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RESUMEN

La mariposa europea del brote del pino, Rhyacionia buoliana Den. & Schiff. (Lepidoptera Tortricidae) es
una plaga exoética especifica del género Pinus, nativa del continente Europeo e introducida en Asia,
Norteamérica y Sudamérica, incluyendo Argentina, Chile, Brasil y Uruguay. Su introducciéon en
Argentina (Buenos Aires) se produjo aproximadamente en 1940 habiéndose dispersado en la
Mesopotamia, el centro del pafs y la regiéon de los bosques andinopatagénicos. En esta utima se halla
desde 1979 y se comporta como univoltina atacando diferentes especies de pinos, con variable
intensidad y magnitud de dafios. Las larvas se alimentan de los tejidos de las yemas y brotes
provocando deformaciones en el fuste y ramas. En las plantas mas jévenes, con menos disponibilidad
de brotes, es donde la magnitud de los dafios cobra mayor intensidad al aumentar la incidencia del

ataque apical.

El incremento del ritmo de forestaciéon con pinos en la regién andinopatagénica durante la dltima
década ha aumentado notablemente el riesgo de pérdidas econémicas debido a la accién de la mariposa
del brote. Dado que se estimaba que la intensidad de ataque y la magnitud del dafio eran mayores en P.
radiata respecto de P. ponderosa, y debido a ciertas ventajas silvicolas y tecnolégicas de P. ponderosa, se
acentud la tendencia a reemplazar la primera especie por la segunda. Sin embargo, a medida que se

incremento la superficie forestada con P. ponderosa, ésta comenzd a ser tan atacada como P. radiata.

La situacién descripta brindé el marco adecuado para plantear un conjunto de objetivos, entre los

cuales se destaca la necesidad de profundizar el conocimiento de la biologia de R. buoliana en

plantaciones de P. ponderosa y P. radiata en la regiéon de los bosques andinopatagénicos. El area de
estudio se localiz6 en la provincia de Chubut. Se otorgd especial énfasis al estudio de la relacion

insecto-planta hospedante, que se abordé mediante el analisis de la eficiencia biolégica del insecto en P.

radiata y P. ponderosa y el examen de las caracteristicas fenolégicas y anatémicas de las yemas-brotes de

estas especies. Se estudiaron ademas otros aspectos biologicos cuyos resultados pudieran servir como
sustento cientifico y técnico para el desarrollo de estrategias de control de la plaga (e.g. relaciéon grados
dfa acumulados-ciclo biologico de la mariposa). Los objetivos principales fueron los siguientes:

a. Analizar la eficiencia biologica del insecto en P. radiata y P. ponderosa y examinar las caracteristicas
fenolodgicas y anatomicas de estas especies.

b. Estudiar las preferencias de oviposiciéon de hembras de la mariposa obtenidas a partir de larvas
desarrolladas en diferentes hospedadores.

e. Realizar un relevamiento de los himendpteros parasitoides de R. buoliana y un monitoreo de los
niveles de parasitismo, con vistas al control biolégico de la plaga.

d. Determinar la relacién entre grados dia acumulados y ciclo biolégico de la mariposa, con especial
énfasis en el vuelo estacional de los machos, a fin de desarrollar métodos de control basados en la
emergencia de adultos..

e. Analizar la estructura genética poblacional de R. buoliana mediante electroforesis de isoenzimas

tomando en cuenta poblaciones argentinas asociadas con distintos hospedadores y una poblacion de

referencia procedente del area original de distribucion de la especie (Alemania).

Para evaluar la eficiencia biolggica de la mariposa en P. radiata y P. ponderosa se llevaron a cabo una serie de

ensayos de laboratorio y de campo. En condiciones de laboratorio se infestaron artificialmente mas de

7



100 plantas de cada una de las especies, implantando larvas pre- y posthibernantes tanto en su
hospedante de origen como en un nuevo hospedante; en el campo fueron infestadas 60 plantas con
larvas pre- y posthibernantes en sus hospedantes de origen. La evaluacion realizada permitié estimar el
impacto del ataque del insecto y el rendimiento de las larvas expresado en términos de supervivencia,
mortalidad y de determinados indices nutricionales. Los ensayos mostraron que las larvas en general
“aceptan” el hospedante en el que son implantadas a pesar de provenir de otra especie forestal, pero su
eficiencia es variable. ILa eficiencia en la conversion del alimento ingerido de R. buoliana es baja y esta
comprendida entre 5% y 19%. Asimismo son también bajas la tasa relativa de consumo y la tasa relativa
de crecimiento promedio, mientras que el crecimiento de las larvas es inferior en relacién con la
cantidad de alimento que ingieren. Por otra parte, los resultados destacan la importancia del tamafio de
las yemas-brotes en la magnitud del impacto del dafio ocasionado por las larvas, pues a pesar de que el
consumo es significativamente superior en P. ponderosa, esto se compensa por el mayor tamano de las

yemas en esta especie.

Para estudiar las preferencias de oviposicion de las hembras desarrolladas en diferentes hospedantes, se
realizaron una serie de ensayos de laboratorio empleando jaulas de cria, en las que fueron liberados
adultos de ambos sexos, los cuales se sometieron a tratamientos de eleccién simultinea entre las dos
especies forestales y de no elecciéon entre diferentes hospedantes. La preferencia de las hembras se
midié contando el nimero de huevos depositados en cada planta. Las hembras fueron luego disecadas
bajo lupa para registrar el estado de los ovarios con respecto a la cantidad de ovocitos no ovipuestos y
las reservas del cuerpo graso. Los resultados indicaron que las hembras de R. buoliana prefieren
oviponer en la especie hospedante de la cual proceden siempre que se les ofrezcan hospedantes
alternativos. En caso contrario depositan sus huevos sobre la especie de Pinus ofertada, demostrando
que no son altamente selectivas en este sentido y que la experiencia previa de los estados inmaduros
influye en este comportamiento. En lo que al cuerpo graso respecta, éste se reduce parcial o totalmente
y queda conformado por pequefios paquetes de células muy pequefias e irregulares, a causa de la
demanda y del consumo energético. En los ovariolos quedan siempre ovocitos remanentes, y en
algunos casos incluso en los ductos laterales y oviducto comun, evidenciando que las hembras podrian
continuar con la oviposicién durante algun tiempo. Las hembras que depositan un menor numero de
huevos son las que conservan un mayor numero de ovocitos remanentes y por el contrario, aquellas

que no depositan huevos conservan los ovarios plenos de ovocitos.

El estudio de las caracteristicas fenoldgicas de las especies hospedantes estuvo referido principalmente a aquéllas
que pudiesen propiciar una mayor incidencia de ataque. Para ello se efectué el monitoreo del
crecimiento de mas de 200 yemas-brotes de P. radiata y P. ponderosa, distribuidas en plantas de una y otra
especie con diferente intensidad de ataque. Complementariamente se llevé a cabo el estudio de los
cambios histolégicos y el desarrollo del sistema de canales resiniferos en yemas atacadas. Los resultados
mostraron que el crecimiento de las yemas-brotes es diferente en ambos hospedantes y tendria
influencia en la incidencia del ataque. En P. radiata, la velocidad de crecimiento de las yemas-brotes
condiciona el grado de ataque a la planta. El parénquima de las yemas es el tejido en el que se
evidencian los mayores cambios producidos por el ataque de las larvas. Las células modificaron su
forma, sentido de divisién, engrosaron sus paredes y presentan numerosos granulos. Por lo contrario,
las yemas-brotes de P. ponderosa estan mejor defendidas en cuanto al desarrollo estructural del sistema

primario de defensa.
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El relevamiento de himendpteros parasitoides y el monitoreo del comportamiento de los niveles de parasitismo
se realizaron durante tres aflos consecutivos, en una plantaciéon con alta densidad de la plaga e
intensidad de ataque. El tnico parasitoide registrado fue el himendptero braconido Orgilus obscurator y en
la dltima temporada se detectaron algunos ejemplares del hiperparasitoide Perissocentrus sp. El
parasitismo mostré un incremento importante en las sucesivas temporadas, pues en tanto el primer
porcentaje registrado fue 6%, aumenté a 57% en el dltimo afo. En las pupas no se encontraron

parasitoides pero si casos de predacion.

Para determinar la relacion entre la acummulacion de grados dia y el ciclo bioldgico de la mariposa del brote, se
monitorearon los sucesivos estados de desarrollo de la mariposa y el vuelo de los adultos en el campo,
mediante trampas de feromonas, al tiempo que se efectud un registro diario de temperatura ambiente,
todo ello durante un periodo de cuatro afos consecutivos. Este monitoreo permitié construir un
modelo fenolégico para predecir el vuelo estacional del insecto a partir de la primera captura de los
machos, que se encuentra en una etapa de validacién informal. El seguimiento sistematico del ciclo
biolégico en el area de estudio posibilité estimar la temperatura umbral inferior de los distintos
estados/estadios de desatrollo de R. buoliana, que fueron insumos del modelo. Los resultados permiten
también predecir el inicio de los estadios L1, L2, L3 y L4 a partir de las temperaturas acumuladas

calculadas desde la captura del primer macho en las trampas.

Para analizar la estructura genética poblacional de R. buoliana se practicaron analisis electroforéticos de
isoenzimas sobre mas de 200 larvas procedentes de tres poblaciones argentinas asociadas con P. radiata
y P. ponderosa. Estos analisis permitieron, en primer término, desarrollar y ajustar el protocolo mas
adecuado para el estudio de la especie en particular, dado que no se contaba con antecedentes previos.
Los ocho loci analizados evidenciaron escasa variacion genética, pues sélo 25% de los mismos es
polimorfico, correspondiendo a los locus ME y EST-2 con dos alelos identificados. En estas
poblaciones se comprobé la desviacién de las proporciones de equilibrio de Hardy-Weinberg debida a
un gran déficit de heterocigotos y expresada en los elevados valores del coeficiente de endogamia.
Estos resultados contrastaron sensiblemente con los obtenidos para la poblaciéon alemana de referencia,
asociada a P. sylvestris. En este caso, los 10 loci analizados en mas de 150 organismos monitoreados
fueron polimorficos y la diversidad génica resulté ser el doble de la correspondiente a las poblaciones
argentinas. De la misma manera el déficit de heterocigotos (Fis) fue inferior al de las poblaciones
argentinas. En este marco, el efecto fundador o el escaso tiempo de divergencia adquieren relevancia
como una de las posibles explicaciones de las diferencias halladas entre las poblaciones de una y otra

region geografica.

A modo de sintesis cabe destacar que el mayor grado de susceptibilidad a la mariposa del brote,
atribuido a P. radjata, se relaciona principalmente con el menor tamano de sus yemas, que las larvas
llegan a consumir casi completamente, de modo tal que la magnitud del dafio observado es mayor que
en P. ponderosa. En esta dltima las yemas-brotes se encuentran mejor defendidas debido al gran
desarrollo del sistema de canales, en tanto que en P. radiata el crecimiento mas lento de las mismas

predispone a la planta para una mayor incidencia de ataque.

Otros resultados de los estudios biolégicos, como la baja selectividad de las hembras de la mariposa

para oviponer en una u otra especie de pino, la similar eficiencia biolégica de las larvas criadas en
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dichos huéspedes, y la falta de diferenciacién genética de las poblaciones asociadas con P. ponderosa y P.
radiata, demuestran que ambas especies forestales son igualmente susceptibles de ser atacadas por el
insecto. Es por eso que a medida que se extendi6 la superficie forestada con P. ponderosa, la magnitud
del ataque comenzd a ser semejante a la observada en plantaciones de P. radiata. 1.a causa de este
cambio debe buscarse entonces en la mayor disponibilidad espacial y temporal de uno de los huéspedes

y no en aspectos relacionados con la selectividad o preferencia por parte del insecto.
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Biologia y control de la mariposa europea del brote del pino (Rhyacionia
buoliana Den. & Schiff.) en la Patagonia argentina

1 INTRODUCCION

La mariposa europea del brote del pino (Rhyacionia buoliana Den. & Schiff., Lepidoptera Tortricidae) es
una plaga especifica del género Pinus, cuyas larvas se alimentan de los tejidos de las yemas y brotes
provocando deformaciones en el fuste y ramas. Tal como su nombre vulgar lo indica es nativa del
continente europeo desde donde amplié su distribucién desde principios del siglo XIX hacia diferentes
paises dentro del mismo continente, Asia y Norteamérica (Escherich 1931). Los dafios y pérdidas
economicas adquirieron relevancia hasta aproximadamente la década del 80 en paises como Alemania,
Espafia, Austria, Polonia, Republica Checa, Canada y Estados Unidos, donde por diferentes razones los
brotes epidémicos se hicieron cada vez mas esporadicos y manejables. Estos paises son los que han
aportado, a través de investigaciones de diferente naturaleza, gran parte de la informaciéon que sirvié de

base para manejar la plaga cuando fue introducida en Sudamérica.

En Argentina R. buoliana ingresé en la provincia de Buenos Aires y desde alli se distribuyé en tres
regiones principales: Mesopotamica, del Centro y Patagénica desde donde continué su dispersion
natural y/o humana (Brewer e a/. 1968). Su presencia en la Patagonia Andina se remite a 1979, donde
desde un foco inicial situado en una plantaciéon de Pinus radiata (D. Don) de la localidad de Dina Huapi,
provincia de Rio Negro, continué su avance hacia el norte y sur de la region cordillerana (Klasmer e a/.
1999). Tal como ha ocurrido con otras plagas, desde nuestra region se introdujo en Chile
estimativamente en la misma época -en la zona de Ensenada, en Llanquihue- a través de plantas
infestadas de P. contorta (Engelm.) (Cimma Bozo 1986, Vallejos Moran 1992, Baldini y Alvarez de Araya
1998).

Su ciclo biolégico en la region andino-patagénica es anual y la infestacion ocurre en las diferentes
especies de pinos existentes, con variable intensidad de ataque y magnitud de dafios. Las plantaciones
que corren mayor riesgo son aquellas cuya edad oscila entre tres y 12 afos (Robredo 1970), dado que
las plantas tienen menor cantidad de brotes incrementando asi la posibilidad de ataque al brote apical.
En lugares para recreacion hemos observado que los dafios reducen el valor estético, pues en las plantas
mas grandes se destacan brotes laterales curvados que son frecuentemente quebrados por el viento. Los
incrementos poblacionales de R. buoliana que se registraron en los ultimos seis afios estan relacionados
con el aumento de la superficie forestada en la ultima década, principalmente en las provincias de
Neuquén y Chubut (Carabelli ez 2/ 2000). Resulta evidente que este logro del sector forestal trajo
consigo un incremento del riesgo de pérdidas econémicas tal como ha sucedido en las plantaciones de
Chile, predominantemente constituidas por P. radiata (Baldini ef a/. 1993, Baldini y Alvarez de Araya
1998 e Ide y Lanfranco 1994).

En Chile R. buoliana se extendié rapidamente y ocupd casi toda la superficie forestada, haciendo uso de
un recurso muy abundante y sin enemigos naturales que pudieran controlar sus poblaciones (Lanfranco
et al. 1997). Afortunadamente su comportamiento ha sido menos agresivo en la Patagonia argentina,

debido a que no existe una continuidad espacial de las plantaciones de pinos y a que el insecto se
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introdujo conjuntamente con un parasitoide larval, el braconido Orgilus obscurator (Ness.), que actud

desde entonces como agente de control bioldgico de la plaga.

Un aspecto que se ha tomado en consideraciéon para el manejo de R. bowliana se refiere a la
vulnerabilidad de las distintas especies de pinos. La intensidad de ataque y la magnitud del dafio han
sido generalmente mayores en P. radiata que en P. ponderosa (Dougl. ex Laws), hecho que sumado a
ciertas ventajas silvicolas y tecnoldgicas, contribuy6 a que durante varios afios se hiciera el reemplazo de
plantaciones de la primera especie por la segunda. Las causas de este diferente grado de vulnerabilidad
estarfan relacionadas con caracteres fenotipicos como el tamafio y crecimiento de las yemas (Gomez
2001) y, probablemente, con diferencias en el sistema de canales resiniferos y propiedades de la resina
de ambas especies. No obstante, registros sobre la susceptibilidad de P. ponderosa al ataque de la plaga
obtenidos en diferentes regiones del mundo, indican que puede darse un amplio rango de variaciéon en
dicha susceptibilidad (Schroder 1966; Miller y Heikkenen 1959). En concordancia con estos registros,
en la region cordillerana de Argentina hemos constatado que a medida que se incremento la superficie

forestada con P. ponderosa, esta especie comenzoé a ser tan atacada como P. radiata.

