los volatiles; Bryant (2010) utilizé una columna Porapak Q mientras que en
el presente estudio una fibra SPME. Las fibras SPME CAR—PDMS proveen la mejor
sensibilidad para capturar pequefias moléculas tales como compuestos dcidos,
alcoholes, aldehidos, cetonas y sesquiterpenos (Wercinski, 1999; Mills & Walker, 2000,
2001), mientras que con el método que utiliza la columna Porapak Q extrae grandes
cantidades de compuestos semi-volatiles tal como terpenos y fuertemente interactian

con el ion hidrégeno (Zado & Fabecic, 1970).

Tres de los compuestos detectados; acetona, etanol y acetaldahido, han sido

mostrados que actlan como semioquimicos en diferentes organismos. La acetona, la
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cetona mas sencilla, es emitida por varias especies de hongos y plantas. Es conocido
que esta cetona regula el comportamiento del gorgojo Pissodes strobi (Sahota et al.,
1998). El etanol también es producido por especies de hongos y plantas (Kelsey &
Joseph, 2001; Kenealy & Dietrich, 2004; Okamoto et al., 2010) y se lo ha registrado
actuando como un atrayente en los escarabajos de la corteza (Joseph et al., 2001;
Kelsey & Joseph, 2001). Por su parte, el acetaldehido es normalmente producto de
procesos de fermentacién como el de la fruta en pudricion, y es conocido que actua
como un atrayente en especies de Drosophila y en algunos parasitoides de moscas de
la fruta como Biosteres longicaudatus y Leptopilina heterotoma (Greany et al., 1977;
Dicke et al.,, 1984; Hoffmann & Parsons, 1984). TMTD, por otro lado, es un
sesquiterpeno hidrocarbonado, el cudl ha sido escasamente reportado como un
constituyente natural (Urzda et al.,, 2007) y nunca se los ha registrado con funcién
infoquimica. Estudios previos identificaron a este compuesto en las flores de la especie
Haplopappus berterii, normalmente visitadas por una entomofauna variada, pero no se
ha llegado a resultados concluyentes en relacién a su funcién como infoquimico (Urzua

et al., 2007).

El periodo de tiempo en el cual el hongo fue atractivo para I. leucospoides, acetona,
etanol y TMDT fueron detectados. En cultivos mas jovenes en desarrollo (< 14 dias),
mientras el hongo no inducia respuesta alguna en la atraccién del parasitoide, acetona,
etanol y acetaldehido fueron constantemente producidos pero las concentraciones de
TMDT fueron relativamente bajas. Ninguno de los cuatro compuestos fue determinado
Unicamente en el periodo de atraccidn. Las cantidades variables de los compuestos
registradas a través del estudio sugieren que probablemente una mezcla mas que la
presencia de cualquiera de los compuestos estd asociada con la respuesta del
parasitoide y las cantidades de cada uno de los compuestos volatiles podrian jugar un
rol importante en la atraccion de /. leucospoides. Varios trabajos (ver Bruce & Pickett
2011 para una revision) han demostrado que las mezclas inducen respuestas

comportamentales mas fuertes que los compuestos individuales.
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El hecho de que un solo arbol puede ser susceptible al ataque de S. noctilio durante
varios meses, implica que dentro de este se encuentran ocultas en el xilema larvas de
un amplio rango de edades, muchas de las cuales no son aprovechadas, ya que las
larvas de los estadios mayores taladran mas profundo en la madera y no pueden ser
alcanzadas por el ovipositor, relativamente corto, de I. leucospoides (23 + 0,2 mm;
observacion personal). La existencia de un semioquimico indicando hospedadores
aptos (aprovechables temporalmente) podria significar una importante ventaja a nivel
del fitness para la hembra parasitoide. Proponemos que una clave asi puede ser
ofrecida por el hecho de que las hembras de S. noctilio en el momento de la
oviposicion depositan también el hongo A. areolatum, dando una ventana de tiempo
(“time stamp”) entre la oviposicién y el desarrollo de la larva apta, proveyéndole a la
hembra parasitoide un medio rdpido de identificacidn de los sitios de oviposicidon aptos
(con larvas de estadios tempranos). Considerando que las hembras de S. noctilio
oviponen a 8-20 mm de profundidad en la madera, lo cual es la longitud total del
ovipositor (Coutts, 1965), y que los huevos eclosionan (a 25°C) dentro de los 10-12 dias
después de la oviposicion (Madden, 1981), /. leucospoides parasita principalmente
huevos maduros y larvas de estadios tempranos. La estrecha ventana de tiempo para
la oviposicion, los experimentos comportamentales y la variabilidad en el perfil de los
volatiles del hongo indicarian que este juega un rol preponderante tanto a gran escala
como a corta, aunque otras claves probablemente provistas por las larvas sean

utilizadas para la localizacién final y la aceptacion del hospedador.

Debido a que los semioquimicos pueden ser utilizados por los enemigos naturales para
localizar a sus hospedadores, establecer la identidad de los compuestos que
intervienen en el proceso de localizacién es importante para disefar sustentables y
efectivos programas de control. Tales compuestos pueden ser utilizados en planes de
manejo de plagas para mejorar la eficiencia de los enemigos naturales a través del
control de su abundancia y distribucion (Cook et al., 2007). En los ultimos afios, una

atencidn especial se le ha dado al desarrollo de dispositivos para atraer enemigos
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naturales a un area determinada o blanco (Mallinger et al., 2011; Rodriguez-Saona et

al., 2012; Heuskin et al., 2012).

El analisis de las emisiones de VOCs se limité a la técnica de SPME, sin embargo es
probable que otros compuestos (esteroles, acidos grasos, entre otros) pudieran haber
sido detectados con otras técnicas. Dichos compuestos podrian ser claves importantes
en el proceso de localizacién de hospedadores en I. leucospoides. En este sentido,
consideramos que mas estudios deben llevarse a cabo para determinar cuales de estos

compuestos son relevantes desde el punto de vista comportamental.