Las estrategias para el manejo integrado de la plaga que se han desarrollado exitosamente en Chile
involucran acciones en el marco del control quimico, biolégico y silvicola acompafiadas del marco legal
regulatorio (CONAF 1993, De Ferari Fontecilla 1997). La aplicacién de productos quimicos del grupo
de los piretroides se lleva a cabo cuando la intensidad de infestaciéon es muy alta y se desea disminuir
drasticamente la densidad poblacional para aplicar otro método de control mas efectivo a largo plazo -
tal como el control biolégico-, o bien en el caso de los plantines en viveros. Dado que el insecto
permanece protegido dentro del brote la mayor parte de su ciclo de vida, la aplicacién de insecticidas se
efectia principalmente sobre los adultos cuando éstos alcanzan un 30- 40% del vuelo (Goycoolea coz.
pers.) y también sobre las larvas de los estadios uno y dos que son los que permanecen mas expuestos
fuera de los brotes. El control biolégico implementado utiliza un complejo de parasitoides nativos e
introducidos y también favorece la accién de diferentes grupos de predadores invertebrados y
vertebrados (Lanfranco e# a/. 1997). Mientras tanto, el manejo silvicultural favorece el cierre temprano
de las copas de los arboles y contempla el corte manual de brotes infestados en superficies pequefias
(De Ferari Fontecilla 1997).

En el marco de esta descripcion con alcances geografico y bioldgico, resulta necesario ofrecer una breve
descripcion del ciclo de vida de la especie, la que al mismo tiempo facilita la contextualizacion de la
investigacion realizada. La hembra deposita sus huevos en verano preferentemente en los brotes
nuevos, las larvas de los estadios uno y dos se alimentan de la base de las aciculas y luego el segundo
estadfo larval penetra en las yemas nuevas y se alimenta en su interior. Cuando la yema ha sido parcial o
totalmente ahuecada, la larva se dirige a otra yema y continua alimentandose hasta el invierno, en que
entra en dormancia como larva del estadio tres y/o cuatro. Estas latrvas reanudan su actividad cuando la
temperatura asciende a 15°C o mas durante tres o cuatro dias consecutivos y migran hacia la parte alta
de las copas continuando con su alimentacion en el interior de las yemas hasta alcanzar el dltimo (sexto)
estadio. La pupacion ocurre en el interior de la yema aproximadamente durante octubre-noviembre y la
emergencia de los adultos se inicia aproximadamente a principios de diciembre y continia hasta

comienzos de febrero dependiendo siempre de las condiciones climaticas.



La emergencia de los adultos puede predecirse mediante diferentes procedimientos: a) monitoreo de
las pupas, método que asume que el primer vuelo ocurrira cuando se alcance el 80% de pupas y el 20%
de larvas (Regan ef al. 1991); b) construccion de las curvas de emergencia monitoreando los estados de
desarrollo presentes y las exuvias de pupas; y c) calculo de grados dia. Los dos métodos indicados en
primer término son muy laboriosos y requieren personal entrenado, ademas de un alto grado de
infestacioén en la plantacion. Ambos procedimientos resultan poco practicos dadas las caracteristicas de
las plantaciones de la zona andino-patagénica de Argentina, donde el monitoreo esta a cargo de
personal de campo que fundamentalmente se ocupa de la vigilancia, sin entrenamiento para el
relevamiento ni el reconocimiento de problemas fitosanitarios. El método del calculo de los grados dia,
por el contrario, puede constituir una herramienta de factible aplicacion, con la que el personal del lugar
puede familiarizarse rapidamente. Si la relacién que se obtiene es estadisticamente significativa se puede

utilizar para aumentar la eficiencia del control quimico.

La adaptaciéon del método de los grados dia a las condiciones ambientales y logisticas locales, con la
finalidad de contribuir al control de la plaga, es uno de los tres aspectos centrales que ha abordado esta
investigacion. Complementariamente, el analisis precedente de la situacién regional ha puesto de
manifiesto la necesidad de profundizar el conocimiento de la biologfa de R. buoliana en plantaciones de
P. radiata y P. ponderosa en Patagonia, con especial énfasis en la relacién insecto-planta hospedante.
También producto de este analisis en relacién con el aumento gradual de la incidencia sobre P. ponderosa
se efectuaron estudios de aproximacién al conocimiento de la estructura genética de R. buoliana sobre
poblaciones argentinas y una poblacién patréon tomada como referencia proveniente del area de

distribucion originaria de la especie.

2 OBJETIVOS

La concepcion fundamental de este trabajo se basé en dos aspectos relevantes a nivel regional: el
reemplazo gradual de plantaciones de P. radiata por P. ponderosa y el registro de incrementos
poblacionales de R. buoliana sobre la especie reemplazante a medida que se ha ido incrementando su
superficie cultivada. Tanto este aumento en la disponibilidad del recurso como ciertas caracteristicas
biolégicas de la plaga en estrecha asociaciéon con el hospedante podrian ser los causantes del
incremento poblacional registrado sobre plantaciones de P. ponderosa. Este marco permitié plantear los
objetivos de la investigaciéon en tres campos principales referidos a la biologia, control de la especie
plaga y estructura genética. Seguidamente se enuncian tales objetivos precedidos de una breve

descripcion contextual.

En lo referido a la biologfa, el énfasis fue dado a estudiar la eficiencia bioldgica asociada con ambas
especies de hospedantes, tarea que se llevé a cabo mediante la infestacion artificial de plantas de P.
radiata y P. ponderosa y el seguimiento de los estados de desarrollo inmaduros del insecto en el campo.
En intima relacién con este aspecto se estudio si R. buoliana tiene preferencias de oviposicién por una u
otra especie de pino en relacién con su procedencia o bien puede oviponer indistintamente en ambas
especies. La respuesta a este planteo se canaliz6 mediante ensayos de preferencias de oviposicion

efectuados en laboratortio.



En forma complementaria se abordé el estudio de caracteristicas fenoldgicas y anatémicas de ambas
especies de pino para analizar la relacién insecto — planta. El crecimiento de yemas y brotes en relacion
con el ciclo del insecto y el desarrollo de los canales de resina fueron monitoreados en terreno. Se
consideré importante incluir el estudio anatémico mencionado en dltimo término al considerar la
funcién como barrera que cumple la resina frente al ataque y su influencia en la capacidad de la planta
para defenderse. Para ello se observaron cortes efectuados con micrétomo y se analizaron las
caracteristicas mas relevantes de los canales resiniferos en ambas especies. La identificacion de
parasitoides y monitoreo de los niveles de parasitismo fueron también incluidos en el estudio mediante
la recoleccién de brotes infestados en el campo y la postetior ctia y/o diseccién del material en el

laboratorio.

Un aspecto no menos importante que los anteriores, una vez que se constatdé la carencia de
informacién cientifica al respecto, fue aquel relacionado con medidas de control para el manejo de la
plaga. En consecuencia mi tarea se centré en determinar la relacion entre la acumulacion de grados dia
y el ciclo biolégico de R. buoliana, con especial énfasis en el vuelo estacional de los machos, con la
finalidad de aplicar tal relacién al desarrollo de métodos de control basados principalmente en la
emergencia de adultos. Para ello se monitorearon los sucesivos estados de desarrollo, el vuelo de los
adultos en terreno mediante trampas de feromonas, al tiempo que se efectud un registro diario de

temperatura ambiente, todo ello durante un periodo de cuatro afios consecutivos.

La inquietud que permitié profundizar el conocimiento sobre la estructura genética de R. buoliana
asociada con Pinus sp. desde hace varias generaciones, se generé al esbozar la hipotesis de que era
factible que existiesen diferencias genéticas entre las poblaciones que atacan a una y otra especie de
pino. Con esta finalidad se llevaron a cabo analisis electroforéticos de isoenzimas de poblaciones

argentinas asociadas con ambos hospedantes y de una poblacién europea de referencia.

A modo de sintesis se enumeran a continuacion los objetivos destacados del estudio:

1. Analizar la eficiencia bioldgica del insecto en P. radiata 'y P. ponderosa y examinar las caracteristicas

fenoldgicas y anatomicas de estas especies.

2. Estudiar las preferencias de oviposicion del insecto plaga proveniente de diferentes hospedantes.

3. Realizar un relevamiento de los himenopteros parasitoides de R. buoliana y un monitoreo de los

niveles de parasitismo, con vistas al control biolégico de la plaga.
4. Determinar la relacién entre la acumulacion de grados dfa y el ciclo biolégico de la mariposa del
brote con especial énfasis en el vuelo estacional de los machos para ser usada en el desarrollo de

métodos de control basados principalmente en la emergencia de adultos.

5. Estudiar la estructura genética de R. buoliana asociada con Pinus sp. desde hace varias generaciones.



3 AREA DE ESTUDIO

El area de estudio incluye diferentes plantaciones de las especies P. radiata y P. ponderosa ubicadas en la
provincia de Chubut (Figura 3.1). La alta frecuencia de recolecciéon de datos hizo que por razones de
distancia las plantaciones ubicadas en la provincia de Neuquén no fueran incorporadas a este trabajo de
tesis. No fue posible seleccionar plantaciones situadas en la provincia de Rio Negro, con mayor
proximidad al foco inicial de ataque de la plaga, pues estan constituidas por arboles de altura
considerable, ya podados, en los que la observaciéon y el acceso a los brotes infestados resultan
singularmente dificultosos. Por otra parte, en estas plantaciones que soportaron mayor intensidad de
infestacién cuando se introdujo la plaga, se realizan peridédicamente liberaciones de parasitoides en el

marco de estudios de control biolégico.

Para la seleccion de los sitios de relevamiento y de recoleccion del material se realizé un intenso trabajo
previo durante los meses de septiembre y octubre de 1999, que consistié en la recopilaciéon de
informacién y deteccion de posibles forestaciones. Esta tarea, que se basé en los datos proporcionados
por la Direcciéon General de Bosques y Parques (DGByP) de la provincia de Chubut y por los técnicos
de la Estacion General San Martin del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), ubicada
en el paraje “Las Golondrinas”—en el limite preciso con la provincia de Rio Negro-, contemplé el tipo
de manejo silvicola practicado en las plantaciones, superficie, especie, edad y la ejecucion de acciones de

control mediante la liberacién de parasitoides.

El relevamiento concluy6é con la preseleccion de siete forestaciones que se detallan a continuacién

conjuntamente con una breve caracterizacion:

a) Plantacion de P. radiata en Dina Huapi (Rio Negro), de 16 anos de edad con manejo silvicola (raleo
y poda reciente) y 50 hectareas de extension. Esta plantacion debid excluirse por haberse podado

durante la temporada de invierno.

b) Plantacién de P. radiata en Epuyén (Chubut), de 15 afios de edad sin manejo silvicola y 15 hectareas

de superficie.
c) Plantacion de P. ponderosa en Epuyén, de siete afios de edad, ain sin manejo silvicola.

d) Plantacion mixta de P. radiata y P. ponderosa en la Laguna La Zeta (Chubut) de 18 y 10 afios de edad
respectivamente, con manejo silvicola que involucra parte de su superficie y 5 hectireas de

extension.

e) Plantacion de P. radiata en Esquel (Chubut) con edad entre 13- 16 afos, precaria intervencion

silvicola y 3 hectareas de superficie.

f) Plantaciéon de P. ponderosa en Esquel, con edad entre 10-12 afios, sin manejo silvicola y 1 hectarea de

extension.

@) Plantacién de P. ponderosa con algunos ejemplares aislados y mas grandes de P. radiata y P. contorta en

Trevelin (Chubut), con edad entre 10- 12 afios, sin manejo silvicola y 10 hectareas de superficie.
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Figura 3.1. Ubicacién de los sitios de muestreo en el area de estudio en la provincia de Chubut.



Para cada una de las lineas de investigacion planteadas se seleccionaron finalmente diferentes sitios
atendiendo a cuatro requisitos principales: a) ubicacion alejada de los lugares experimentales de
liberaciéon de parasitoides, b) alto nivel de infestaciéon -dado que para uno de los estudios las
plantaciones seleccionadas deberfan tolerar un muestreo destructivo durante al menos tres afos-, c)
antigliedad del ataque superior a los cuatro afios y d) facil acceso y garantia de protecciéon para la

instalacion de casetas meteorolégicas.

A continuacién se describe cada uno de los estudios realizados con una caracterizacién mas detallada de

los sitios de muestreo.

Andlisis de la eficiencia biolggica en el campo

Estos estudios se realizaron en la plantacién d —Laguna La Zeta, Chubut- (43°28” L.S. y 71°35” L.O.)
en la que coexisten rodales de ambas especies y de diferente edad. Dos situaciones deben destacarse: el
irregular trazado de los caminos cortafuegos y la extraccion de madera, que de acuerdo con
informacién proporcionada por profesionales de la DGByP, se realiza en forma ilegal. El sotobosque es

principalmente de pastos.

Estudios de preferencias de oviposicion

Durante la primera temporada en que se realizaron los ensayos se recolectaron brotes infestados de las
plantaciones ¢ —Epuyén, Chubut- (42°30° L.S. y 71°32> L.O.), d (recoleccién de plantas de P. radiata
unicamente), e —Esquel, Chubut- (43°34> L.S. y 71°24° 1..O.) y g —cercana a la localidad de Trevelin,
Chubut, propiedad de la Estacién Experimental Agroforestal (EEA) del INTA- (43°05” L.S. y 71°31°
L.O.), mientras que durante la segunda temporada sélo se recolectaron de las plantaciones ey g La
plantacion ¢ se caracteriza por el ataque intenso y focalizado en un sector muy reducido que incluye
plantas de aspecto achaparrado, algunas de ellas con su parte apical clorética y en vias de desecacion.
En la segunda temporada de recoleccioén se detectaron pocos brotes infestados en proporcion al total
de individuos presentes, cuya deteccion insumia demasiado tiempo de muestreo, motivo por el cual este
sitio fue excluido. Es probable que el intenso muestreo destructivo realizado durante el afio anterior

haya favorecido y acelerado un proceso de decaimiento poblacional que ya estaba en curso.

Una gran cantidad de brotes infestados de P. radiata de la plantacion d, descripta precedentemente, fue
colectada de pequefios rodales de esta especie que presentaban una elevada intensidad de ataque. Sin
embargo, estos rodales fueron podados en la temporada siguiente, hecho que comprometi6
ostensiblemente el acceso a los brotes mas elevados, con lo cual esta plantacion debié también excluirse

para muestreos posteriores.

Estudios de fenologia, relevamiento de parasitoides y monitoreo de los niveles de parasitismo

Estos estudios se llevaron a cabo en la plantaciéon e. Si bien la especie predominante es P. radiata,
ubicado en el centro se encuentra un rodal pequeno de P. ponderosa entre 10- 12 afios de edad con
variable intensidad de ataque. La especie forestal dominante presenta un nivel de infestacién muy alto
que se manifiesta desde hace aproximadamente ocho afios y afecta practicamente al 100% de las
plantas. Los individuos afectados presentan deformaciones fustales de diferente tipo y grado llegando a

casos extremos de disminuciéon del crecimiento, comprobables por su aspecto achaparrado. Tal
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condicion sanitaria impide el aprovechamiento comercial y constituye un posible foco de atraccion para
el asentamiento de otras plagas. Esta situacion se ve especialmente favorecida por su ubicacion lindante
con la tnica ruta de acceso a la ciudad de Esquel. A estas caracteristicas desfavorables se suma un
manejo silvicola inadecuado, pues las podas se efectian habitualmente fuera del periodo invernal y son
s6lo parciales porque incluyen algunos individuos arbitrariamente seleccionados. Resulta ademas
evidente que este tipo de manejo no considera la presencia de la plaga como un elemento
condicionante para las practicas silviculturales. El sotobosque esta conformado por pastizales y en

derredor se ubica una forestaciéon de 300 hectareas de P. ponderosa.

Estudio de la relacion entre el ciclo bioldgico y la temperatura

Este estudio se realizé también en la plantacion e. Para el monitoreo de la emergencia de los adultos de
la tercera temporada (2001-2002) se anex6 la plantacion g La edad de las plantas es de 20 afios para P.
radiata, 17 afios para P. contorta y entre 10- 12 afios para P. ponderosa. La intensidad de ataque es
moderada y compromete fundamentalmente a los ejemplares de la especie predominante, en los que se
observan grados variables en la intensidad de ataque sobre distintos individuos. Asimismo, el dafio
ocasionado port R. buoliana se acentia en las plantas mas pequefias y/o brotes de ramas inferiores por el
ramoneo de Lepus enropaens (liebre europea), otra plaga existente en la zona que se alimenta de los brotes

cuando escasean las herbaceas que le sirven de alimento en el otofio- invierno.

Estudio de la estructura genética

Se monitorearon poblaciones procedentes de las plantaciones argentinas b, e (de P. radiata), f (de P.
ponderosa) y de la plantacion de referencia localizada en Alemania. La plantaciéon b esta ubicada en el
noroeste de la provincia de Chubut (42°14> L.S. y 71°20° L.O.). La distancia entre las plantaciones de P.
radiata es de 130 km y de 6 km entre e y £ En la plantacion b el sotobosque esta constituido por
matorrales de rosa mosqueta (Rosa eglanteria) que dificultan el acceso a los brotes infestados. El nivel de
infestacion es moderado- bajo y se concentra en un sector de la misma. La plantacion £(43°33” LS. y
71°37° L.O.) carecia de manejo silvicola al momento de la recoleccién de brotes pero fue podada con
posterioridad. Se trata de una superficie reducida y aislada de bosque rodeada por pastizales que
también conforman el sotobosque. Se observan también algunos dafios ocasionados por la liebre

europea.