A continuacidn se detallan los resultados mas relevantes de este capitulo:

e Las hembras de I. leucospoides presentan preferencia por los volatiles del
cultivo de A. areolatum de dos semanas de desarrollo, coincidente con la
ventana de parasitismo.

e Se determiné que A. areolatum libera los siguientes compuestos quimicos:
acetaldehido, etanol, acetona and 2,2,8-trimetiltriciclo[6.2.2.01,6]dodec-5-eno.

e La abundancia relativa de los compuestos liberados por A. areolatum varié a lo
largo del periodo analizado, estableciendo un “time-stamp” que puede ser

explotado por el parasitoide.
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Capitulo IV - La influencia de los
conespecificos (el tercer nivel tréfico)
y del estado nutricional en el
comportamiento de busqueda de
hospedadores.

Parte de los resultados del presente capitulo (Preferencia hacia el hongo en funcion del
estado de alimentacion) fueron publicados en: Pietrantuono A.L, Fernandez Arhex V.
Jofré N & Corley J.C, 2012. Food and host searching decisions made by Ibalia
leucospoides  (Hymenoptera: Ibaliidae), a parasitoid of Sirex noctilio
(Hymenoptera:Siricidae). Journal of Insect Behavior, Vol. 25: 320-327 (Anexo 2).
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Introduccion

Los hospedadores de los insectos parasitoides, al igual que la mayoria de los animales
gue habitan ambientes heterogéneos, se encuentran frecuentemente distribuidos en
parches. La deteccidn y los criterios de seleccidén de los parches de hospedadores por
los parasitoides estan determinados por claves ambientales, el estado fisiolégico y la
experiencia de la hembra (Vet & Dicke, 1992; Godfray, 1994). Durante la busqueda de
los recursos los parasitoides pueden encontrarse frecuentemente con conespecificos,
debido a que los individuos de la misma especie tienen requerimientos muy similares
para la supervivencia, crecimiento y reproduccidon. La explotacién de los mismos
recursos pueden conducir a competencia intraespecifica, que dependiendo de cémo
sea la interaccion entre los individuos puede ser una competencia por explotacién
donde los individuos no interactian directamente e implica una disminucién del
recurso mediante la presencia y actividad de los conespecificos, o puede ser una
competencia por interferencia donde los individuos interactian directamente

previniéndole uno de ellos la explotacion del recurso al otro (Begon et al., 2006).

En los parasitoides solitarios, donde un sdélo adulto emerge de un hospedador, la
presencia de conespecificos puede disminuir la calidad del parche a través de un
agotamiento del recurso o a través de encuentros agonisticos, estos ultimos pueden
llevar a un comportamiento de evitacién o abandono del parche por parte del
parasitoide (Janssen et al., 1995; Castelo et al., 2003). Tanto estimulos visuales,
interacciones fisicas, como la combinacién de kairomonas del hospedador con
hembras de la misma especie median estos comportamientos (Hugues et al., 1994;

Castelo et al., 2003).

La presencia de conespecificos puede influenciar el comportamiento de evitacion del
parche (Castelo et al., 2003) y el tamafio corporal de la hembra competidora puede
modificar el tiempo de residencia en el parche del parasitoide (Fernandez-Arhex &

Corley, 2010).
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Particularmente, en el contexto de baja densidad poblacional en la que se encuentra
mayormente la avispa S. noctilio (ver Introducciéon Capitulo Il), los conespecificos
pueden proveerle a la hembra de [ leucospoides que se encuentra buscando
hospedadores informacién de relevancia para encontrarlos. Esto es, al presentar el
hospedador una densidad poblacional fuertemente agregada en condiciones
endémicas (Corley et al., 2007), la presencia de conespecificos le podria estar

indicando a la hembra parasitoide un parche con hospedador.

Por su parte, el estado fisiolégico de los parasitoides también afecta el
comportamiento de busqueda de hospedadores (Lewis & Takasu, 1990; Wackers,
1994; Siekmann et al., 2004; Desouhant et al., 2005). La mayoria de los parasitoides se
alimentan de néctar, polen, secreciones de afidos y otros exudados de plantas pero
algunos lo hacen depredando los hospedadores (Jervis & Kidd, 1986; Bernstein &
Jervis, 2008). En el dmbito del control bioldgico clasico, en donde parasitoides que no
se alimentan del hospedador, son liberados en habitats dominados por un cultivo, las
fuentes de alimento naturales y los hospedadores se encuentran espacialmente
distanciados. Esto implica que las hembras parasitoide deberan optar con frecuencia,
por buscar hospedadores en donde descargar sus huevos o alimento. Generalmente,
cuando eligen alimentarse pueden perder oportunidades de oviposicién inmediatas,
pero las posibilidades de puestas futuras pueden incrementarse por el aumento en la
expectativa de vida que se asocia con las ingestas de alimento. Por el contrario, si
optan por oviponer, hay una ganancia inmediata en su éxito reproductivo la cual
puede ocurrir a costa de ganancias futuras (Bernstein & Jervis, 2008). Segun el modelo
propuesto por Sirot y Bernstein (1996), bajo condiciones de muy baja disponibilidad de
alimento los parasitoides nunca buscaran alimento y cuando el alimento es muy

abundante buscardn hospedadores hasta que se agoten sus reservas.