La plantaciéon alemana monitoreada corresponde a la especie Pinus sylvestris L. y esta ubicada en la
localidad de Oberberghausen, a 40 km al noroeste de la ciudad de Munich. La edad de la plantacion es
de diez afios, no tiene tratamiento silvicola y ocupa 3 hectareas. En estrecha proximidad se encuentran
forestaciones de otras especies de coniferas y latifoliadas como parte de un Arboretum que pertenece al

Servicio Forestal de Baviera.



4 METODOLOGIA

4.1.Estudio de la biologia de R. buoliana
4.1.1 Analisis de la eficiencia biolégica en P. radiatay P. ponderosa

Este estudio se llevo a cabo mediante la infestacion artificial de plantas con larvas en diferentes etapas
de maduracién (pre y posthibernantes) y comprendié dos modalidades diferentes: la transferencia de
larvas a un nuevo hospedante (ensayos en laboratorio) y la cria de las mismas en su hospedante natal o
de origen (ensayos en laboratorio y en el campo). El trabajo se centré en aspectos relacionados con el
tamafio de las yemas como una forma de estimar el impacto del ataque del insecto asi como el
rendimiento de los estados inmaduros expresado fundamentalmente en términos de supervivencia (S),
mortalidad —se diferencian estos términos porque las larvas no recuperadas al final del ensayo no se
consideraron muertas o vivas- y de los siguientes indices nutricionales: tasa relativa de crecimiento
promedio (TRCP), TRCP/peso promedio a los efectos de efectuar comparaciones entre hospedantes
(Fisher 1921, Radford 1967, Van Emden 1969, Castle y Berger 1993 fide Dent y Walton 1997; Kogan y
Cope 1974), indice de consumo (IC), eficiencia de la conversién del alimento ingerido (ECI), tasa de
consumo (TCs), tasa relativa de consumo, TCsR/peso promedio patra efectuar comparaciones entre
hospedantes, tamafo y estadio de desarrollo de las larvas. En el caso del tamafio se consideraron el
ancho de la capsula cefalica, la longitud y el indice corporal (ICp), éste ultimo expresado como una
funcién del volumen del organismo -donde la estimaciéon volumétrica correspondié al volumen de un

cilindro- (Dean e a/. 1961).
Para el calculo de los indices se emplearon las formulas que a continuacién se detallan:

(1) TRCP: [In (W) - In (Wy)]/d

(2) TRCP: [In(W))- In(W)/d]/peso promedio
donde:

W, = Peso final

W, = Peso inicial

d = tiempo de desarrollo (en dfas)
(3) IC: cantidad de alimento ingerido/Peso fresco promedio
(4) ECL: crecimiento/cantidad de alimento ingerido

donde:

crecimiento = Peso final - Peso inicial
(5) TCs: cant. de alimento ingerido/dias

(6) TCsR: [cant. de alimento ingerido/dias]/peso promedio

(7) S: N° larvas recuperadas al final de ensayo/N° larvas al inicio del ensayo
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(8) ICp: 7 x (ancho de la cpsula cefalica/2) * x long. corporal

Para el andlisis estadistico de los datos se utiliz6 el test no paramétrico para dos muestras

independientes de Mann-Whitney. Todos los analisis se realizaron con el programa SPSS 9.0.

4.1.1.1 Determinacién de la cantidad de alimento consumido por las larvas

Para estimar la cantidad de alimento ingerido por las larvas se emplearon dos procedimientos:

a) Establecimiento de categorias fijas de yema/ brote consumidos: se establecieron ocho categorias en base al
potcentaje de tejido consumido con respecto al volumen total de las yemas/brotes, de acuerdo con el
siguiente detalle: 100%, 90%, 75%, 50%, 25%, 12%, 6% y 1%. A cada una de estas categorias se
asignaron las yemas/brotes consumidos por las larvas durante los ensayos. Para estimar el volumen de
las yemas se considero el cono como la figura geométrica mas afin a la cual aproximarlo (Vol. cono =
1/31 x r* x h). De esta forma, los indices calculados se relacionaron directamente con el volumen (en

mm”) de biomasa fresca.

b) Andlisis de la relacion entre el volumen y peso seco de yemas/ brotes: el objetivo de esta practica fue
independizar los indices de rendimiento de una escala arbitraria y fija de porcentajes y expresarlos
directamente en unidades de biomasa en peso. Sin embargo, esta inquietud surgié luego de haber
efectuado los analisis de los datos provenientes de larvas prehibernantes, por lo que dicha metodologia
s6lo pudo probarse en los ensayos de laboratorio con larvas posthibernantes. En este contexto se
estudiaron ambas variables mediante un analisis de regresion para hallar la funcién que mejor ajustara y
describiera la relacién entre ambas, con la finalidad de determinar el peso seco que tenfan las
yemas/brotes antes de ser consumidas (variable respuesta) segin su volumen (variable predictora o
independiente). Para ello se colectaron 220 y 340 yemas/brotes de P. ponderosa y P. radiata
respectivamente, provenientes de dos plantaciones diferentes que se muestrearon en abril antes de la

finalizacion del periodo vegetativo y en octubre luego de su reinicio.

Mediante un calibre se registraron el largo y el didmetro (medido en la base de cada yema/brote) de
cada yema, su peso fresco y el peso seco. El secado se realizé con aciculas incluidas en estufa a 100°C
durante tres dias consecutivos y el peso se obtuvo con una balanza con precisién de 0.1mg. Del mismo
modo que en el procedimiento anterior, el volumen de las yemas se aproximé al volumen
correspondiente a un cono de sus dimensiones. La biomasa -expresada en mg- consumida por las larvas
en cada yema atacada se calculé mediante la diferencia entre el peso seco obtenido de la funcién de
ajuste y el peso seco medido al momento de finalizacién del ensayo. El analisis de regresion se llevé a

cabo con el programa estadistico SPSS 9.0.

4.1.1.2 Eficiencia biolégica de las larvas transferidas a un nuevo hospedante
a) Ensayo con larvas prehibernantes

Este estudio se llevé a cabo mediante un ensayo de implante de larvas en plantines de P. radiata y P.
ponderosa. Las larvas fueron obtenidas en terreno hacia fines del mes de febrero a partir de la recoleccion

de aproximadamente 170 brotes infestados de una plantacion de pino radiata. En el laboratorio se
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extrajeron las larvas de los brotes y se colocaron en capsulas de Petri en grupos de 25 por capsula. Las
capsulas se prepararon previamente con una base de gelatina sin sabor para conservar la humedad. Con
el objeto de evitar la excesiva manipulacién de estas larvas que eran muy pequenas y fragiles, se peséd
cada capsula y se calculd el peso fresco promedio de las larvas de cada una. Las capsulas se conservaron

en la heladera hasta el dia siguiente en que se procedio a la infestacion artificial.

En 36 plantines de pino de cada especie mencionada y de cuatro afios de edad se infesté una ramilla
con brotes por cada planta, colocando dos larvas mediante un pincel. Preferentemente se infestaron las
ramillas terminales, pero en los casos en que sus yemas fueran muy grandes y bien desarrolladas se
emplearon las ramillas laterales para asegurar el éxito del implante. Se traté que ambas larvas fueran de
diferente tamafio para lograr una mejor distribucién de las larvas segun esta variable en las distintas
ramas. Se consider6 también conveniente implantar las larvas de mayor tamafio en aquellas ramillas con
yemas mads suculentas y mas grandes para asegurar asi la supervivencia de las larvas y el éxito del
implante, puesto que lo mas importante era recuperar la mayor cantidad de larvas implantadas para
efectuar las mediciones pertinentes. El peso fresco promedio de las larvas implantadas en pino radiata

fue de 0.6 mg y de 0.7 mg para las larvas implantadas en pino ponderosa.

Una vez infestadas las ramillas se las cubrié con una bolsa de nylon previamente perforada durante un
periodo de aproximadamente un mes, cuando se verificé el “prendimiento” de las larvas. El ensayo se
realizé al aire libre y bajo las mismas condiciones ambientales para ambas especies. La duraciéon del
ensayo fue de 49 dias (desde el 14/02 al 04/04 de 2001). Una vez finalizado el ensayo, se cortaron las
yemas infestadas, se midieron y se extrajeron las larvas registraindose también su peso fresco y medidas
corporales (ancho de la capsula cefilica y longitud del cuerpo). Las larvas se disecaron bajo lupa para
determinar la presencia de parasitoides, en caso que pudieran registrarse diferencias entre ambas
especies de hospedante atribuibles a los mismos. Cabe destacar que seis de las plantas de P. ponderosa

infestadas fueron sustraidas del vivero, por lo que no pudieron ser evaluadas.

b) Ensayos con larvas posthibernantes

Este ensayo se llevd a cabo durante dos temporadas consecutivas, incorporando algunos cambios
respecto del ensayo anterior. Un total de 240 ramas con brotes infestados provenientes de la misma
plantacion se procesaron de la misma manera, pero las larvas fueron pesadas individualmente. Su peso
fue registrado e identificado con la planta donde se implantaron. La implantacién se llevé a cabo
inmediatamente después de haberse pesado el par de larvas. Al igual que para el ensayo anterior, se
infestaron las ramas terminales de las plantas y se cubrieron con bolsas de nylon previamente
perforadas. Las bolsas se retiraron siete dias después de iniciado el ensayo debido a las altas
temperaturas que aumentaban considerablemente la transpiraciéon de las plantas. No obstante, se
control6 el prendimiento para este momento, que fue del 98%. En dos casos debieron reponerse ambas

larvas implantadas tres dias después de iniciado el ensayo.

Se infestaron en total 45 plantas de cada especie forestal dispuestas en grupos de 15 plantas. Las
mismas se dejaron al aire libre sujetas a las mismas condiciones ambientales. La duracion del ensayo fue
de 20 dias para la primera temporada (desde el 26/10 al 15/11 de 2001) y de 17 dias (desde el 15/11 al
02/12 de 2001) para la segunda. Una vez concluido el ensayo se procedi6 de la misma manera que en el

caso antetiot.
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4.1.1.3 Eficiencia biolégica de las larvas criadas en sus hospedantes de origen

Este estudio se llevé a cabo mediante la implantacion artificial de larvas en los brotes correspondientes
a las plantas de la forestacion seleccionada. Las larvas se colectaron de brotes infestados provenientes
de esta misma forestacion. La recoleccion de estos brotes se efectud a comienzos de los meses de abril
y octubre para las larvas pre y posthibernantes respectivamente, los que fueron procesados en
laboratorio de la misma forma descripta para los ensayos con plantines. El peso fresco de las larvas se
obtuvo en forma conjunta para todas las larvas a los efectos de evitar la excesiva manipulacién en el
caso de las prehibernantes, mas pequefas, y para simplificar el trabajo en el campo en el caso de las
posthibernantes. El peso fresco promedio de las larvas implantadas en el primer caso fue 0.8 mg en
ambos hospedantes y en el segundo caso (posthibernantes) de 1.97 mg y 2.37 mg en P. radiata y P.

ponderosa respectivamente.

Por cada especie forestal se seleccionaron 30 brotes -en los meses indicados y para cada momento de
desarrollo larval- para ser infestados artificialmente, los que en lo posible estaban ubicados en plantas
contiguas. Las larvas se implantaron al dia siguiente de su recoleccion y los brotes infestados se aislaron
con bolsas de malla de nylon. El tiempo de duracién de los experimentos fue de 45 dias (desde el 15/04

al 29/05) y de 15 dias (desde el 11 al 26/10) para las larvas pre y posthibernantes respectivamente.

Del mismo modo que en los casos anteriores se midieron las yemas infestadas y se efectuaron las

mismas mediciones para las larvas colectadas.

4.1.2 Estudio de preferencias de oviposicion

Para este estudio se realizaron ensayos en jaulas de cria en laboratorio empleando material recolectado
del campo. Los adultos necesarios para estos ensayos se obtuvieron a partir de la cria de pupas extraidas
de brotes infestados provenientes de las plantaciones previamente descriptas. Las pupas se sexaron bajo
la lupa (Escherich 1931, Robredo 1978) y se pesaron individualmente en una balanza con precision de
0.1 mg, separandolas de acuerdo a la plantacion de origen. Se colocaron diez pupas del mismo sexo por
cada envase plastico de 250 ml, en el que se introdujo una tira de papel de filtro plegada para que los
individuos recién emergidos pudieran suspenderse de ella y facilitar asi la extension completa de las
alas. Parte de estos envases se colocaron en desecadores con una solucion saturada de CINa para
obtener una humedad relativa del 80% necesaria para la emergencia (Cisternas y Zufiiga 1988). El resto
de los recipientes se conservé en la heladera a 4°C y se fue retirando de ella en la medida que se

necesitaron mas imagos.

Los brotes en los que aun se encontraron larvas de los ultimos estadios (L5- L6) se conservaron
también en desecadores bajo las mismas condiciones de humedad. Las larvas se criaron hasta que

alcanzaron el estado de pupa y fueron luego procesadas siguiendo el mismo procedimiento previamente

indicado.

Los adultos recién emergidos que estaban en buenas condiciones -con las alas completamente
. . . . . , 3
extendidas-, se aspiraron con un succionador y se liberaron en las jaulas de cria de 60 cm’. Cuando no

se dispuso de la cantidad de adultos necesaria para instalar una nueva jaula, éstos se conservaron en
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recipientes en la heladera a 4°C durante un lapso no superior a tres dias. Transcurrido este intervalo, los

adultos que no se utilizaron fueron desechados.

En cada jaula se colocaron dos recipientes con 4 ramas con brotes nuevos de una u otra especie de pino
y aproximadamente 35 cm de longitud recolectados de las mismas plantaciones de donde provenian los
adultos. Toda vez que fue posible se ofrecieron ramas con la misma cantidad de brotes nuevos. Se
aplicaron dos tipos de tratamiento: a) de eleccion simultanea entre las dos especies forestales y b) de no
eleccién entre diferentes hospedantes -solamente se ofrecié una especie-. En cada jaula se liberaron tres
individuos de cada sexo de la misma procedencia (P. radiata o P. ponderosa) en un lugar neutral en el
centro de la jaula y se les permitié depositar sus huevos. Se dispuso de ocho jaulas para ser usadas
simultaneamente, aunque usualmente pocos replicados pudieron establecerse al mismo tiempo. La
frecuencia de armado de cada jaula dependi6é de la cantidad de adultos emergidos, que constituyo la
principal limitante del ensayo puesto que técnicamente no fue posible manipular el momento de la
emergencia. Las jaulas se dispusieron en una camara climatizada en condiciones de temperatura y
humedad constantes -23-24°C y 40- 45% de humedad relativa-.

Se registré la preferencia por el hospedante en asociacioén con la copula pues se testeo la preferencia de
las hembras en presencia de los machos. A los efectos de simplificar el ensayo, principalmente debido a
la imposibilidad de sincronizar el armado de las jaulas, los machos no se retiraron de la jaula una vez
que copularon. De esta manera es posible que también los machos hayan influido en la preferencia.
Otra fuente de variaciéon que debe ser mencionada y que no puede segregarse de los resultados
obtenidos es que las hembras son capaces de oviponer huevos no fertilizados — inviables- en ausencia o
ante la falta de machos que las atraigan. La preferencia de las hembras se midié contando el nimero de
huevos depositados en cada planta hospedante. Asimismo se registré la ubicaciéon de los mismos en las
ramas, el nimero de huevos por puesta, tamafio y viabilidad. Cada ensayo se dio por concluido luego
de una semana de la instalacién de la jaula. Los machos se desecharon y las hembras se disecaron bajo
lupa para registrar el estado de los ovarios con respecto a la cantidad de ovocitos sin depositar y las

reservas del cuerpo graso.

Cabe destacar que en el disefio inicial del experimento se incluyeron varias opciones de tratamientos
distintos para darle mayor consistencia a los resultados. Sin embargo, la restricciéon impuesta por la
disponibilidad de suficiente material permitié una concreciéon solo parcial de estos tratamientos. Esta
circunstancia condujo a una simplificacioén y replanteo del experimento para la siguiente temporada. Las

variantes inicialmente consideradas fueron las siguientes:

a) R buoliana procedente de P. radiata + hospedante ofertado P. radiata

b) R. buoliana procedente de P. radiata + hospedante ofertado P. ponderosa

©) R buoliana procedente de P. radiata + hospedantes ofertados P. radiata y P. ponderosa
d) R buoliana procedente de P. ponderosa + hospedante ofertado P. radiata

e) R. buoliana procedente de P. ponderosa + hospedante ofertado P. ponderosa

t)  R. buoliana procedente de P. ponderosa + hospedantes ofertados P. ponderosa 'y P. radiata

Los datos se analizaron estadisticamente mediante la prueba U de Mann- Whitney, testéandose para

cada procedencia el nimero de huevos depositados sobre los dos hospedantes ofrecidos
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simultaneamente. En este tipo de estudios se emplea habitualmente el analisis de la varianza (ANOVA)
de una via puesto que es mas eficiente en la deteccién de desviaciones de la hipdtesis nula. Sin
embargo, debido a que los datos no cumplian con los supuestos tedricos de este tipo de analisis ni
siquiera recurriendo a la transformacion de la variable a analizar, se aplicé el método no paramétrico
analogo precedentemente citado. Se realizé también la prueba de # para establecer la significacion de la
diferencia entre las medias del peso fresco de las pupas machos y hembras de diferentes procedencias,
como asi también para el tamafio de los huevos depositados por las hembras de procedencias

diferentes. Para estos analisis se utilizé el software SPSS 9.0.