Como se menciond en el parrafo anterior, la mayoria de los parasitoides se alimentan
de néctar floral, secreciones de afidos y otros exudados de plantas, y algunos de su

hospedador (“host-feeders”), mas precisamente de la hemolinfa o de los tejidos (Jervis

77



& Kidd, 1986; Jervis, 1998; Bernstein & Jervis, 2008). La composicién nutricional entre
ambos tipos de alimentacion difiere sustancialmente. Mientras que el hospedador es
rico en proteinas, aminoacidos, lipidos, vitaminas esenciales y sales, ademas de que la
hemolinfa puede ser también rica en azucares, los exudados de las plantas son pobres
en proteinas aunque ricos en carbohidratos. Debido a la naturaleza de los distintos
nutrientes, los mismos son utilizados en distintos procesos biolégicos en el insecto
(Rivero & Casas, 1999; Giron et al., 2002, 2004; Jervis et al., 2008). En un analisis
realizado por Fischbein y colaboradores (2016; ver Anexo 3), en donde la autora de
esta tesis participd, se observé que el tipo de alimentacidon (alimentarse del
hospedador o no) se correlaciona positivamente con la esperanza de vida, con el
numero maximo de huevos, negativamente con el indice de ovigenia (Ol: la relacién
entre la carga inicial de huevos maduros y el potencial de fecundidad a lo largo de la
vida), y no muestra correlaciéon con la fecundidad potencial. En el mismo estudio se
registrd una correlacién positiva de la fecundidad potencial con la esperanza de vida.
En base a esto, se sugiere que los parasitoides que se alimentan de su hospedador
pueden disponer de mas recursos para el mantenimiento de sus reservas energéticas.
Ibalia leucospoides es un parasitoide que no se alimenta de su hospedador, sino que se
alimenta de soluciones azucaradas. Segun el analisis de Fischbein y colaboradores
(2016), esto se relaciona con otros rasgos de historia de vida que posicionan a la
especie en un contexto que permite evaluar sus influencias en la toma de decisiones.
Esta informaciéon es un paso fundamental para el planteo de algunos de los objetivos

del presente capitulo.

Por un lado, uno de los objetivos del presente capitulo es analizar los semioquimicos y
sefiales visuales provistas por los conespecificos en la busqueda de hospedadores.
Dicha informacion le podria indicar la existencia de parches con hospedador aunque
también implica una potencial competencia. Teniendo en cuanta el contexto donde /.
leucospoides se desenvuelve, se esperaria que se verifigue la hipdtesis que /.
leucospoides explote informacién provista por los conespecificos para encontrar

parches con hospedador. Por otro lado, dado que la especie posee un alto indice de
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ovigenia y no se alimenta de su hospedador, se espera establecer si el estado
nutricional de las hembras -alimentadas vs. no alimentadas previamente- afecta las
decisiones que toman. Este objetivo tiene enorme relevancia practica dado que |.
leucospoides es liberado en extensas plantaciones densas de pinos, donde el cierre de
copas no permite el ingreso de luz y por lo tanto no existe oferta de néctar alguna
dentro del bosque. La posibilidad de alimentar a los parasitoides previo a su liberacion,
pueden extender su longevidad pero es importante saber en qué medida afecta su

tendencia a localizar hospedadores.

Materiales y métodos

Evaluacion de la informacion provista por los conespecificos
A fin de evaluar la respuesta del parasitoide /. leucospoides ante la presencia de
conespecificos en parches con hongo se realizé por un lado ensayos de olfatometria y

por otro, ensayos que permitieron establecer la relevancia adicional de claves visuales.

Ensayos de olfatometria

Los ensayos de olfatometria fueron llevados a cabo en un olfatdmetro en forma de “Y”
(ver descripcion del dispositivo en los materiales y métodos del Capitulo Il). En una de
las cajas de acrilico adosadas al extremo del olfatdmetro se colocd un disco de 17 mm
de diametro de cultivo de hongo A. areolatum de 2 semanas de desarrollo con
ejemplares hembras de 1. leucospoides y en la otra caja se colocd solamente un disco
de 17 mm de diametro de cultivo de hongo de 2 semanas de desarrollo. El hongo fue
cultivado segun las especificaciones descriptas en los materiales y métodos del
Capitulo lll. Dos cantidades de conespecificos fueron examinadas a fin de evaluar una
respuesta densodependiente (3 y 10 hembras). Una hembra de /. leucospoides era
introducida en la base del olfatdmetro, se la dejé un minuto para que se adapte antes
de permitirle el acceso a los brazos del olfatdmetro y un maximo de 15 minutos para
su eleccion. Luego de cada prueba el tubo en Y era lavado y ventilado y las cajas de los
estimulos eran rotadas. El hongo y los conespecificos fueron renovados cada 5 réplicas.

Se evalué la preferencia de 43 hembras a hongo + 3 conespecificos y de 37 hembras a
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hongo + 10 conespecificos. Los datos fueron analizados mediante una prueba

binomial.

Ensayos olfativo-visual

Los ensayos para evaluar la respuesta olfativa en combinacién con la visual, se
realizaron en una caja de acrilico blanco de 10,5 x 10,5 x 100cm, en la cual a cada uno
de sus lados se colocaron cajas de acrilico transparente de 10 x 10 x 10 cm separadas
por 45 cm, uno de los lados de estas cajas presentaba un malla metdlica con una trama
de 2 x 2 mm la cual se la colocaba mirando al interior de la caja blanca (Figura 4.1). La
caja era cubierta por una tapa desmontable de acrilico de color roja translucida. En una
de las cajas se colocaba un disco de 17 mm de didmetro de cultivo de hongo A.
areolatum de 2 semanas de desarrollo con seis conespecificos (seis hembras de /.
leucospoides) y en la otra de las cajas un disco de 17 mm de diametro de cultivo de
hongo de 2 semanas de desarrollo sin hembras del parasitoide. El hongo fue cultivado
segln especificaciones descriptas en los materiales y métodos del Capitulo Ill. Un
papel color madera de 10,5 x 100cm era colocado en el piso de la caja y renovado
entre cada réplica, para evitar que el parasitoide deje trazas quimicas. Un hembra de /.
leucospoides era liberada en el centro de la caja experimental y se registraba el tiempo
(s) acumulado que la avispa permanecia en cada zona de la caja (zona con
conespecificos y zona sin conespecificos) durante 15 minutos. La caja fue limpiada con
alcohol y ventilada entre cada réplica y las cajas estimulos eran rotadas, el hongo y los
conespecificos fueron renovados cada 5 réplicas. Un total de veintitrés hembras fueron
evaluadas. A partir de los registros de los tiempos se calcularon los porcentajes de
tiempo que la avispa pasa en cada brazo, los cuales fueron comparados mediante el

test no paramétrico Wilcoxon Rank.
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Sitio de liberacion

Estimulo 1

Figura 4.1. Esquema y fotografia del dispositivo utilizado en los ensayos olfativo-visual. Foto

de la autora

Preferencia hacia el hongo en funcion del estado de alimentacion

Los ensayos de preferencia hacia el hongo en relacidon al estado alimenticio de las
hembras del parasitoide se realizaron con hongo de dos semanas de desarrollo. Los
bioensayos fueron llevados a cabo también en el olfatdmetro en forma de “Y”
descripto en el Capitulo Il. Las hembras alimentadas fueron provistas durante 8 dias
con solucién azucarada (30% v/v) ad libitum, mientras que a las no alimentadas se le
ofrecid solamente agua destilada durante el mismo periodo. Tanto la solucién
azucarada como el agua se embebian en algodones que se renovaban cada dos dias.
Las hembras parasitoides fueron mantenidas individualmente bajo las siguientes
condiciones: temperatura: 21 + 0,1°C, humedad: 54 + 5% y en un régimen de luz-
oscuridad de 16:6 h. Como estimulo se utilizé un disco de 17mm de diametro de
cultivo de A. areolatum de dos semanas de desarrollo, el cual fue colocado en una de
las cajas estimulo, y en la segunda caja se colocd, a manera de control, un disco de
medio de cultivo de la misma edad sin crecimiento del hongo. El hongo fue cultivado

segun especificaciones descriptas en los materiales y métodos del Capitulo Ill.
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Resultados

Ensayos de olfatometria

La mayoria de las hembras eligieron un brazo del olfatémetro (70%), mientras un 30%
de las hembras no mostraron preferencia por ningln de los estimulos presentados.
Para ninguno de los dos tratamientos (con 3 o 10 conespecificos) las hembras de /.
leucospoides mostraron preferencia por el cultivo del hongo sélo o con la presencia de
conespecificos (Figura. 4.2). Cuando se colocaron 3 conespecificos, el 62,5% de las
avispas eligieron la fuente que tenia el hongo y los conespecificos y el 37,5% la que
tenia sélo el hongo (test binomial: p=0,21; n=32), mientras que cuando se colocaron 10
conespecificos el 52,2% de las hembras eligid la que tenia el hongo mias los

conespecificos y el 47,8% la que sélo tenia el hongo (test binomial: p=1, n=23).

100 4

(n=32) (n=23)
80 1
ns

60 - ns

40 A

Eleccion (%)

20 4

3 conespecificos 10 conespecificos
+ hongo vs control + hongo vs control

Figura 4.2. Porcentaje (%) de elecciéon de hembras de I. leucospoides a hongo vs hongo +
conespecificos (3 y 10). Las barras indican el porcentaje de eleccidén, ns = no significativo
(p>0.05; test binomial), entre paréntesis se indica el total de avispas testeadas para cada

tratamiento.

Ensayos olfativo-visual
En este ensayo la mayoria de las hembras presentaron actividad dentro de la caja
experimental, sélo cuatro hembras se quedaron en un solo lado de la caja o

directamente no presentaron actividad. Al igual que en ensayo anterior, las hembras
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no presentaron preferencia por ninguno de los estimulos presentados, permanecieron
el mismo porcentaje de tiempo en ambas zonas (P=0,11, %2=0,73, n=23). la
permanencia en la zona con conespecificos fue de 51, 21 £ 5,8 %y 48,75 £ 5,8 % en la

zona sin conespecificos (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Porcentaje de tiempo (media = ES) que permanecen las hembras de /. leucospoides
en el lado de la caja que contiene sélo hongo o en el lado que contiene hongo + conespecificos
(test no paramétrico Wilcoxon; P=0,11, ¥?=0,73, n=23, las mismas letras por encima de las

barras indican que no hay diferencias entre los tratamientos).

Preferencia hacia el hongo en funcion del estado de alimentacion

La preferencia a cultivo de hongo de dos semanas de desarrollo fue diferente entre las
hembras alimentadas y no alimentadas. Los parasitoides alimentados (n=38) no
mostraron preferencia entre el hongo y el control, mientras que las no alimentadas
(n=33) preferian significativamente el cultivo de hongo (GLM; x?=4.15, df=1, p=0.042,
n=71, Figura 4.4).
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Figura 4.4. Porcentaje (%) de eleccion de hembras de /. leucospoides alimentadas y no
alimentadas a hongo vs control. Las barras indican el porcentaje de elecciéon a cada estimulo

(* = p<0.05, GLM).

Discusion

En el presente trabajo se evalud si la presencia de conespecificos influye en el
comportamiento de busqueda del parasitoide de la avispa de la madera |
leucospoides. En las condiciones en que su hospedador S. noctilio se distribuye a baja
densidad poblacional (una concentracién de ataques fuertemente agregada) la
presencia de conespecificos podria proveerle informacion confiable acerca de la
presencia de parches con hospedador, aunque también implicaria una potencial
competencia. Tanto en las pruebas en donde se presentaban solamente claves
olfativas (con tres o 10 conespecificos) como en las que se presentaba claves olfativas
junto con claves visuales no se observé una atraccién o una evitacién del parche con
conespecificos. En el tratamiento en que se colocaron 3 conespecificos junto con un
disco de cultivo del hongo A. areolatum, un 62,5% de avispas eligieron el brazo del
olfatdbmetro que contenia a los conespecificos mas el hongo y un 37,5% al que sdlo
tenia el cultivo del hongo, estadisticamente las diferencias no fueron significativas,
probablemente con un nimeros mayor de pruebas las diferencias hubiesen resultado

significativas.
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En algunos parasitoides, la evitacion del parche se da a partir del contacto con el
parche con conespecificos o con marcas dejadas por estos, como se menciond en la
introduccidn de este capitulo la avispa V. canescens deposita una marca quimica en la
superficie del parche durante su busqueda que modifica el comportamiento de la
préxima avispa que visite el parche llevando a una evitacién de la competencia con los
conespecificos dentro del parche (Bernstein & Driessen, 1996), un trabajo anterior ha
revelado que esta avispa deposita alguna marca individual especifica, originada en la
glandula de Dufour, que principalmente le permite identificar hospedadores en los que
ya ha ovipuesto (Hubbard et al., 1987). En el presente trabajo sélo se evalud el
comportamiento a distancia de la fuente de emisién del estimulo, probablemente el
contacto directo del parasitoide con el parche con conespecificos o marcas dejadas por
la actividad de éstos, produzca alguna modificacion en el comportamiento de

busqueda de hospedadores de la avispa.