4.1.3 Crecimiento de las yemas-brotes y caracteres anatomicos de las yemas perforadas

Los estudios sobre crecimiento de yemas-brotes se llevaron a cabo en la plantacion e, en la cual se
seleccionaron 24 plantas de la especie P. radiata y 20 de la especie P. ponderosa, las que fueron asignadas
a diferentes categorias de intensidad de ataque. Las categorias preestablecidas fueron las siguientes:

a) arbol sano sin ataque,

b) intensidad baja (porcentaje de yemas atacadas inferior al 30%),

¢) intensidad moderada (porcentaje de yemas atacadas comprendido entre 30%-50%) v,

d) intensidad alta (porcentaje de yemas atacadas superior al 50%).

La asignacién a cada categoria se realizé6 mediante estimacion visual y considerando a la planta dividida
en tres estratos: superior, medio e inferior. Cada uno de estos estratos fue inspeccionado u observado
por separado y luego se promedi6 el estado sanitario para toda la planta. En P. radiata se identificaron
11 plantas con baja intensidad de ataque, cinco con intensidad moderada y ocho con intensidad alta, en
tanto que no se registraron plantas sanas. En P. ponderosa no se identificaron plantas con intensidad de
ataque elevada, mientras que 10 plantas se clasificaron en la categoria de baja intensidad, dos en la de
intensidad moderada y ocho como individuos sanos. Es pertinente destacar que en la situacion inicial
del monitoreo las yemas-brotes de P. ponderosa eran mas grandes que las de P. radiata (1.76 cm de
longitud y 0.48 cm de diametro en P. ponderosa, mientras que en P. radiata los valores respectivos fueron
de 0.92 cm y 0.32 cm).

a) Seguimiento de la elongacioén y crecimiento en diametro de las yemas

Se seleccionaron al azar tres ramas por planta (una por cada estrato) y se monitore6 la elongacion y
aumento en diametro de las yemas terminal y primera lateral de cada una de ellas. Las mediciones se
realizaron con calibre cada 15-20 dias durante una parte del periodo vegetativo (enero-junio), en que las
larvas jovenes penetran en las yemas del afio y son mas susceptibles a los mecanismos de defensa de la
planta. La frecuencia fue mensual hacia finales del periodo monitoreado. Estas yemas/brotes se
marcaron con esmalte a los efectos de indicar el frente de medicién y ubicar el calibre a partir de esta
marca en las mediciones sucesivas. Durante el periodo indicado se sigui6 el crecimiento de 137 yemas
de P. radiata y 109 de P. ponderosa. En algunos casos se marcaron nuevas yemas de reemplazo,
principalmente en la primera especie, cuando las yemas a ser monitoreadas resultaron ahuecadas
completamente desde el comienzo del estudio. Esta marcacién no se efectué cuando esto sucedié hacia

fines del periodo.
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Para cada yema-brote medido se calcul6 el incremento en longitud y diametro entre fechas de muestreo
y el incremento diario para el mismo perfodo. Para el anilisis estadistico de los datos se utilizaron los
métodos no paramétricos pues estos datos no satisficieron el supuesto de normalidad. Se aplico la
prueba de Mann-Whitney para analizar el crecimiento de las yemas en ambos hospedantes y la de
Wilcoxon para analizar el crecimiento de las yemas en P. radiata con diferente intensidad de ataque. En

ambos casos se utilizé el programa estadistico SPSS 9.0.

b) Caracteres anatéomicos de las yemas atacadas. Preparaciones microscopicas

Para las preparaciones microscopicas se procedio segun la metodologia indicada por D"Ambrogio de
Argiieso (1980), la que fue adecuada al caso particular de las yemas por recomendacion del especialista

local en la materia.

Las yemas cortadas en el campo se fijaron en formol-acido acético (FAA) y mediante un micrétomo se
practicaron cortes transversales de 10 pm de espesor. Dichas yemas se sujetaron al micrétomo entre
cubos de zanahoria ya que debido a su pequefio tamafio no fue posible hacerlo mediante la modalidad
habitual. La similitud en la estructura de ambos tejidos vegetales permitié que la cuchilla del micrétomo
penetrara y cortara ambos tejidos sin encontrar resistencia, de esta forma se obtuvieron cortes
homogéneos y del grosor adecuado para las observaciones. Los cortes obtenidos de cada yema se
dejaron en capsulas de Petri con agua destilada hasta el momento de seleccionarlos y montarlos. Los
cortes se practicaron siempre a la altura de la zona de la perforacién producida por las larvas y, en
algunos casos, se considerd necesario efectuarlos también por encima y por debajo de esta zona en

funcién de los cambios observados en los tejidos afectados.

La deshidratacion de los tejidos se realizé con alcohol al 70%. Para el montaje se utilizé la técnica de
glicerina-agua destilada (D Ambrogio de Argtieso 1986) modificada pues a esta solucion se le agrego la

solucidn colorante de safranina al 1%.

Se realizaron observaciones microscépicas de 15 yemas atacadas por cada especie forestal con el objeto
de registrar y caracterizar la reaccion de la planta en la zona del ataque producido por las larvas. A los
efectos comparativos se otorgd especial interés al nuimero de canales resiniferos presentes y a la
superficie de la yema -en corte transversal- ocupada por los canales. En todos los casos se midi6 el
diametro en micrones, con un miscroscopio Zeiss, de todos los canales de resina presentes en el corte y
se calculé la superficie de cada uno empleando la férmula del circulo (nr’/4) que se considerd la figura
geométrica mas apropiada. La superficie total por cada corte se obtuvo multiplicando la superficie

promedio calculada previamente por el nimero total de canales presentes.

4.1.4 Relevamiento de parasitoides y monitoreo de los niveles de parasitismo

Este procedimiento se llevo a cabo sobre los estados de larva y pupa, debido a la dificultad sefialada
para detectar los huevos en el campo. El muestreo se realizé en la misma plantacion donde se efectud
el seguimiento del ciclo biolégico en relacion con la temperatura. De esta forma se hizo un mejor
aprovechamiento del material utilizindose los mismos brotes colectados para el estudio antes
mencionado y sin tener que intervenir otra plantacion de iguales caracteristicas con este tipo de

muestreo destructivo.
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Cada una de las larvas extraidas de los brotes en cada fecha de muestreo fue disecada para determinar la
presencia de parasitoides internos. Dichas larvas fueron clasificadas segin su estado sanitario en vivas,
muertas o parasitadas. Las larvas de los parasitoides se identificaron siguiendo la descripcion de Juillet
(1960), y los adultos de estas larvas se obtuvieron tanto en el laboratorio como en el campo a los

efectos de confirmar y completar la determinacién de los estados inmaduros.

Cien brotes atacados colectados al azar se mantuvieron en el laboratorio desde mediados- fines del
petiodo de presencia del estadio L5 hasta la emergencia de los adultos del parasitoide y/o
hiperparasitoide, en los casos que fueron hallados. Los ejemplares adultos fueron identificados por la
Prof. Dolly Lanfranco de la Universidad Austral de Chile y por la Dra. Marta Loidcono de la
Universidad Nacional de La Plata.

Para el relevamiento de parasitoides de pupas se colectaron en forma aleatoria aproximadamente 400
brotes infestados durante cada una de las tres temporadas de muestreo. Las pupas se extrajeron de los
brotes, se sexaron y se agruparon en lotes de diez colocandolas en cajas plasticas. Estas cajas se
acondicionaron en campanas de vidrio con una solucién saturada de CINa para lograr el 80% de
humedad necesaria para la supervivencia de las pupas y de esta forma se mantuvieron hasta la

emergencia de los adultos.

El porcentaje de parasitismo se calculd sobre el total de organismos observados en cada estado de

desarrollo y para cada temporada de muestreo.
4.2 Caracterizacion de la emergencia de adultos y de los estados inmaduros

4.2.1 Construccion de un modelo fenolégico para predecir el vuelo estacional

El vuelo de los adultos se monitoreé durante cuatro temporadas consecutivas a partir de 1999. Los
datos de la dltima de ellas (2002-2003) se utilizaron para validar el modelo previamente construido. Esta
actividad se llevo a cabo mediante dos métodos diferentes: a) registro de las capturas de los machos en
trampas de feromonas y b) conteo de exuvias, que se aplicé sélo durante la segunda temporada (2000-
2001). Se consideraron tres alternativas para iniciar el calculo de GD acumulados y asi predecir el
comienzo del vuelo: a) a partir de la primera captura en trampas, b) a partir de una fecha calendario
arbitraria tal como se ha utilizado con otros modelos y ¢) a partir del primer registro del estado de pupa
en terreno. Las alternativas b y ¢ se contemplaron con el objeto de facilitar y economizar la
implementacion de las practicas de monitoreo y control de la plaga. Las feromonas de R. buoliana son
producidas por laboratorios especializados en otros paises desde donde deben importarse elevando

consecuentemente el costo de manejo de las plantaciones.

4.2.1.1 Método de las capturas en trampas

El estudio abarcé cuatro temporadas (Cuadro 4.1), durante las que se monitoreé6 el vuelo de machos
adultos de la mariposa europea del brote del pino mediante su captura en trampas de feromonas. Se
emplearon seis trampas delta con feromonas de tipo Biolure (EPSM Lures, Point International Ltd.,
Reino Unido) durante las dos primeras temporadas, y diez trampas durante las tltimas temporadas. Las

mismas se dispusieron en grupos conformando rectangulos de dos filas y tres hileras en los que las
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trampas estaban distanciadas 25-30 m entre si (Regan ez a/. 1991) para evitar interferencia entre ellas
(Daterman 1974 fide Regan et al. 1991). Las trampas se suspendieron de los arboles a una altura
aproximada de 1.5 m - 2 m (Foto 4.1), entre los treinta y quince dias previos al comienzo del perfodo de
vuelo (desde mediados de noviembre a mediados de diciembre), estimado en base al seguimiento anual
que se hizo del ciclo biologico. Estas trampas se controlaron dos veces por semana hasta el momento
en que no se capturaron mas adultos. Los cebos fueron reemplazados una vez durante cada periodo de

muestreo.

Cuadro 4.1. Periodos, duraciéon y nimero de muestreos por temporada.

Temporada | Fecha Duraciéon | N° muestreos
1 03/12/1999 — 10/01/2000 6 8
2 17/12/2000 —12/02/2001 8 16
3 05/12/2001 — 24/01/2002 7 13
4 29/12/2002 — 21/02/ 2003 8 12

Foto 4.1. Trampa delta con feromonas en el area de estudio.

4.2.1.2 Método del conteo de exuvias

Con fines comparativos se construyo6 para la segunda temporada (2000-2001) la curva de emergencia de
adultos de ambos sexos empleando el método del conteo de los estados de desarrollo presentes y de las
exuvias de las pupas. Con la misma frecuencia que para la captura de machos, se recolectaron en cada
situacion de muestreo, en forma aleatoria, aproximadamente 100 ramas con brotes infestados (* 10
ramas) que se disecaron en el laboratorio para registrar el nimero de estados / estadios latvales y de
exuvias en los brotes. Se recolectaron dos ramas con brotes por planta extrayéndolos de distintas partes
de las mismas (estratos superior, medio e inferior y diferente exposicion). Las larvas se disecaron en

busqueda de parasitoides, que se identificaron tanto por las larvas (Juillet 1960) como por los adultos
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que se obtuvieron en laboratorio luego de haber sido mantenidos en cajas plasticas hasta su emergencia.
Este muestreo se realizé hasta registrar solamente exuvias en los brotes examinados. El porcentaje de

emergencia se calculé empleando la siguiente férmula (Palma Prieto 1995) :

Niimero de exuvias en t x 100

Niimero total de individuos (larvas, pupas y exuvias)
donde: t = dfa de muestreo.

Las larvas que en el denominador participan en la suma son soélo aquellas no parasitadas, puesto que las

parasitadas no alcanzan el estado de pupa.

4.2.1.3 Registro de temperaturas

Los datos de temperaturas de la plantaciéon e cercana a Esquel se registraron con un termohigrégrafo
que, ante la eventualidad de que pudiera ser dafado, se instalé a 500 m de la misma en un lugar mas
seguro y con vigilancia. Este equipo registr6 la temperatura en forma continua desde su instalacion el
01/12/1999 hasta el 25/02/2003. Semanalmente se leyeron las temperaturas asentadas en la banda con
una precision decimal de 0.3, 0.5y 0.7.

En lo que respecta a los datos de temperatura de la plantaciéon g ubicada en la EEA Trevelin del INTA
se utilizaron los datos registrados por el termohigrografo del vivero forestal de la estacion, los que son
utiles pero deben utilizarse con reservas debido a la significativa distancia —15 km- del equipo respecto
del area de estudio. Como estos datos no reflejaban la situacién climatica real de la plantacién no
resulté conveniente sostener este relevamiento durante las restantes temporadas. Por ende, estos datos

no se incluyeron en la construccién del modelo.

Las temperaturas registradas se convirtieron en grados dia empleando el método de Arnold (1960), uno
de los mas comunmente usados (Higley e# a/. 1986) y el de Lindsey y Newman (1956). Este ultimo
método se aplico cuando las temperaturas minimas resultaron inferiores al umbral inferior de

temperatura, debido a que el método de Arnold produce un mayor error.

La ecuacion que emplea el método de Arnold es la siguiente:

umbral

r . +T.
DG — max 2 mm T

T méx. = Temperatura méaxima diatia (°C)
T min. = Temperatura minima diaria (°C)
T umbral = Temperatura umbral inferior (°C), por debajo de la cudl no hay desarrollo del organismo.

Por su parte, la formula que emplea el método de Lindsey y Newman es la siguiente:

GD = 1/2 (Tmax. — Tumbml)2
Tmax. — Tmin.
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Asimismo se calcularon las temperaturas medias mensuales en base a las maximas y minimas diarias,

para contar con mas elementos de analisis al momento de comparar las temporadas entre si.

La fecha en que se registr6 la primera captura en las trampas se tomé como momento de inicio para el
calculo de GD. La temperatura umbral inferior se estimé examinando el coeficiente de variacion (CV)
de las unidades de calor acumuladas por encima de un conjunto de temperaturas umbrales, aspecto que
se detalla en la préoxima seccion. No se contempléd un umbral superior pues en la region andino-

patagdnica las temperaturas raramente exceden los 35 °C.

Los GD acumulados que se asignaron a cada fecha de muestreo o control de trampas correspondieron
siempre a la cantidad de calor acumulada hasta el dia anterior a esta fecha, puesto que estos
relevamientos se efectuaron siempre durante la mafana por lo que no correspondia adicionarle la

temperatura acumulada en esa fecha.

Las capturas de machos de cada fecha de control de trampas fueron acumuladas y se calcul6 el
porcentaje de capturas acumuladas en cada control respecto del total de capturas durante todo el
periodo de muestreo. Se construyé un modelo de regresion con los datos de las tres temporadas,
adoptandose la funcién que brindé el mejor ajuste respecto de la distribucion de los valores muestrales
de temperatura y grados dia. El monitoreo correspondiente a la cuarta temporada 2002- 2003 se utilizé

para probar y validar el modelo previamente elaborado.

4.2.1.4 Estimacion de la temperatura umbral inferior

La temperatura umbral inferior se estimé en base a la variaciéon en GD acumulados entre las cuatro
temporadas de muestreo tomando como evento fenoldgico la primera captura de machos en las
trampas y comparando con un rango de temperaturas umbral. Se calcul6 el CV de los GD acumulados
por encima de umbrales estandares comprendidos entre —6.2 °C y 6.2°C, a intervalos regulares de 1.2°C.
Se consideré temperatura umbral a aquella indicada por el menor coeficiente de variacion, a pesar que
este método no detecta un umbral definitivo (Arnold 1959, Lindsey y Newman 1956, Potter y
Timmons 1983). El umbral estimado de esta forma no es estrictamente un umbral de desarrollo sino
que mas bien representa la integracion de factores que conduce a la menor variacion en el desarrollo
entre aflos y respecto de un evento fenolégico cuando se utilizan los GD como variable predictora
(Arnold 1959). Este criterio ha sido utilizado exitosamente en el desarrollo de otros modelos
predictivos de desarrollo para un amplio rango de insectos (Jones ez al. 1989, Potter et al. 1989), entre
ellos Rhyacionia frustrana (Comstock), una especie relacionada con la mariposa del brote (Richmond ez 4.
1983) e incluso para R. buoliana en el oeste de Oregon (Regan ez a/. 1991). Mediante este procedimiento
también se estimé la temperatura umbral inferior para los diferentes estadios larvales y el estado de

pupa tomandose como evento fenoldgico el primer registro del estadio/estado pertinente.