Evitar parches previamente visitados por conespecificos puede prevenir el
superparasitismo, el cual ha sido registrado en numerosos parasitoides (Bogran &
Heinz 2002; Ueno 2002; De Vis et al. 2003; Lim & Hoy 2005; Ho & Ueno 2008; Foelkel
et al. 2009; entre otros). Este comportamiento se da en los parasitoides solitarios
cuando la hembra pone mas de un huevo en un mismo hospedador u otra hembra de
la misma especie pone huevos en un hospedador ya parasitado (Godfray, 1994). Para
los parasitoides solitarios, donde una sola larva se desarrolla en el hospedador, el
superparasitismo resulta contraproducente desechando huevos debido a una
competencia letal, causando la emergencia de un solo individuo (Ueno, 1997, 2002; De
Vis et al.,, 2003; Lim & Hoy, 2005; Foelkel et al., 2009) por una competencia por
interferencia que puede finalizar en canibalismo (Ueno, 1997, 2002; Goubault et al.,
2003), o la disminucidon en el porcentaje de supervivencia del segundo huevo

ovipuesto (Lebreton et al., 2009).

La competencia intra-especifica ha sido estudiada en el parasitoide /. leucospoides en

un trabajo anterior (Fernandez-Arhex & Corley, 2010). El comportamiento de
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competencia fue evaluado como de interferencia debido a que una de las hembras
modificaba su estrategia de explotacién del hospedador ante la presencia de la otra.
En dicho trabajo dos hembras parasitoides de distintos tamanos corporales fueron
liberadas en troncos con distintas densidades de hospedador, se registré que una de
las hembras nunca atacaba al hospedador mientras que la otra si, particularmente la
hembra que no atacaba era de menor tamafo corporal que la que si lo hacia. Ademas,
el tiempo de permanencia en el parche de la hembra que nunca ataca al hospedador
se modifica ante la presencia de una hembra de mayor tamafio, dejando el parche
antes que si estuviera sola en el tronco y antes que su competidora. Contrariamente,
el tiempo de permanencia de la hembra que si ataca hospedadores no se modifica
ante la presencia de una hembra de menor tamafio. Esta competencia registrada no
estd mediada por combates fisicos. En un segundo estudio (Corley et al., 2010), se ha
mostrado que I. leucospoides no modifica su tiempo de residencia en el parche con la
cantidad de conespecificos en los parches con hospedador, sugiriendo que la
competencia por interferencia es minima en las condiciones de agregacion en la que se
encuentra naturalmente su hospedador. Al parecer, los conespecificos no modifican el
comportamiento del parasitoide en la localizacién de parches con hospedador, mas
bien una competencia intra-especifica es observada una vez que el parasitoide se

encuentra en el parche, la cual es afectada por la agregacién del hospedador.

En el presente estudio, la respuesta de las hembras de I. leucospoides mostrd ser
estado-dependiente. Cuando las hembras eran privadas de alimento, prefirieron
significativamente el cultivo de A. areolatum de dos semanas de desarrollo, mientras
gue las alimentadas no mostraron preferencia hacia claves que indican la presencia de
hospedador. Los resultados sugieren que las hembras al estar hambreadas, priorizan la
descarga de sus huevos. Segun lo propuesto por el modelo de Sirot & Bernstein (1996),
la prediccidn para condiciones de baja disponibilidad de alimento se cumplen para este
parasitoide. La respuesta registrada en las hembras alimentadas, que segun el modelo
de Sirot & Bernstein (1996) también deberian ir por la busqueda de hospedadores,

podria explicarse por una modificacion en su expectativa de vida ya que las hembras
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alimentadas viven en promedio 10 dias mas que las no alimentadas (Fischbein et al.,
2013). Estos resultados estdn en concordancia con estudios realizados en otros
parasitoides, donde el estado nutricional de los mismos influye en el comportamiento
de busqueda (Wackers, 1994; Desouhant et al., 2005), como en el parasitoide Cotesia
rubecula donde la hembra privada de alimento elige olores asociados al alimento

mientras que las alimentadas prefieren los olores asociados al olor (Wackers 1994).

En I. leucospoides se ha demostrado que el estado nutricional no afecta el rendimiento
en la capacidad de vuelo en condiciones de laboratorio, indicando que las
caracteristicas morfolégicas tienen un mayor efecto (Fischbein et al., 2011). Tampoco
influye en la eleccion de parches con hospedador y el tiempo de residencia en los
mismos en un arreglo experimental en donde se expuso a las hembras a troncos de
pino atacados por la plaga (Corley et al., 2010). Por otro lado, la alimentacién de las
hembras adultas modifica su longevidad, aunque no tiene efecto en la maduracién de
los huevos, las mismas emergen con la mayoria de los huevos maduros (Fischbein et

al., 2013).

El estudio realizado por Fischbein y colaboradores (2016) mostré una correlacién
negativa entre el habito alimenticio y el indice de ovigenia (Ol), las especies que no se
alimentan de su hospedador estdn asociadas con un Ol alto. Efectivamente, |
leucospoides que es un parasitoide que no se alimenta de su hospedador presenta un
01=0,77 (Fischbein et al.,, 2013), indicando que no necesita de ciertos recursos
alimenticios para madurar sus huevos luego de la emergencia, habiendo invertido gran
cantidad de recursos para esto durante los estadios larvales. Un alto Ol indica que las
hembras no son capaces de ajustar su produccion reproductiva a las variaciones en la
disponibilidad de hospedadores (Ellers et al 2000), I. leucospoides podria haber
evolucionado a este alto Ol en funcion a distribucion espacial que presenta su
hospedador en condiciones endemicas la cual es fuertemente agregada. También,
segun Fischbein y colaboradores (2016), los parasitoides que no se alimentan de

hospedador presentan una esperanza de vida menor que los que si lo hacen, por lo
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que I. leucospoides estaria limitada por el tiempo para poner la mayor cantidad de
huevos posibles. Mas alld de que I. leucospoides no se alimenta de su hospedador, se
ha registrado a campo un bajo porcentaje de hembras silvestres con altos niveles de
azucares, indicando que la ingestion de alimento en el campo puede no ser frecuente
en este parasitoide (Fischbein et al., 2013). Estos resultados sugeririan que la hembra
de I. leucospoides emerge, con su alta carga de huevos madura, y comienza a buscar
hospedadores donde descargar sus huevos rapidamente. Siguiendo en esta linea, las
plantaciones de pino en la Patagonia Argentina no presentan practicamente recursos
alimenticios (i.e.: néctar floral) para este parasitoide (Pietrantuono, 2007), reforzando
la idea que la alimentacién de estas avispas en el campo es escasa. En base a todo lo
mencionado anteriormente se espera que las hembras de [ leucospoides se
encuentren dentro de las plantaciones de pino buscando hospedadores donde

oviponer.

Que las hembras alimentadas no hayan preferido los volatiles del hongo tiene
importantes implicancias para el control bioldgico aplicado al manejo de la plaga. En
base a estos resultados se recomienda que las hembras liberadas para mitigar la plaga
no sean alimentadas previo a su liberacidén, y tampoco fuentes de alimento sean

colocadas en las plantaciones donde se emplea el control bioldgico con . leucospoides.

A continuacidn se detallan los resultados mas relevantes de este capitulo:

e No se encontré evidencia acerca de que los conespecificos emitan claves
olfativas y visuales que pudieran ser explotadas por hembras del parasitoide
durante la busqueda de hospedadores. No obstante, estos estudios merecen
mayor replicacion.

e La respuesta de la hembra mostré ser estado-dependiente, teniendo el estado
nutricional del parasitoide un efecto en las decisiones tomadas durante la
busqueda de hospedares. Este resultado es esperado en el contexto ecolégico-
evolutivo en que se desempena la especie y puede tener importantes

implicancias para el control bioldgico.
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Capitulo V - Discusion general
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En esta tesis se estudid la informacién provista por el entorno del parasitoide /.

leucospoides, a fin de conocer cudles son las claves explotadas en el proceso de
localizacion del hospedador, la avispa de la madera S. noctilio. Se evaluaron distintos
estimulos provenientes del habitat de S. noctilio como compuestos quimicos liberados
por la planta hospedadora, compuestos quimicos extraidos de la hembra de S. noctilio,
volatiles provenientes del hongo simbionte A. areolatum e informacion provista por los

la figura 5.1.

conespecificos. También se evalud si el estado nutricional de la avispa influye en el
comportamiento de busqueda. Los resultados principales se encuentran resumidos en

| Los conespecificos | *No se registraron evidencias
. . * Influye en las decisiones de
El estado nutricional Beapedzde hooned yrior
_________________ -
:_ Historia de vida 1 '3
El parasﬂmde;% 5
Ibalia leucospoides

* Las hembras son atraidas solamente a los volatiles
liberados por el hongo de 14 dias de desarrollo

*El patron de los volatiles liberados por el hongo
vario a lo largo del periodo analizado

El hongo simbionte

El hospedador
Amylostereum areolatum

Sirex noctilio

La planta hospedadora

Pinus spp.

Figura 5.1. Esquema mostrando los principales resultados de este trabajo de tesis.

La relevancia de la informacién proveniente del pino (Capitulo 1)

La actividad de oviposicién y alimentacion de la avispa de la madera, y la inoculacién y

crecimiento del hongo producen una respuesta en el arbol modificando la liberacién
de metabolitos secundarios. En las pruebas comportamentales donde se evalud el

nivel de actividad de las hembras de /. leucospoides en una arena estatica ante la
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presencia de terpenos (o y PB-pineno, compuestos quimicos que incrementan su
liberacion en ciertas especies de pino cuando son atacadas por la avispa de la madera),
no se registraron cambios en el comportamiento del parasitoide. Las pruebas de
preferencia a volatiles liberados por pinos de especies presentes en la Patagonia
Argentina, realizadas en un olfatémetro de cuatro vias, sélo mostraron diferencias
significativas cuando los estimulos presentados simultaneamente fueron P. contorta
sano vs. P. contorta con hongo simbionte, pero no cuando se presenté el pino sano de
cualquiera de las especies vs aire. A diferencia de lo que se esperaba, en el bioensayo
P. contorta sano vs. P. contorta con hongo simbionte, las hembras pasaron mayor
porcentaje tiempo en los brazos con pino sano, probablemente el hongo inoculado en
los troncos no se desarrollé6 de manera favorable. En diversos trabajos se ha
demostrado que los volatiles liberados por el hongo simbionte atraen a este

parasitoide.

En el contexto donde I. leucospoides se desarrolla, en las plantaciones de pino, siendo
los volatiles liberados por las plantas de pino los mas abundantes, se hubiese esperado
gue estos jueguen un papel fundamental en la interaccién entre el parasitoide y su
hospedador. Experimentos que contemplen los volatiles liberados por otros sectores
del arbol, como las aciculas, las ramas o la corteza, y claves fisicas como las visuales
pueden ser llevados a cabo a fin de seguir explorando si la planta hospedadora afecta

el comportamiento de busqueda del parasitoide.