4.2.2 Metodologia para el monitoreo de los estados de desarrollo inmaduros

Se estudi6 la relacion entre la temperatura y la aparicién, maxima presencia y finalizaciéon de cada uno
de los estados de desarrollo del insecto, exceptuando el estado de huevo. Debido a su pequefio tamafio
y su ubicacién en la planta, los huevos resultan muy dificiles de detectar con lo que demoran

significativamente el tiempo de muestreo especialmente al final del periodo de oviposicion. Para
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superar este inconveniente, se implementé un sistema de monitoreo especial para este estado de
desarrollo. Se seleccionaron 27 arboles representativos de la plantacion distribuidos en toda el 4rea de la
misma, en los que se ataron bolsas de malla de polietileno de poro pequefio de 50 cm x 60 cm. Cada
bolsa conteniendo 10 brotes infestados con larvas o pupas envolvia una rama con brotes nuevos de la
planta. Las bolsas se instalaron antes del comienzo del periodo de emergencia de los adultos y se fueron
extrayendo de a tres con una periodicidad semanal registrando en el laboratorio el nimero de huevos
por bolsa. De esta manera se intentd propiciar la copula y oviposicion en sitios preestablecidos que

facilitaran la tarea de deteccion.

Se estimé también la temperatura acumulada necesaria para este estado en funcién del comienzo y la
finalizacién del periodo de vuelo del insecto, considerando el tiempo aproximado de desarrollo de los
huevos en base a la literatura (Robredo 1978). Cinco dfas después de la primera captura en trampas se
inici6 la acumulacién de GD, atendiendo a la protandria de la especie -las hembras emergen unos cinco
dfas después que los machos- (Pointing 1961, Robredo 1970). Se consideré como momento de
finalizacion la fecha de muestreo anterior al 100% de las capturas. Los GD se calcularon utilizando la

misma temperatura umbral inferior estimada para el estado adulto, de 4.2 °C.

En el periodo comprendido entre 05/01/2000 y 03/02/2003, con la finalidad de monitorear las latvas y
pupas, se colectaron 100 ramas con brotes infestados cada diez dfas aproximadamente durante la
primavera, verano y comienzos de otoflo. En el invierno la frecuencia fue mensual hasta el reinicio de la
actividad larval. Este evento se estimé mediante la deteccion de los refugios nuevos formados en

primavera y la presencia de contenido intestinal en las larvas disecadas.

Se cortaron al azar dos ramas por planta, cada una de las cuales pertenecia a un estrato -se considerd
como estrato superior a aquel por encima de 1.5 m de altura medida desde el suelo y como estrato
inferior al ubicado por debajo de esta cota- con diferente exposicion. El tamano muestral en cada fecha
de muestreo fue de 50 plantas diferentes. Por cada fecha de muestreo se considerd una cantidad de base
de 100 larvas y/o pupas pata el procesamiento. En el laboratorio se extrajeron los organismos de los
brotes pata registrar los estados / estadios presentes y las exuvias de pupas. Las larvas se colocaron en
alcohol al 70% para determinar su estadio de desarrollo en base al ancho de la capsula cefalica. Para la
asignacion de los mismos, se emplearon las tablas de estadios larvales de Schroeder (1986 fide Palma
Prieto 1995) y Klasmer (1999 com. pers) que fueron modificadas y ajustadas a la situacion local,

especialmente en lo que respecta a los ultimos estadios (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2. Tabla de estadios larvales (modificada).

Estadio | Ancho de capsula Valores mas frecuentes
cefalica (mm)

L1 0.225- 0.287 0.225- 0.237- 0.287

L2 0.312- 0.412 0.312- 0.35- 0.375

L3 0.425- 0.537 0.425- 0.437- 0.487- 0.525- 0.5

L4 0.562- 0.687 0.55- 0.562- 0.625- 0.687

L5 0.725- 0.875 0.875

L6 + 0.912 1.036
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Para cada fecha de muestreo se calculd el porcentaje de presencia de cada uno de los estadios y estados
de desarrollo colectados y se relacionaron con las temperaturas acumuladas, se construyeron las curvas
pertinentes y también aquellas referidas a los restantes estadios registrados en cada fecha. Se estimé

ademas el momento de inicio, maxima presencia y finalizacién de cada uno de tales estadios.

4.3 Estudio de la variacién y estructura genéticas de Rhyacionia buoliana

4.3.1 Poblaciones monitoreadas y recoleccion de las muestras
a) Poblaciones argentinas

Para el analisis se emplearon larvas hibernantes (estadios 2-3) que fueron recolectadas de las

plantaciones b, ey £

Durante el periodo invernal se recolectaron las muestras de diferentes arboles ubicados en lugares
distantes dentro de la plantacién -no se recolectaron brotes infestados de arboles que estuvieran
distanciados entre si menos de 4 metros - para disminuir, en lo posible, la probabilidad de obtener
larvas del mismo progenitor. La mariposa del brote no presenta un comportamiento de oviposicion en
grupos, sino que pone dos huevos por puesta (Robredo 1978). Sin embargo, las larvas de los primeros
estadios no se alejan demasiado y permanecen cerca del lugar de postura hasta que esta mas avanzada la

estacion primaveral.

Una ramilla por planta fue aleatoriamente cortada -en total 100 ramillas por cada plantacion
seleccionada-. En los casos en que se encontré mas de una larva por ramilla se utilizé sélo una. Las
ramillas se conservaron en heladera durante 2-7 dias hasta que las larvas fueron extraidas de los brotes
un dia antes de emplearse y se conservaron en capsulas Eppendorf dentro de frascos plasticos en

heladera (4°C) hasta el momento de prepararlas. También se utilizaron larvas previamente freezadas (-
18°C).

Estos ensayos se realizaron en la Unidad de Genética Forestal del INTA Bariloche que dispone de la

infraestructura necesatia.

b) Poblacion alemana

En este caso se utilizaron larvas de los estadios 5-6 y pupas, debido a que en el momento en que se
realiz6 la visita al Instituto de Zoologia Aplicada de Munich, donde se hicieron estos ensayos, el ciclo
biolégico se encontraba bastante avanzado. Los brotes fueron cortados siguiendo el mismo

procedimiento previamente indicado para las poblaciones argentinas.

No fue posible monitorear un mayor numero de poblaciones del insecto, tal como se hubiera deseado,
debido a la dificultad de hallar plantaciones afectadas con esta plaga. En la regiéon norte de Alemania,
donde se encuentra la mayor superficie forestada con Pinus sp. no se registraron brotes epidémicos
durante los ultimos afios, que permitieran recolectar material para este estudio; sino que, por el

contrario, las poblaciones se encuentran en una fase de retrogresion (Majunke coz. pers.). En el sur del
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pais la situacion es mas complicada desde este punto de vista, puesto que practicamente se ha dejado de
forestar con Pinus sp. y las plantaciones existentes tienen 20 anos de edad o son aun mayores, por lo
que la mariposa del brote ya no representa un problema. En los dltimos afios no se han reportado
dafios ocasionados por este insecto puesto que no se han forestado nuevas extensiones con Pinus sp.
(Schrotter com. pers.). Se intenté obtener material en Austria pero ello tampoco resulté posible por las

mismas razones (Axel Schopf com. pers.).

4.3.2 Analisis de isoenzimas

Para el estudio de la estructura genética se utilizaron isoenzimas en gel de electroforesis como
marcadores genéticos dado su grado de sensibilidad y facilidad de analisis. A pesar de que a partir de
mediados de la década del ochenta los marcadores moleculares del ADN han sido utilizados en
proporcion creciente, la electroforesis de isoenzimas en gel es una de las técnicas mas adecuadas para
establecer diferencias genéticas entre poblaciones, subespecies, especies y géneros estrechamente
relacionados, ya que usualmente existe una relacién uno a uno entre un fenotipo electroforético
individual y su genotipo (Hillis y Moritz 1990). Asimismo, esta técnica, permite comparar frecuencias
génicas entre poblaciones o especies en un gran numero de loci y hacer una estimacién conservadora de
su diferenciaciéon genética (Stock y Castrovillo 1981). No obstante, si las poblaciones han divergido
recientemente o no estan suficientemente aisladas, es posible que no se encuentren diferencias genéticas
en sus productos proteicos y deba recurrirse a analisis mediante marcadores moleculares del ADN,

técnica que es mucho mas costosa.

Debido a que no existen antecedentes sobre este tipo de estudios en R. buoliana, se etectuaron ensayos
preliminares con el objeto de seleccionar los sistemas enzimaticos y de buffer que dieran mejor
resolucion para ser luego analizados en las larvas. En esta direccion se probaron 23 sistemas
enzimaticos diferentes en combinacién con cinco sistemas de buffers distintos y bajo diversas
condiciones de corrida (Cuadro 4.3). Estos ensayos se efectuaron en el Instituto de Zoologia Aplicada
de la Universidad Técnica de Munich. La seleccion inicial de los diferentes sistemas tanto enzimaticos
como de buffer a ser probados no se efectu6é en forma aleatoria sino que se basé en la trayectoria y

experiencia que tiene el grupo de trabajo en este tipo de estudios con insectos.
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Cuadro 4.3. Sistemas enzimaticos y de buffer probados durante los preensayos.

Enzima Abreviatura Sistema Buffer
Aconitasa ACON
alfa glicerofosfato deshidrogenasa | G3PDH
Fosfoglucosa isomerasa PGI
Hexoquinasa HK
Aspartato aminotransferasa AAT
Leucina- amino peptidasa LAP
Transferian TFN
Xantin deshidrogenasa XDH
Esterasa EST
Fosfoglucomutasa PGM
0- fosfogluconato deshidrogenasa | 6PGDH .
GTDH LiOH; AC} TC 6.5
y 7.5; Poulik
Creatin quinasa CK
Lactato deshidrogenasa LDH
Malato deshidrogenasa MDH
Enzima malica ME
Glucosa 6- fosfato deshidrogenasa | GO6PDH
Isocitrato deshidrogenasa 1IDH
Aldolasa ALD
Fosfatasa acida ACP
GCDH
Sorbitol deshidrogenasa SDH TC 6.5y 7.5; Poulik
Adenilato quinasa AK

4.3.2.1 Preparacion de las muestras

Los extractos de proteinas se obtuvieron del cuerpo completo de las larvas y pupas. Cada larva
hibernante fue homogenizada a -4°C con 80ul de Buffer de extraccion Tris- EDTA, mientras que las
larvas posthibernantes y pupas se homogenizaron en 100 pl de buffer dado su mayor tamafo. Los
extractos fueron absorbidos en wicks de papel cromatografico Whatman de 0.5 mm de ancho y un alto

similar al espesor del gel para absorber el homogenado y transferir las muestras al gel.

4.3.2.2 Transferencia de las muestras

Las muestras de las poblaciones argentinas se prepararon y transfirieron el mismo dia de la
electroforesis, mientras que las de la poblacién alemana se prepararon y se almacenaron en chilled plates a
—80°C hasta el momento de utilizarlas. Los geles se cortaron a lo largo para efectuar el corte de siembra
a 1.5 cm de uno de sus margenes -en general el correspondiente al catodo fue desechado antes de la

coloraciéon-. Se colocaron entre 30- 40 muestras por cada gel.
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4.3.2.3 Electroforesis

Los buffers de electrodo se utilizaron dos veces; luego de cada corrida se mezclaron los volimenes
correspondientes a la zona del catodo y anodo para emplearse en la siguiente. El amperaje constante
fue de 200 mA, mientras que el voltaje fue variable segin el amperaje indicado durante 4- 4.2 hs. Para el

caso de las muestras de la poblacion alemana el amperaje fue de 180 y el tiempo de corrida 4.5 hs.

4.3.2.4 Coloracion del gel

De cada gel se obtuvieron tres capas, de modo que se pudieron monitorear seis enzimas por cada
muestra. Para todas las coloraciones se pesaron todos los compuestos quimicos y quince minutos antes
de cortar el gel se agregd la solucion buffer correspondiente a cada coloracion agitando continuamente
en agitador magnético. Los geles se incubaron posteriormente en estufa a 37 °C entre 40 minutos y una
hora dependiendo del sistema enzimatico. Los resultados del revelado se volcaron en hojas de registro

especificamente disefiadas.

4.3.3 Estimacion de la variacion genética y analisis de la estructura genética poblacional

Las bandas se identificaron con letras mayusculas y se numeraron de acuerdo a su movilidad
decreciente. Los loci también se nombraron con letra mayuscula y se numeraron segin el mismo

criterio. De la misma manera se nombraron y simbolizaron los alelos en funcién de sus loci respectivos.

Todas las poblaciones muestreadas se analizaron por separado. Para el analisis de las poblaciones
argentinas también se consideré la especie forestal hospedante reuniendo asi las muestras que

provenian de la misma especie.

El nivel de variaciéon genética se estimo utilizando la proporciéon de loci polimérficos -en este caso
particular y en funcién de los resultados obtenidos se consideraron aquellos loci con mas de un alelo-,
el numero de alelos por locus y la heterocigosis esperada (He). Las frecuencias genotipicas observadas
en los loci polimoérficos se compararon con aquellas esperadas segun el equilibrio de Hardy- Weinberg

mediante el test de X%

La proporcion de la variacion genética no compartida entre demos es la base para su diferenciacion. En
este sentido, puede testearse si las muestras, que se asumen tomadas al azar, pertenecen a una misma
poblacion; es decir si las muestras a ser comparadas difieren una de la otra. Con este objeto se aplico el
el test- G (Sokal y Rolf 1997) para testear la homogeneidad de la distribucién de los alelos entre las

poblaciones argentinas relevadas.

La diferenciaciéon genética entre las poblaciones argentinas se cuantific6 mediante los parametros
estadisticos Fis (coeficiente de endogamia) y Fst por pares de plantaciones monitoreadas. Todos los
estadisticos de IF se estimaron segin el método de Weir (1990) utilizando el programa PopGene.
También se calcularon la identidad y las distancias genéticas de Nei entre estas poblaciones. Para todos

los analisis efectuados se utiliz6 el programa PopGene (Yeh & Yang 1997).
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5 RESULTADOS

5.1 Aspectos centrales de la biologia de R. buoliana
5.1.1 Eficiencia biolégica de las larvas criadas en P. radiatay P. ponderosa
5.1.1.1 Modelo de regresion lineal basado en la relaciéon volumen-peso seco de las yemas

Las funciones que estiman la biomasa en peso seco consumida por las larvas (Figuras 5.1a-b) adoptaron

las expresiones:

y = 0.9214 x para P. radiata
y = 0.9544 x para P. ponderosa

Previamente, se efectué una transformacién logaritmica de las variables para obtener un ajuste
adecuado de la recta, lo que se comprob6 mediante el analisis de residuos. Este modelo funcioné para
el analisis de los datos del ensayo 1 con larvas posthibernantes, puesto que no se obtuvieron resultados
satisfactorios con el ensayo 2 en que la mayor parte de los valores en mg calculados por el modelo
resultaron negativos. LLos ensayos 1 y 2 se realizaron con una diferencia de un mes en dos temporadas
sucesivas. Hsta diferencia obedecié a que en la segunda temporada el periodo de dormancia larval se
prolongo —en relaciéon a lo que se observa habitualmente- a causa de las bajas temperaturas; no obstante
los brotes iniciaron su elongacion habitual dependiente del fotoperiodo. Es por ello que la infestacion
artificial se practicd esencialmente sobre brotes y no en yemas, y en un estado fenoldgico diferente del

de los brotes utilizados en la construccion del modelo.

3,0 35
y=0,9214x . 1 y=0,9544x
R®=0,9377 R = 0,864

Log P. seco (mg)
&
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Log P. seco (mg)
o
L
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Log Volumen (mms)

Log Volumen (mm3)

Figura 5.1a. Relaciéon entre el volumen y peso Figura 5.1b. Relacion entre el volumen y peso
seco de las yemas en P. radiata. seco de las yemas en P. ponderosa.

5.1.1.2 Eficiencia biol6gica de las larvas transferidas a un nuevo hospedante

Los tres ensayos llevados a cabo -uno con larvas prehibernantes mas pequefias y dos con larvas
posthibernantes, de mas facil manipulacién- debieron reiterarse debido a que parte de las larvas
implantadas no se recuperaron, lo que dificulté el calculo y analisis posterior de los indices de eficiencia.
Ademas, dado que los ensayos difirieron en la época de realizacién y se efectuaron bajo distintas

condiciones los datos no han podido ser analizados de manera conjunta.
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En este capitulo se analizan las principales caracteristicas de las yemas que fueron consumidas por las
larvas en el transcurso de los ensayos en lo referente a su tamafio, volumen y tejido consumido. Con el
objeto de dar el mismo tratamiento a los tres ensayos, este ultimo parametro mencionado se estimé
mediante el procedimiento a) detallado en el desarrollo metodolégico, que se basa en el empleo de
categorias fijas de porcentajes. En segunda instancia se ha efectuado el andlisis comparado de los
distintos indices nutricionales para evaluar el rendimiento de las larvas en cada especie de hospedante y
en cada ensayo realizado. Por ultimo se consideraron los parametros evaluados para la especie R

buoliana independientemente del hospedante asociado.