Respuesta hacia S. noctilio (Capitulo I1)

En los ensayos realizados con extractos de hembra de S. noctilio, se observd una
tendencia en la preferencia hacia el extractos realizado con hexano (mediante el cual
se obtienen compuestos no polares) contra el solvente sélo, aunque las diferencias no
fueron significativamente diferente. Probablemente se debié a que una baja cantidad
de ejemplares fueron testeados por la poca disponibilidad de estos, debido a la
complejidad del sistema es dificil criarlos. Si con mas réplicas del analisis realizado en

este trabajo se muestra que la hembra de S. noctilio presenta alguna clave que atraiga

91



al parasitoide a cierta distancia, deberia analizarse posteriormente de qué parte de la
avispa proviene esa posible clave ya que para realizar el extracto se machacé la avispa

completa.

El hongo (Capitulo I11)

Quizas el resultado mas relevante de esta tesis es la variabilidad registrada en la
liberacion de volatiles del hongo simbionte Amylostereum areolatum de distintos dias
de desarrollo. Los compuestos volatiles detectados fueron acetona, acetaldehido,
etanol y TMTD, los tres primeros han sido registrados actuando como semioquimicos
en la interaccion entre diferentes organismos (ver Capitulo Il de la tesis). Los
resultados demuestran que tanto los compuestos liberados por este hongo como la
abundancia relativa de los mismos varian durante el periodo estudiado. Asimismo, los
estudios comportamentales realizados sobre hembras de I. leucospoides demostraron
que el hongo de 14 dias de desarrollo resulta en una atraccidon hacia las avispas.
Durante esta ventana de tiempo, la abundancia relativa de los compuestos volatiles no
es la misma que en el periodo anterior y el posterior, y ninguno de los compuestos es
liberado solamente en este periodo. Estos resultados sugieren que mas bien una
mezcla de compuestos volatiles y no un solo compuesto es responsable de la respuesta

del parasitoide.

Esta variabilidad temporal en la liberacién de compuestos volatiles por parte del
hongo, que continuamente va creciendo por el arbol infestado, genera dentro del
mismo parches de olor que le permiten al parasitoide distinguir entre hongos de
distintos dias de desarrollo. Esto le facilitaria a I. leucospoides localizar agujeros de
oviposicion donde se encuentran los estadios aprovechables que aun no se han
adentrado en el arbol, por su estado de desarrollo, y son alcanzables por su ovipositor.
De esta manera evitaria visitar agujeros de oviposicidn mas viejos donde los estadios
mas avanzados, que ya se alimentan de la madera, forman tlneles por esta actividad,
alejandose del sitio de oviposicion y siendo no alcanzables por el ovipositor del

parasitoide.
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Recordemos que . leucospoides puede discriminar entre diferentes concentraciones
de volatiles de A. areolatum y entre diferentes densidades de hospedadores en
parches, desde una distancia sin la necesidad de hacer contacto directo. Sugiriendo
esto, que el hongo puede proveerle ademas informacidn sobre las densidades relativas

de hospedadores disponibles para la oviposicion.

Siendo 1. leucospoides un parasitoide limitado por el tiempo para oviponer (ya que el
numero de huevos no es una limitante y que la alimentacién de la avispa en estadio
adulto no afecta la maduracién de los huevos), la utilizacidon de estos semioquimicos,
resultado de la coevolucidén entre ambas avispas, optimiza el tiempo de busqueda de

sus hospedadores, facilitando el encuentro con los estadios aprovechables.

Cabe destacar que en no todos los agujeros de oviposicion de S. noctilio las hembras
de esta avispa dejan huevos, pero si en la mayoria de estos inoculan el hongo
simbionte, siendo la informacién provista por el hongo confiable para el parasitoide
pero no siempre este va a encontrar hospedadores en los agujeros, por lo que la
localizacion final y la aceptacién del hospedador probablemente sea mediante
receptores (tanto quimicos como mecanicos) en su ovipositor. Muchos parasitoides
utilizan claves provenientes del estadio parasitado para detectarlos a ciertas distancias
sin tener contacto fisico con ellos, pero en el caso de /. leucospoides esto parece poco
probable debido a que el hospedador se encuentra oculto en la madera del pino
dificultando su deteccidn visual, y cualquier compuesto quimico volatil que pueda
emanar el estadio inmaduro a parasitar seria dificil de detectar a cierta distancia
debido a que se hallaria inmerso entre los volatiles liberados por el pino y del hongo
simbionte. En funcién al contexto, otra posibilidad es que claves fisicas como las
vibraciones producidas por la larva sean detectadas por el parasitoide una vez que se

encuentre en el arbol atacado.

La captura de volatiles liberados por el hongo se realizd mediante la técnica SPME,
cuya fibra captura compuestos quimicos de alta volatilidad, no detectandose una gran

cantidad de compuestos de mediana volatilidad que si se pueden capturar mediante
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otras técnicas, los cuales podrian tener un rol relevante en la localizaciéon del

hospedador a pequefia escala.

En conclusidn, la informacién provista por el hongo simbionte parece de gran
relevancia para este parasitoide en la busqueda de su hospedador; tanto a gran escala,
debido a que el hongo crece dentro del arbol luego de su inoculacidon siendo
detectable a cierta distancia; como a escala mas pequefia, dicho esto en funcién a la
variabilidad temporal registrada en este trabajo en la emanacién de distintos

compuestos volatiles por A. areolatum.

Los conespecificos (Capitulo V)

En relacién a la informacién provista por los conespecificos, no se ha detectado en este
trabajo diferencias en la respuesta del parasitoide a la presencia simultdnea de
conespecificos y el cultivo del hongo simbionte A. areolatum contra un parche sélo con
hongo. Si bien en los bioensayos de 3 conespecificos + hongo vs. hongo, un 62,5% de
las hembras parasitoides prefirié el estimulo con conespecificos, las diferencias no
fueron significativas estadisticamente, probablemente con un ndmero mas grande de
hembras testeadas las diferencias resulten significativas. Tampoco los conespecificos
evocaron en las hembras parasitoides un comportamiento de evitaciéon. En el contexto
de agregacion de S. noctilio en condiciones endémicas, se hubiese esperado que los
conespecificos jueguen un rol en la busqueda de hospedadores, indicando la presencia

de parche con hospedador.