5.1.1.2.1 Infestacion artificial en laboratotio

El peso seco de 1 mm?® de tejido de las yemas -calculado a partir del modelo- fue similar en ambas
especies (0.92 mg/mm’ y 0.95 mg/mm’ para P. radiata'y P. ponderosa, respectivamente) y se tomé como
valor de referencia para el calculo de los distintos indices. Las larvas no rechazaron la especie de pino
en la que se las implant6 a pesar de provenir de otra especie forestal y se desarrollaron con diferentes
rendimientos. Si bien el unico parametro corporal registrado al comienzo de los ensayos en el
laboratorio y en el campo fue el peso fresco, mientras que los restantes - estadio larval y longitud- se
registraron una vez concluidos éstos, se observé que en promedio las medidas corporales finales eran

superiores en las larvas criadas sobre P. ponderosa, provinieran o no de esta especie hospedante.

a) Larvas prehibernantes

Las yemas consumidas de la especie P. ponderosa superaron ampliamente en tamafio a las de P. radiata
(2.5, 1.8 y 9 veces en longitud, diametro y volumen, respectivamente). De la misma manera, la cantidad
de tejido de la yema que fue consumido por las larvas implantadas en P. ponderosa, expresado tanto en
peso seco como en volumen resulté superior (Cuadro 5.1). El test U de Mann-Whitney arrojé
diferencias significativas para la cantidad de tejido consumido en ambas especies de pino -U g 55 =284,
P=0.0001, prueba de dos colas-. Sin embargo, en funcién de la importancia y magnitud de los dafios, es
conveniente relacionar estas cantidades con el tamafio de las yemas en cada especie, para interpretar
mas cabalmente el impacto que tiene sobre las mismas la cantidad de tejido consumido. Trasladando
estas relaciones numéricas a valores porcentuales resultd que, en promedio, la cantidad de tejido
consumido por las larvas en P. ponderosa representd 25% de la yema y 86% en P. radiata (Cuadro 5.1). Es
menester seflalar que se necesita informacién mas precisa para analizar como influye ello en la
capacidad de recuperacion -o no- de las yemas afectadas, si por ejemplo, el tejido comprometido es el
meristema en su totalidad. Adn asi, la estimacién del porcentaje de dafio para la especie P. radiata es
considerablemente mayor y compromete la casi totalidad de la yema por lo que, en funciéon del tamafio,

estas yemas tienen tan limitada la capacidad de recuperacion que seguramente moriran.
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Cuadro 5.1. Valores promedio del tamafio y consumo de yemas en ambas especies.

Parametros de las Especie forestal
yemas Pp (n= 23) | Pr (n= 53)

Longitud (cm) 1.47 0.59
Diametro (cm) 0.36 0.20
Long./diam. (cm) 4.20 3.04
Volumen mm’ 69 7.4
Mg consumidos 16.56 5.87
Mm’ consumidos 17.43 0.38
% yema consumida en 25 86
relacién al volumen

Referencias: Pp: pino ponderosa; Pr: pino radiata

En 43% de los plantines de P. ponderosa el ataque no fue exitoso, es decir, las larvas no lograron penetrar
en las yemas. En cambio, sélo en 22% de los plantines de P. radiata no fueron penetradas las yemas. En
general y para este ensayo en particular se rescaté sélo una larva por planta de las dos que fueron
inicialmente implantadas, aunque estos porcentajes variaron en ambos hospedantes. De las 17 plantas
de P. ponderosa que resultaron exitosamente atacadas, 15 tenfan una sola larva horadando las yemas,
mientras que 2 plantas tenfan las dos larvas que habfan sido implantadas. De las 25 plantas de P. radiata
que fueron efectivamente atacadas, 18 tenfan una sola larva, 6 dos larvas y 1 planta tres larvas. En las
restantes plantas en las que no se encontraron larvas, se observé que las yemas estaban igualmente

consumidas entre 50% y 100% al finalizar el ensayo.

No se observaron diferencias —en términos de mortalidad y supervivencia- en la eficiencia de las larvas
criadas en distintos hospedantes. No se encontraron larvas muertas y el porcentaje de supervivencia
result6 similar en ambas especies de hospedantes (Cuadro 5.2). Si bien el porcentaje de parasitismo en
las larvas sobre P. ponderosa duplicé el correspondiente a las larvas sobre P. radiata, esta relacién no se
vio reflejada en los parametros nutricionales respectivos (Cuadro 5.2). En este sentido, Scriber y Slansky
(1981) han observado que la presencia de parasitoides influye en el tiempo de desarrollo, el crecimiento

individual y otras medidas de rendimiento o eficiencia.
El test de Mann-Whitney no arrrojé diferencias significativas para los distintos indices nutricionales de

las larvas criadas sobre ambos hospedantes -1C: U3, 5, =234, P=0.106; TRCP: U 35 19=256.5 P=0.278;
ECL: U 5 19=205.5 P=0.103 y TCs U 3 50,=236.5 P=0.208-.
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Cuadro 5.2. Resumen de los valores promedio de los parametros nutricionales y de crecimiento en

larvas pre y posthibernantes.

3 oo .. Larvas Larvas posthibernantes
Indices nutricionales y .
medidas corporales prehibernantes Ensayo 1 Ensayo 2
Pp Pr Pp Pr Pp Pr

Peso final 2 1.82 7.21 3.85 | 1528 | 12.29
Peso promedio 1.35 1.21 4.63 276 | 1273 | 10.97
Crecimiento Individual 1.37 1.22 5.42 242 7.84 6.87
1C 12.64 | 7.73 | 1421 | 11.46 | 9.66 6.58
TRCP 0.02 0.02 0.06 0.04 0.03 0.03
TRCP/Peso promedio 0.01 0.02 0.01 0.02 | 0.003 | 0.003
ECI 0.11 0.19 0.11 0.09 0.08 0.09
TCs 0.4 0.2 3.23 1.48 7.25 3.97
TCsR 0.26 0.17 0.71 0.57 0.57 0.39
Supervivencia (%0) 42 46 31 16 84 39
Mortalidad (%) 0 0 17 27 1 10
Parasitismo (%) 30 15 43 57 60 57
ICp 0.98 0.81 3.33 2.07 5.26 4.17
Ancho capsula cefalica 0.52 0.49 0.80 0.68 0.99 0.95
Largo de larva 4.42 4.21 6.61 5.3 6.51 5.67

Observacion: Las medidas corporales son orientativas ya que al haberse registrado sélo al final de los ensayos no pueden
relacionarse con los indices nutricionales. Referencias: Pp: pino ponderosa; Pr: pino radiata

b) Larvas posthibernantes
b,) Ensayo 1

El tamano de las yemas de P. ponderosa superd practicamente en la misma magnitud que en el caso
anterior al de las de P. radiata. La cantidad de tejido consumido por las larvas tuvo un descenso notable
con respecto al ensayo anterior, pues en P. ponderosa representé 5% de la yema y 16% en P. radiata
(Cuadro 5.3). No obstante, las diferencias en la cantidad de tejido de la yema consumida fueron
significativamente supetiores en P. ponderosa (U 7 49=823, P=0.0001, prueba de dos colas). El impacto
sobre la yema continué siendo supetior en P. radiata adquiriendo mas relevancia en relacién con la
factibilidad de recuperacion la ubicacion y distribucion del dafio. De hecho se observo tanto en terreno
como en laboratorio que una proporcién elevada de las yemas de P. radiata ya han sido ahuecadas en su
totalidad cuando comienza la temporada invernal, las larvas entraron en estado de dormancia y las

yemas detuvieron su crecimiento.

Cuando se compararon los promedios de los resultados obtenidos mediante los dos procedimientos de

estimacién se observaron diferencias muy marcadas entre ellos. Analizando la cantidad de tejido

consumido en términos de peso seco y en base al modelo construido, los valores se modificaron

notablemente con respecto a la estimacion basada en el volumen, puesto que en P. ponderosa el valor

estimado fue de 200.31 mg y en P. radiata de 26.85 mg. Sin duda este modelo sobreestima la biomasa de

las yemas/brotes puesto que incluye las aciculas en la medicién del peso seco, mientras que las mismas
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no fueron involucradas en la medicion de los diametros pertinentes. I.a cantidad y desarrollo de las
aciculas presentes interfiere con la utilidad del modelo en este caso particular. Por ello es razonable
sefialar que el modelo deberfa ser mejorado abarcando el rango fenolégico posible de los brotes o bien

considerar la preparacion de modelos distintos para yemas y brotes.

Cuadro 5.3. Valores promedio del tamano y consumo de yemas en ambas especies.

Parametros de las Especie forestal
yemas Pp (n= 60) | Pr (n= 70)

Longitud (cm) 7.26 1.91
Diametro (cm) 0.62 0.39
Long./didametro (cm) 11.57 4.85
Volumen mm’ 855.35 90.25
Mg consumidos 40.34 13.57
Mm’ consumidos 42.27 14.75
% yema consumidos en 5 16
relacion al volumen

Referencias: Pp: pino ponderosa; Pr: pino radiata

El menor diametro del brote de pino radiata favorecié que las larvas lo abarcasen totalmente,
impidiendo con mas frecuencia la recuperaciéon en relacion con el pino ponderosa, el que al ser mas
grueso y tener menor cantidad de tejido afectado tenfa mas posibilidades de recuperarse a partir de la

porcién de tejido no consumido.

Las larvas criadas sobre P. ponderosa mostraron una mayor eficiencia que aquellas criadas sobre P. radiata.
Sobre esta dltima especie las larvas experimentaron una mayor mortalidad -10% superior- mientras que

la supervivencia resulté 15.5% inferior que en P. ponderosa (Cuadro 5.2).

En lo que respecta a los indices nutricionales se observé que las larvas criadas sobre P. ponderosa
crecieron mas rapidamente que las criadas sobre P. radiata pero con un bajo nivel de significacion
(TRCP: U 3 11,=75, P=0.058, prueba de dos colas) siendo ademas mayor la ingestion diaria de alimento
(TCs: Uy =74, P=0.019, prueba de dos colas). Esta mayor TRCP podria estar relacionada con el
menor porcentaje de parasitismo registrado sobre estas larvas (Cuadro 5.2) aunque no se detectaron
diferencias significativas en el IC entre las larvas criadas sobre ambos hospedantes (U pq =112,
P=0.283). En general, una mayor tasa de consumo se relaciona con bajas eficiencias en la conversion
del alimento ingerido, sin embargo no se detectaron diferencias en éste dltimo parametro entre larvas
ctiadas en ambos hospedantes (ECL: U p;,,=113.5 P=0.619). Scriber y Slansky (1981) sefialan que la
presencia de aleloquimicos en el alimento hace que algunas especies mantengan altas tasas relativas de
crecimiento promedio debido a sus altas tasas de consumo. En este caso, las elevadas tasas de consumo

observadas podrian también estar asociadas a la presencia de aleloquimicos en el alimento.

No se observé ataque en 22% de las yemas de plantines de P. ponderosa y en 20% de aquellas de P.
radiata. De manera similar al ensayo anterior, el prendimiento fue en general de una sola larva por
planta. En una sola planta de P. radiata se encontraron dos larvas vivas. Nuevamente se cumplié que las
larvas no rechazan la especie de pino en la que se las implanta a pesar de provenir de otra especie

forestal.
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b,) Ensayo 2

De la misma manera que en los ensayos precedentes, la mayor parte de los valores promedio de los
parametros de las yemas resultaron superiores para la especie P. ponderosa. La diferencia en la cantidad
de tejido de la yema consumida es significativamente superior en P. ponderosa (U 79 74=2020.5, P=0.001,
prueba de dos colas). La longitud de los brotes de P. radiata superd 1.3 veces la de los brotes de P.
ponderosa, lo que aparentemente influyé en el porcentaje de la yema que representa la cantidad de tejido
consumido, que resulté ligeramente superior en P. ponderosa en contraposicion con los dos ensayos
previos (Cuadro 5.4).

Cuadro 5.4. Valores promedio del tamafio y consumo de yemas en ambas especies.

Parametros de las yemas Especie forestal
Pp (n=79) | Pr (n=74)

Longitud (cm) 4.46 6.02
Diametro (cm) 0.45 0.29
Long./diam. (cm) 10.02 21.36
Volumen mm’ 253.07 154.96
Mg consumidos 75.10 40.17
Mm’ consumidos 79.05 43.66
% yema consumida en 31 28
relacion al volumen

Referencias: Pp: pino ponderosa; Pr: pino radiata

En los tres ensayos efectuados la cantidad de tejido consumido en las yemas result6 siempre supetior
en la especie P. ponderosa (P=0.0001, P=0.0001 y P=0.001 respectivamente). Sin embargo, el mayor
volumen de las mismas influye en el impacto del dafio -en términos de porcentaje de yema
comprometida- que es inferior en esta especie. Ello se manifiesta en el ensayo 2 con la disminucién en

la magnitud de la diferencia en volumen registrada entre ambas especies.

De la misma manera que en el ensayo anterior las larvas criadas sobre P. ponderosa mostraron una
eficiencia superior que aquellas criadas sobre P. radiata. 1.a mortalidad resulté 9% superior en estas
larvas y la supervivencia resulté 45% inferior que en P. ponderosa (Cuadro 5.2). A pesar que no se
detectaron diferencias categoricas en los diferentes indices de rendimiento esta coincidencia permite
considerar la posibilidad de que la especie hospedante esté condicionando de alguna manera la
eficiencia de las larvas, al menos en lo que respecta a los parametros mortalidad y supervivencia en

estos ensayos particulares.

Las diferencias resultaron significativas para IC (Uyy =411, P=0.050, prueba de dos colas) y TCs
(Ugas06=362, P=0.011, prueba de dos colas); en cambio no fue asi para los restantes pardimetros
nutricionales (TRCP: U, 17, =272, P=1y ECL: U3, 14=257, P=0.530 ambos también para prueba de

dos colas).

El ataque no fue exitoso en 9% de los plantines de P. ponderosa mientras que en todas las plantas de P.

radiata las yemas que fueron implantadas artificialmente con las larvas resultaron horadadas.
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5.1.1.2.2 Analisis de los indices nutricionales y sus relaciones

En los ensayos con larvas posthibernantes se obtuvieron en algunos casos valores negativos de
crecimiento individual y por lo tanto también resultaron negativas las TRCP y ECI respectivos -en el
ensayo 1 se obtuvo un sélo valor negativo en ambas especies de hospedantes mientras que en el ensayo
2 se obtuvieron 11 y 12 valores negativos para P. radiata y P. ponderosa respectivamente. HEsta
circunstancia, que posiblemente esté relacionada con errores en el procedimiento de estimacion de la

cantidad de tejido consumida, hizo que estos valores no fueran incluidos en los analisis efectuados.

En los tres bioensayos se obtuvieron valores promedio bajos de la tasa relativa de crecimiento
promedio que oscilé entre 0.003 y 0.02 mg/mg/dia, mientras que los valores de ECI se mantuvieron
entre 8-19% quedando incluidos dentro del rango establecido para otras especies -5-70%- (Scriber y
Slansky 1981) (Cuadro 5.2). No obstante, estos valores de ECI quedan comprendidos entre los mas
bajos dentro de los limites de eficiencias y por lo tanto se condicen también con las bajas tasas relativas
de consumo obtenidas en todos los casos -0.17 - 0.71 mg/mg/dfa- (Cuadro 5.2). Por otra parte, los
bajos porcentajes de eficiencia obtenidos en relacién con el IC indican que las larvas crecen menos que
la cantidad de alimento que ingieren, lo cual podria relacionarse con la presencia de compuestos
aleloquimicos en la resina tales como los fenoles que retardan el desarrollo y disminuyen la produccion

de biomasa corporal.

La utilizaciéon del alimento luego de la ingesta y la eficiencia biolégica en los artropodos inmaduros
estan influenciados por factores ambientales bidticos y abidticos y por caracteristicas propias de los
individuos. En este sentido el tamafio del cuerpo es una de las caracteristicas inherentes a los
organismos. Los ensayos realizados mostraron -tal como se ha comprobado para diferentes especies-
una tendencia creciente de los valores de tasas de crecimiento con el incremento en el peso fresco final
de las larvas hasta alcanzar un valor constante que a partir de determinado peso empieza a descender
(Figuras 5.2a-b-c). Esta relacion se aprecia mas claramente en las larvas prehibernantes, donde es mayor
para las larvas criadas sobre P. radiata cuya curva se ubica por encima de la correspondiente a la otra
especie hospedante (Figura 5.2a). Posiblemente el empleo del peso fresco inicial calculado como el
promedio del conjunto de larvas implantadas influya en la alineacién de cada uno de los puntos de la
curva. En los ensayos 1 y 2 esta relacién no se aprecia tan claramente como en el ensayo anterior, al
tiempo que resulta llamativo el descenso tan marcado en las TRCP con los valores extremos de peso
fresco final (Figuras 5.2.b y 5.2.c).
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Tal como se ha comprobado para otros artrépodos, se observa que el incremento en el consumo se
relaciona con una reduccion en la eficiencia de las larvas criadas sobre ambos hospedantes (Figuras
5.4a-b-c). Generalmente cuando esto sucede, se registra también una extension del periodo larval y una
disminucién del peso por debajo del normal (Scriber y Slansky 1981).
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Las comparaciones en el rendimiento entre los estados de desarrollo mas jévenes y los mas maduros
arrojan generalmente diferencias en el comportamiento de los diferentes indices nutricionales. St bien
por razones técnicas en estos ensayos no se experiment6é con las mismas larvas hasta completar su
desarrollo, tales ensayos podrian considerarse como tres instancias en el proceso gradual de desarrollo
larval y establecer una analogia entre los primeros (larvas prehibernantes) y ultimos estadios larvales
(larvas posthibernantes —ensayo 2-) del insecto. En este sentido se observa en todos los casos un
incremento del crecimiento individual de las larvas o ganancia en peso, aumento que es mas notorio
cuando se comparan larvas pre y posthibernantes que solo entre las posthibernantes (Ensayos 1 y 2).
Las tasas relativas de crecimiento y consumo disminuyen en concordancia con lo que sucede con las
diferentes especies de insectos, mientras que las eficiencias en la conversion del alimento descienden
levemente (Cuadro 5.2). Este dltimo parametro puede comportarse de diferentes formas segun la

especie que se trate.
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5.1.1.3 Eficiencia biologica de las larvas criadas en sus hospedantes de origen
5.1.1.3.1 Infestacion artificial en el campo
a) Larvas prehibernantes

Sélo la mitad — aproximadamente- de las larvas implantadas en los brotes de la plantaciéon pudieron
recuperarse, totalizando 14 ramillas con brotes infestados por las larvas para P. ponderosa y 17 ramillas
para P. radiata. Entre otros motivos, tal circunstancia puede deberse a que la plantacién posee libre
acceso, por lo que resulta plausible que las ramas infestadas artificialmente hayan sido manipuladas por
personas ajenas a la forestacion. En este sentido, sélo se estudiaron los brotes en los que se recuperaron
las larvas previamente implantadas y no se consideraron en el analisis aquellos en que hubo o no

perforacion de las yemas y las larvas se perdieron.

Dadas las diferencias en el tamafio de las yemas de ambas especies forestales el volumen de tejido
disponible para consumo también es significativamente distinto por lo que el impacto del dafo
observado no es el mismo en las dos especies. La longitud y diametro de las yemas de P. ponderosa
representan el doble de las de P. radiata y en este sentido el volumen se cuadruplica (Cuadro 5.5). La
cantidad de tejido de la yema que fue consumido por las larvas implantadas en P. ponderosa resultd
superior (Cuadro 5.5). El test U de Mann-Whitney arroj6 diferencias significativas para la cantidad de
tejido consumido en ambas especies de pino (U7 ,4=33, P=0.001, prueba de dos colas). Sin embatrgo
esta cantidad superior de tejido consumido por las larvas en P. ponderosa representa, en promedio, el
28% del tamafio de las yemas de esta especie mientras que en P. radiata representa el 42% de las mismas
(Cuadro 5.5).

Cuadro 5.5. Valores promedio del tamafo y consumo de yemas en ambas especies.

Parametros de las Especie forestal
yemas Pp (n=14) | Pr(n=17)

Longitud (cm) 1.86 1
Diametro (cm) 0.53 0.20
Long./didametro (cm) 3.48 3.09
Volumen mm’ 164 38
Mg consumidos 43.5 15
Mm’ consumidos 46 16
% yema consumida en 28 42
relacién al volumen

Referencias: Pp: pino ponderosa; Pr: pino radiata

La mortalidad y parasitismo de las larvas implantadas y recuperadas de los brotes result6 ser igual en
ambos hospedantes —ninguna larva estuvo parasitada y sélo se encontrd una larva muerta en los brotes
recolectados en cada especie-. Por el motivo explicitado anteriormente no se analiz6 la supervivencia en

términos de larvas vivas recuperadas una vez concluido el experimento.

En lo que respecta a la eficiencia de las larvas se observé a través del analisis de los indices nutricionales
que las larvas criadas sobre P. ponderosa consumen mayor cantidad de alimento por mg de peso del
cuerpo (IC: U7 14=35, P=0.001, prueba de dos colas) resultando supetior la tasa de consumo (TCs
U1714=34, P=0.001; TCsR Uy ,4=34, P=0.001) e inferior el aumento en mg de peso por mg de
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alimento consumido (ECI: U ,,=44.5, P=0.003, prueba de dos colas). De esta forma estas larvas
mantienen la misma tasa de crecimiento que sus pares criadas sobre P. radiata (TRCP: U5, =102
P=0.434; crecimiento individual: U5 14=72, P=0.061, prueba de dos colas) (Cuadro 5.6). Por otra patte
los bajos porcentajes de eficiencia obtenidos en relacion con el IC indican que las larvas crecen menos
que la cantidad de alimento que ingieren, lo cual podria relacionarse con la presencia de compuestos

aleloquimicos en la resina tal como se menciond anteriormente.

Al igual que en el ensayo con larvas prehibernantes, se observé la misma relacién de tendencia creciente
entre valores de TRCP/P promedio y el incremento en el peso fresco final de las larvas, hasta alcanzar
valores constantes de esta tasa (Figura 5.5). Sin embargo, en este caso los valores se alinean en una sola

curva y no se diferencian entre las larvas criadas sobre los diferentes hospedantes.
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Figura 5.5. Relacion entre TRCP/Peso promedio
y peso final.

Tampoco se observo relacion entre el indice de consumo y el peso final de las larvas criadas en ambas
especies. Asimismo, la relacion entre TRCP y ECI resulto similar a la observada en el ensayo con larvas
prehibernantes. La tendencia ascendente en la relacion entre ambos indices es mas notoria en las larvas
procedentes de P. radiata, al tiempo que los pares de valores se sitian por encima de los
correspondientes a la procedencia P. ponderosa. De la misma manera resultan llamativos los valores

extremos de la relacién baja eficiencia y elevada TRCP (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Relacion entre ECI y TRCP/Peso

promedio.
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Del mismo modo se mantiene la relaciéon ya observada entre el incremento en el consumo y una

reduccion en las eficiencias (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Relacién entre ECI y TCsR.

Para visualizar de manera conjunta estos resultados, se presentan (Cuadro 5.6) los diferentes indices

nutricionales y medidas corporales de las larvas involucradas en los experimentos.

Cuadro 5.6. Resumen de los valores promedio de los parametros nutricionales y de crecimiento en

larvas pre y posthibernantes.

, . . Larvas Larvas
Indices nutricionales y . .

medidas corporales prehibernantes posthlbernant_es

Pp (n=14) | Pr (n=17) |Pp (n=21) | Pt (n=17)

Peso final 2.37 1.97 5.70 5,06
Peso promedio 1.59 1.39 4.03 3.51
Crecimiento individual 1.57 1.17 3.33 3.09
1C 25.80 10.57 12.95 10.93
TRCP 0.02 0.02 0.06 0.06
TRCP/P promedio 0.01 0.01 0.01 0.02
ECI 0.05 0.11 0.06 0.09
TCs 0.97 0.33 3.67 2.59
TCsR 0.57 0.23 0.86 0.73
ICp 1.12 0.82 3.2 2.84
Ancho capsula cefilica 0.56 0.49 0.80 0.75
Largo de larva 4.42 4.17 5.79 6.07

Nota: as medidas corporales son orientativas puesto que solo se registraron al final de los ensayos y por lo tanto no pueden
relacionarse con los indices nutricionales. Referencias: Pp: pino ponderosa; Pr: pino radiata.
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b) Larvas posthibernantes

Al igual que en el experimento anterior, sélo una parte de los brotes artificialmente infestados pudo
recuperarse -21 para P. ponderosa y 29 para P. radiata-. A pesar que en este caso particular el tamafio de
las yemas infestadas resulté parecido entre ambas especies forestales y por ende también el volumen de
tejido disponible para consumo, las yemas de la especie P. ponderosa contintan siendo comparativamente
mas grandes. En este sentido, el impacto del dafio se modificé en lo que respecta al porcentaje del
volumen de la yema comprometido, que mostré mayor similitud entre ambas especies (Cuadro 5.7). De
esta forma se pone de manifiesto una vez mas el rol que desempena el tamano de las yemas. El test U
de Mann-Whitney no arrojé diferencias significativas para la cantidad de tejido consumido en ambas
especies de pino (U g ,=240, P=0.205, prueba de dos colas). La cantidad de tejido consumido por las
larvas en P. ponderosa representa, en promedio, 20% del tamafio de las yemas de esta especie y 27.5% en
las de P. radiata (Cuadro 5.7).

La mortalidad y parasitismo de las larvas implantadas y recuperadas de los brotes resultd ser
practicamente igual en ambos hospedantes —ninguna larva estuvo parasitada, solo dos larvas muertas en
P. ponderosa y una en P. radiata-. Por el mismo motivo previamente indicado no se analiz6 la

supervivencia en términos de larvas vivas recuperadas una vez concluido el experimento.

Cuadro 5.7. Valores promedio del tamafo y consumo de yemas en ambas especies.

Parametros de las Especie forestal
yemas Pp (n=14) | Pr (n=17)

Longitud (cm) 2.21 1.77
Diimetro (cm) 0.62 0.51
Long./didmetro (cm) 3.54 3.09
Volumen mm’ 290.5 153.38
Mg consumidos 55 39
Mm’ consumidos 58 42
% yema consumida en 20 27.5
relacion al volumen

Referencias: Pp: pino ponderosa; Pr: pino radiata

La tasa relativa de crecimiento promedio result6 significativamente superior en las larvas criadas sobre
P. radiata (U 14,9=95.5 P=0.0001, prueba de dos colas). A diferencia del experimento anterior, el
analisis estadistico de los restantes indices nutricionales no arrojé diferencias significativas (IC:
U 29=247, P=0.258; crecimiento individual: U ;g,9,=234, P=0.554; TRCP: U g,9,=241, P=0.667;
ECL U 14,9 =184, P=0.092; TCsR U ; 59, =247, P=0.258, pruebas de dos colas).
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La TRCP/Peso promedio de las larvas cuya
especie de procedencia es P. radiata resulto
superior con el aumento en el peso fresco de
las larvas, por lo que la curva se ubicé por
encima de la correspondiente a la otra especie

hospedante (Figura 5.8).

No se observé relacion entre el indice de
consumo y el peso final de las larvas criadas en

ambas especies.
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Figura 5.9. Relaciéon entre ECI y TRCP/Peso

promedio.

También se mantiene la relacién ya observada
entre el incremento en el consumo en relacidén

con una reduccién en las eficiencias (Figura

5.10).

Figura 5.8.

Relacion

entre

TRCP/Peso

promedio y peso final.

Asimismo, la relaciéon entre TRCP y ECI result6
similar a la observada en el ensayo con larvas
de P

hospedantes distintos y semejante al experimento

procedentes radiata 'y criadas sobre
de campo con larvas prehibernantes. Nuevamente

de

crecimiento y los pares de valores extremos

resultan llamativas las mayores tasas

correspondientes a bajas eficiencias (Figura 5.9).
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5.1.1.3.2 Analisis de los indices nutricionales y sus relaciones

La tasa relativa de crecimiento promedio en ambos hospedantes fue de 0.01 mg/mg/dia -excepto para
las larvas posthibernantes procedentes de P. radiata-, mientras que los valores de ECI se mantuvieron
entre 5-11% quedando incluidos dentro del rango establecido para otras especies (como se menciond
en la seccion 5.1.1.2) pero inferiores a los obtenidos con las plantas en laboratorio (Cuadro 5.2). Estos
valores de ECI se condicen por lo tanto con las bajas tasas relativas de consumo obtenidas -0.23-0.86
mg/mg/dia- (Cuadro 5.6). Por otra parte los bajos porcentajes de eficiencia obtenidos en trelacién con
el IC indican que las larvas en ambas especies de hospedantes crecen menos en relaciéon con la cantidad
de alimento que ingieren; habitualmente esto se relaciona con los metabolitos secundarios presentes en
el alimento. En este sentido adquieren importancia los compuestos toxicos constituyentes de la resina

que circula por los canales de las yemas/brotes.

5.1.1.4 Aproximacién nutricional cuantitativa para R. buoliana: Caracteristicas organismicas

que influyen en el rendimiento e interacciones entre las tasas y eficiencias nutricionales

Tanto la utilizacién del alimento luego de la ingesta como la eficiencia biologica en los artropodos
inmaduros estan influenciados por factores ambientales bidticos y abiticos y por caracteristicas propias
de los individuos. En este sentido el tamano del cuerpo y los estados de desarrollo son caracteristicas
inherentes a los organismos que desempefian un rol importante, influyendo en los valores y
comportamiento de los indices nutricionales. Respecto de la primera caracteristica mencionada se
observa una tendencia creciente de los valores de las tasas de crecimiento con el incremento en el peso
fresco final de las larvas, hasta alcanzar un valor constante que a partir de determinado peso empieza a
decaer (Figuras 5.2 a-b-c y 5.5).

Con respecto a la distincion entre los estados de desarrollo, se observa que el crecimiento individual de
las larvas o ganancia en peso es mayor en las posthibernantes —entre 3.09 y 7.84mg- que en las
prehibernantes —entre 1,17 y 1,57mg-. Asimismo, la tasa relativa de crecimiento desciende de 0.01 a
0.003 mg/mg/dia considerando los extremos de valores promedio obtenidos en ambas instancias de
desarrollo (temprana y madura). Mientras tanto, las eficiencias en la conversion del alimento se
mantienen o tienden a descender levemente (oscilando entre 5% y 19% para los estados de desarrollo

mas jovenes y entre 6-9% para los mas maduros).

Los valores promedio de la tasa relativa de crecimiento promedio calculada para la especie oscilaron
entre 0.003 y 0.02 mg/mg/dia, mientras que los valores también promedio de ECI se mantuvieron
entre 5-19% quedando incluidos dentro del rango establecido para otras especies, tal como se
mencioné previamente. No obstante, estos valores de ECI quedan comprendidos entre los mas bajos
dentro de los limites de eficiencia, tal como ocurre con las tasas relativas de consumo, que resultaron
bajas en todos los casos -0.17-0.86 mg/mg/dia-. Sin embargo, la relacién inversa observada en todos
los ensayos entre ambos indices se condice con lo que se ha comprobado para el grupo de los

artrépodos.

Por otra parte, estos bajos porcentajes de eficiencia en relacién con el IC indican que las larvas crecen
menos que la cantidad de alimento que ingieren, lo cual podria relacionarse con la presencia de

compuestos aleloquimicos en la resina tales como los fenoles que retardan el desarrollo y disminuyen la
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produccion de biomasa corporal. Entre el indice de consumo y el peso final de las larvas no se observé
relacién. Tampoco resulté clara la relaciéon entre la TRCP y ECI, al observarse una tendencia
ascendente en ambos indices -se incrementa la TRCP a medida que aumenta la eficiencia de las larvas

en la utilizacion del alimento ingerido-.

5.1.2 Preferencias de oviposicion
5.1.2.1 Intensidad de oviposicion

Los ensayos se realizaron durante dos temporadas consecutivas debido principalmente a las dificultades
técnicas suscitadas con la camara climatizada y a las derivadas del procesamiento del material vivo
propiamente dicho, que se fueron subsanando en el transcurso de la temporada a pesar que se perdié
parte del material colectado. Estas contrariedades adquirieron mayor importancia cuando se tiene en
cuenta que los organismos utilizados como insumo para los ensayos se obtuvieron del campo, al no

estar dadas las condiciones para criarlos en laboratorio desde los estados de desarrollo mas jovenes.

Durante la temporada 1999-2000 se recolectaron aproximadamente 500 brotes infestados de ambas
especies forestales. De estos brotes se extrajeron 236 pupas macho y 265 pupas hembra de pino radiata,
mientras que de pino ponderosa se obtuvieron 110 pupas macho y 127 pupas hembra. Una cantidad
similar de brotes infestados se recolecté durante la temporada 2000- 2001 de los que se extrajeron 335
pupas macho y 293 pupas hembra de pino radiata, mientras que de los brotes de pino ponderosa se

obtuvieron 172 pupas macho y 225 pupas hembra.

Las 48 jaulas preparadas para los ensayos emplearon 16% de las pupas colectadas y criadas. Son varios
los motivos a los que pueden atribuirse pérdidas tan significativas: entre ellos cabe destacar
principalmente la mortalidad producida por la contaminacién con hongos y la deshidrataciéon de las
pupas en la heladera. Por otra parte, una proporciéon importante de adultos no pudo emplearse por la
falta de sincronizacién en su emergencia ademas de los que emergieron en mal estado con alas mal
extendidas o defectuosas. Asimismo, hubo jaulas en las que no se registraron oviposturas por lo que no

fueron consideradas en el analisis.