Los conespecificos parecen no modificar la localizacion de parches con hospedador,
sino que una competencia intra-especifica es observada en este parasitoide a nivel del
parche. En los programas de control bioldgico, una liberacién masiva de /. leucospoides
no impediria que todos los parasitoides liberados encuentren un parche con
hospedadores donde oviponer, pero el desempefio individual (i.e.: el nimero de

ataques) si se veria afectado por la presencia de conespecificos en el parche.
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La influencia del estado nutricional y los rasgos de historia de vida (Capitulo IV)

El estado nutricional de la hembra parasitoide influye en las decisiones de busqueda de
hospedador. Las hembras hambreadas mostraron preferencia por los volatiles del
hongo, mientras que las alimentadas no. Este resultado indicaria una urgencia por
parte de las hembras hambreadas en descargar los huevos. Ademas, I. leucospoides
emerge con gran parte de sus huevos maduros (01=0,77), por lo que no requeriria de la
alimentacion para madurar sus huevos. Como este parasitoide tiene un alto Ol, su
limitante para descargar sus huevos es posiblemente el tiempo, entonces lo
optimizaria buscando hospedadores. Por otra parte, las hembras alimentadas no
mostraron preferencia por los volatiles del hongo simbionte A. areolatum, contrario a
lo que se hubiera esperado, ya que una vez alimentada la prioridad seria la busqueda
de huéspedes, al igual que en el tratamiento sin alimentacién. Es probable que esta
respuesta se trate de un error en el disefio experimental, por ejemplo fueron ocho dias
de alimentacion ad libitum, periodo quizas demasiado prolongado. Seria interesante a
futuro realizar el mismo experimento con periodos de alimentacién mas cortos (i.e. 1

dia).

Teniendo en cuenta las estrategias aplicadas al manejo de plagas, este resultado es
fundamental, ya que la alimentacién por un periodo prolongado no favorece el

encuentro del parasitoide con su hospedador.

Debido a que S. noctilio es una de las principales amenazas para las forestaciones de
pinos a nivel mundial e I. leucospoides es uno de parasitoides que son utilizados como
parte de un programa de MIP de la plaga, la informacién reportada en este trabajo
puede contribuir para mejorar las acciones de intervencion. Como por ejemplo, podria
desarrollarse estrategias tipo push-pull, basadas en la atraccidn especifica de
determinados volatiles emanados por el hongo A. Aerolatum. Asimismo, una
combinacidon de volatiles (blend) puede aplicarse al desarrollo de métodos de
seguimiento poblacional post-liberacion de los enemigos naturales (i.e.: monitoreo) y

a su deteccién temprana en areas de reciente dispersion.
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Siguiendo en linea con el control biolédgico como componente central de programas de
MIP para el manejo de S. noctilio, la informacién aqui obtenida sugiere que quizas la
cria y liberacién masiva de hembras parasitoides en plantaciones forestales no tendra
implicancias negativas sobre el parasitismo (mortalidad) obtenido. Esto es porque no
se observan evidencia de interferencia durante el proceso de la localizacién de los
parches con hospedador por parte de I. leucospoides. Por otro lado, considerando
investigaciones previas, es posible que liberaciones masivas tampoco conduzcan a
mayores niveles de parasitismo debido a la competencia intra-especifica a nivel del

parche.

Finalmente, la informacién obtenida puede ser util durante el proceso de cria de esta
especie de enemigo natural. Por ejemplo, se observd que el contexto de especie de
pino hospedera donde se desarrolla las larvas y finalmente donde emerge el adulto del
parasitoide (una u otra especies forestal de las cultivadas en Patagonia), no afectan sus
decisiones o preferencias respecto a que especie forestal explorar, al menos en primer
término, como se ha observado en otras especies de parasitoides (aprendizaje
asociativo). También se sugiere que no es necesario alimentar a las hembras previo a
su liberacién o incluso colocar fuentes de alimento en las plantaciones en donde el
control bioldgico es aplicado, ya que este no contribuye fuertemente a mejorar la

eficiencia de busqueda en esta especie.

No se conocen muchas especies de insectos parasitoides que presenten la complejidad
en la interaccién con su hospedador y la planta hospedadora como se ha descrito para
I. leucospoides; donde el hongo A. areolatum, necesario para el desarrollo de los
estadios inmaduros de la avispa de la madera dentro del pino, es participe necesario
de la misma mediante los volatiles que libera. Aprovechando la estrecha relacion entre
A. areolatum y la avispa de la madera, Ibalia leucospoides parece haber afinado sus
estrategias de busqueda utilizando los volatiles del hongo. Este ultimo es
imprescindible para la supervivencia de S. noctilio, ya que sus larvas no podrian

desarrollarse sin la accién que este provoca en la madera del pino. Asimismo,
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explotando los volatiles liberados por el hongo simbionte de S. noctilio, este
parasitoide podria haber resuelto el dilema de la confiabilidad y de la detectabilidad,
debido a que, a medida que el hongo va creciendo en el drbol atacado, mas cantidad
de volatiles son liberados, siendo esta informacién confiable, ya que la presencia del
hongo representa una alta probabilidad de encontrar hospedadores apropiados
(dentro de la ventada de parasitismo) en donde oviponer. En funcién a esto, nuevos
estudios que profundicen en el conocimiento de esta interacciéon serian de gran
importancia no solo para seguir mejorando los planes de manejo de la mas importante
plaga forestal de pinos del hemisferio sur, sino también para avanzar sobre el
conocimiento de los procesos ecoldgico-evolutivos que modelan la conducta de los

insectos parasitoides.
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