Las pupas obtenidas de brotes de P. radiata resultaron mas livianas que aquellas obtenidas de P.
ponderosa:: las hembras y machos procedentes de la especie citada en primer término pesaron en
promedio 39.53 mg y 24.18 mg; mientras que las hembras y machos procedentes de la segunda especie
pesaron en promedio 50.27 mg y 29.07 mg respectivamente (t,= -8.621; P= 0.0001; gl.= 499 para
muestras no apareadas de pupas machos y t,= 10.554; P= 0.0001; g.1.= 488 para muestras no apareadas
de pupas hembras; ambas pruebas de dos colas). Estas diferencias no pueden relacionarse directamente
con la especie de planta hospedante donde el insecto se alimenta, puesto que difieren las situaciones de
las plantaciones de donde se extrajeron los brotes infestados con las pupas. Entre otras variables, la
densidad de poblacién, las condiciones ambientales y la edad de la plantacion influyen en el tamafio y
peso alcanzado por los organismos. Cabria esperar que la fecundidad de los adultos emergidos de las
pupas con mayor masa corporal o bien el tamafio de los huevos resultara superior a la de aquellas de

menor masa O peso.
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En lo que respecta a la fecundidad resulté llamativo que en todos los ensayos el recuento total de
huevos por jaula fue inferior al promedio que potencialmente cada hembra es capaz de depositar,
alcanzando 66 el valor maximo registrado. Algunos autores (Miller y Neiswander 1955, Pointing 1961)
sefialan que cada hembra es capaz de oviponer entre 168 y 116 huevos en condiciones de laboratorio.
Asumiendo que todas las hembras liberadas en las jaulas depositaron huevos en las ramas hospedantes
ofrecidas, el numero de huevos promedio por cada hembra fue 9. Es probable que esta suposicion
sobreestime la eficiencia de las hembras que no depositaron huevos y subestime la de aquellas que si lo
hicieron, pero la metodologia seguida para la evaluacion de la intensidad de oviposicion no permite
independizar esta variable. Una explicaciéon plausible para este déficit es que las condiciones bajo las
que se criaron las pupas y se conservaron los adultos en las jaulas de cria durante el ensayo fueron

sub6ptimas, como se discutirda mas adelante.

En concordancia con la diferencia en la masa corporal entre las pupas de ambas procedencias se
observé que los huevos depositados por las hembras procedentes de P. ponderosa resultaron de mayor
tamafio que los depositados por las hembras de la otra procedencia. La relaciéon promedio diametro
mayor/didametro menor fue 1.45 mm para P. ponderosa y 1.34 mm para P. radiata (t;= -26.662; P=
0.0001 gl1.=213; prueba de dos colas). Los diametros promedio mayor y menor de los huevos
depositados por las hembras procedentes de P. radiata fueron 0.9 mm y 0.67 mm respectivamente

mientras que para la otra procedencia fueron 0.97 mm y 0.67 mm respectivamente.

De las seis variantes originalmente propuestas se llevaron a cabo cuatro de ellas:

a) R buoliana procedente de P. radiata + hospedante ofertado P. ponderosa.

b) R. buoliana procedente de P. ponderosa + hospedante ofertado P. radiata.

©) R buoliana procedente de P. radiata + hospedantes ofertados P. radiata y P. ponderosa.
d) R. buoliana procedente de P. ponderosa + hospedantes ofertados P. ponderosa 'y P. radiata.

Para el caso de los ensayos a y b se concretaron seis y cuatro repeticiones (= jaulas) respectivamente,

debido a las dificultades indicadas respecto de la obtencién simultanea de suficiente cantidad de adultos.

Claramente se observa que cuando las hembras no tienen posibilidad de elegir entre distintas especies
hospedantes y se les ofrece solamente una especie que es distinta de aquella de la que procede el
insecto, oviponen igualmente sobre las ramas disponibles. En este sentido las hembras adultas estarfan
priorizando la seguridad de la postura de huevos aunque el hospedante no fuera el mas adecuado,
apreciacion que se discute posteriormente. En dos oportunidades se observaron incluso oviposiciones
en las capsulas de Petri donde temporariamente se habian colocado las hembras una vez retiradas del
ensayo. También se observo que es habitualmente una de las ramas la que concentra la mayor cantidad
de oviposturas por sobre las restantes (Figuras 5.11 y 5.12).
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Figura 5.11.

ramas de P. ponderosa.

Distribuciéon de oviposturas en Figura 5.12. Distribucion de oviposturas en

ramas de P. radiata.

De la misma manera, al analizar la distribucién de las oviposiciones considerando los brotes de cada
una de las ramas ofrecidas, se observo esta “preferencia” aunque no todas las ramas portaban igual
cantidad de brotes (Cuadro 5.8). La secuencia de numeracion de las ramas y brotes responde solamente
al orden en que fueron analizados por lo que no existe correspondencia entre aquellos de igual

denominacion en las distintas jaulas o repeticiones.

Cuadro 5.8. Detalle de la distribucién de las oviposturas en ramas y brotes de ambos hospedantes.

R Rama/Brote n°
- RiBr1 | R1Br2 | R1Bt3 | R1Br4 | R2Brl | R2Br2 | R3Brl | R3Br2 | R3Br3
€0 T I 0 T B 0 YO N 0 YO B 0 YO I 20 T I 20 Y I 0 I B 1))
Pp |Pr [Pp |Pr |[Pp |Pr [Pp |Pr [Pp |Pr [Pp |Pr |Pp |Pr |[Pp |Pr |Pp |Pr
J1 |50 [16.6]6.25|8.33|6.25 | -——- 18.7 | - 12.5 | 41.6 | —— 8.33[6.25[16.6 | - 8.33 | —oom | -
J2 123.5]100 |- | -oomm [ omem | mmmmm [ 2oeem | oo 5.88 | ----- 11.7 | - 29.4 | ----- 23.5 | ----- 5.88 | -----
J3 150 [40.9[16.6 |---== |- | === | === [ == 16.6 [13.6 | ----- 454 116.6 | ---== | === [ === | == | =
J4 152.3[23.8]9.52 |- |- | oo | -oom |- 19.0[28.5]19.0 | 19.0 | - 4.76 | ----- 23.8 | - | -—---
J5 333 |- 222 | oo oo | | e | o [ e T % J) UMY NN DU (N RS P —
J6 137 [ | -ooem | oo [ [ [ [ - N e el N e el Bl el

Referencias: R= repeticion (jaula); Pp= P. ponderosa; Pr= P. radiata; R1Br1= rama 1- brote 1, etc.

El nimero de huevos por puesta oscilé entre uno a cinco, siete y diez atribuyéndose la mayor
frecuencia a la postura unitatia (47%) y a continuacién a aquella de dos huevos/puesta -21% de los
casos-. Las puestas de siete y diez huevos constituyen casos excepcionales pues se registraron a razon
de una vez cada una en la totalidad de los ensayos. Los huevos clasificados como inviables
constituyeron una proporcion baja contabilizando siete en total. Se establecieron cinco categorias para
la ubicaciéon de las posturas en los brotes: cara interna de la acicula, cara externa de la acicula,
braquiblasto, tallo del brote- rama (Foto 5.1) y yema. La ubicacién mas frecuente es sobre las aciculas,
especialmente sobre la cara externa (37%), seguida por la distribucion a lo largo del tallo del brote o de

la rama seleccionada (23%).
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Foto 5.1. Oviposicion sobre el brote. 140x

En lo que respecta a la combinacién de ambas variables, es decir cantidad de huevos por puesta y
ubicacién de la misma, se observé que los huevos son puestos de a uno con mayor frecuencia en la cara

interna y/o externa de las aciculas. A ello le sigue la preferencia por oviponer en forma también unitaria

y sobre el tallo del brote o la rama elegida (Figura 5.13).
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B 1 Huevo/braquibl.

Figura 5.13. Distribuciéon de las combinaciones mas frecuentes de

ubicacién de las posturas y nimero de huevos/puesta.

Dado que los huevos son puestos mayoritariamente de a uno la relaciéon entre el nimero total de
huevos registrados en cada jaula y la cantidad de oviposiciones muestra una tendencia ascendente a
medida que también aumentan ambas variables (Figura 5.14). Las hembras distribuyen aparentemente
en un mayor numero de veces la totalidad de los huevos que potencialmente son capaces de depositar y
no los concentran en pocas oviposiciones mas numerosas. En esta ultima apreciaciéon se asume que
todas las hembras de la jaula han participado en la postura a pesar que la cantidad total de huevos

registrada por cada jaula es muy inferior a aquella que potencialmente podrian poner las hembras en

conjunto.
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Figura 5.14. Relaciéon entre el numero total de

huevos y oviposturas.

En el caso de los ensayos ¢ y d, es decir aquellos de selecciéon simultinea de hospedantes, se
concretaron 18 y 20 repeticiones respectivamente. Los resultados indican que las hembras prefieren
oviponer en sus especies hospedantes originales; la procedencia P. ponderosa deposita mayor cantidad de
huevos sobre esta especie que sobre P. radita (U 14= 76, P=0.002, prueba de dos colas) mientras que
la procedencia P. radiata deposita la mayor cantidad sobre P. radiata (U y, 15=76.5, P=0.002, prueba de
dos colas). Esta preferencia no esta asociada a una fidelidad estricta por el hospedante natal puesto que
las hembras aceptan ambas especies de hospedantes ofrecidas pero depositan mayor cantidad de
huevos sobre aquella de la cual provienen (Figura 5.15). En términos de porcentaje para el total de las
repeticiones expresado por procedencia se observa que la cantidad de huevos depositados sobre la

especie de origen alcanza valores del orden de 49- 54% por sobre la otra especie (Figura 5.10).
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Figura 5.15. Distribucién de la cantidad de

huevos por procedencia.

Aquellos ensayos que contemplaban la oferta de ramas de una sola especie igual a aquella de la que

Figura 5.16. Porcentaje de huevos por hospedante

segun su procedencia y hospedante.

procedia el insecto no se llevaron a cabo por las razones ya explicitadas al comienzo de esta seccion.
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Se observé un alto porcentaje de parasitismo en las larvas que se extrajeron de los brotes de las
localidades de Dina Huapi y Epuyén —O. obscurator, Hymenoptera Braconidae y el hiperparasitoide
Perissocentrus sp., Chalcidoidea, Torymidae-, circunstancia que redundé en un escaso numero de pupas
colectadas. Por este motivo, la recolecciéon de material para los ensayos de la segunda temporada se
realiz6 en las plantaciones restantes. También pudieron observarse larvas de la familia Cleridae

(Coleoptera) depredando pupas de la mariposa.

5.1.2.2 Algunas observaciones sobre el sistema reproductor femenino en relaciéon con la puesta

El sistema reproductor femenino es el tipico de los lepidépteros ditrisios, grupo al cual pertenece esta
especie. Son insectos sinovigénicos puesto que a lo largo de los ovariolos se observan ovocitos en
diferente estado de desarrollo. Esto significa que su longevidad restringe la cantidad de huevos que
puedan depositarse. En este caso el tiempo desempena un rol importante como factor limitante que
afecta su dispersion y oviposicion. Cuanto mayor sea la cantidad de reservas que almacenen las hembras
en el cuerpo graso, mayor sera la energfa disponible para permitir la maduraciéon de los huevos, con lo
que se aumentaria su produccién. En general se cumple que en estos organismos la cantidad de huevos
que podrian depositarse es directamente proporcional al contenido de grasa almacenado en el cuerpo

graso.

Se disecaron 55 hembras en total, las que aun se conservaban frescas al finalizar el ensayo. Aquellos
ejemplares que ya estaban muertos o desecados al retirarse de la jaula fueron desechados. En general se
observé el estado del cuerpo graso de parcial a completamente reducido y constituido por pequefos
paquetes de células muy pequenas e irregulares, a causa de la demanda y del logico consumo energético
durante los siete dias de duracién del ensayo. En todos los ejemplares disecados se hallaron ovocitos en
los ovariolos, y en algunos casos incluso en los ductos laterales y oviducto comun, sugiriendo en este
caso que las hembras podrian continuar con la oviposicién durante algun tiempo. En la mayoria de los
casos se contabilizaron en promedio entre 8-10 ovocitos por ovariolo como numero remanente.
Coincidiendo con aquellas jaulas en las que se registré un bajo numero de huevos, la cantidad de
ovocitos por ovariolo resulté superior a 20. También se observaron ejemplares con sélo 2- 3 ovocitos y
casos extremos en los que las hembras practicamente no depositaron huevos, en cuyo caso los ovarios

estaban plenos de ovocitos que no pudieron cuantificarse claramente.

5.1.3 Crecimiento de las yemas-brotes y caracteres anatémicos de las yemas perforadas
a) Crecimiento de las yemas y brotes

En ambas especies forestales se observo practicamente el mismo patréon general de elongacion y
ensanchamiento diarios promedio de las yemas terminales de los tres estratos considerados. Como era
natural que ocurriese, el crecimiento disminuyé hasta detenerse a medida que se aproximaba la
temporada invernal (Figuras 5.17 y 5.18). Las yemas-brotes de P. ponderosa crecieron menos que los de
P. radiata durante el periodo marzo-abril. En el siguiente periodo de mediciéon (abril-mayo) esta relacion
se invirtio, siendo las yemas-brotes de P. ponderosa las que presentaron el mayor crecimiento.
Corresponde entonces seflalar que hacia finales del periodo vegetativo se produjo una mayor
elongacion y ensanchamiento de estas yemas-brotes, mientras que para P. radiata este incremento

ocurtio con anterioridad.
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Figura 5.17. Crecimiento en longitud de las yemas Figura 5.18. Crecimiento en diametro de las

terminales en ambas especies. yemas terminales en ambas especies.

Las ligeras diferencias registradas en la elongacién y ensanchamiento de los brotes en ambas especies
fueron significativas para el perfodo de crecimiento comprendido entre marzo y mayo (marzo-abril —
Muestreo 3- y abril-mayo —Muestreo 4-) (Cuadro 5.9). Asimismo, el crecimiento en didmetro resultd
superior en P. ponderosa para el periodo febrero-marzo —Muestreo 2- (Cuadro 5.9). El crecimiento de los
brotes de ambas especies hacia el final del periodo, de 0.0003 mm/dfa, resulté similar. La elongacion
diatia promedio para todo el periodo monitoreado resulté de 0.061 mm/dia pata P. radiata y de 0.05
mm/dfa para P. ponderosa, mientras que el incremento en didmetro fue 0.007 mm/difa y 0.008 mm/dia

para una y otra especie.

Cuadro 5.9. Valores significativos y del estadistico U de Mann-Whitney entre los crecimientos de las
yemas de P. radiata y P. ponderosa.

Incremento en Incremento en
Periodo . .,
longitud diametro
muestreo
U P U P

M2 (54,72)=1324 | 0.002
M3 (60,71)=1350 | 0,0001 | (54,71)=1595 | 0.099
M4 (60,69)=1649 | 0,042 | (60,69)=1717 | 0.053

Al comparar la elongacién diaria promedio de las yemas entre arboles clasificados con alta y baja
intensidad de ataque en la especie P. radiata, se observé que la curva de crecimiento de las plantas con
mayor intensidad de ataque se ubic6 por debajo de la correspondiente a los de baja intensidad (Figuras
5.19 y 5.21). A pesar de ello, las diferencias en el incremento diario resultaron significativas para los
periodos monitoreados de febrero-marzo y marzo-abril (Muestreo 2 y Muestreo 3, Cuadro 5.10),
cuando las larvas empiezan a penetrar en las yemas luego de su fase de alimentacién en las aciculas.
Esta pauta de crecimiento se verifico tanto en las yemas terminales como en las laterales pero con
distinto orden de magnitud. Las diferencias en el incremento diario fueron significativas para los
mismos perfodos ademas del de abril-mayo —Muestreo 4- (Cuadro 5.10). Es decir, las plantas cuyas

yemas sostuvieron un ritmo de elongacion diario promedio inferior durante este periodo son aquellas
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que sufrieron una alta intensidad de ataque. En este sentido, la velocidad de crecimiento podria

desempefiar, entre otros factores, un rol importante en la intensidad de ataque a la planta.

De la misma manera, dada la similitud de los resultados, podria hacerse la analogia entre las yemas en
ambos hospedantes asumiendo entonces que el crecimiento mas lento de los brotes de P. ponderosa
estarfa predisponiendo a las plantas a una mayor intensidad de ataque. Dado que la mayor parte de las
plantas estudiadas no estaban atacadas o bien la intensidad de ataque era baja, se infiere que la
intensidad de ataque en esta especie no se relaciona estrechamente con el crecimiento de sus brotes,
sino que la misma podria estar influenciada primariamente por otros factores los que se mencionaran

mas adelante.

En lo que respecta al incremento en diametro, la relacién es mas clara en las yemas laterales, ya que las
diferencias en los incrementos resultaron significativas para los mismos periodos (Figuras 5.20 y 5.22).
Se observé que en las plantas con alta intensidad de ataque estas yemas tuvieron un menor ritmo de
crecimiento en diametro hacia fines del perfodo (Muestreo 3 -M3- y Muestreo 4 —M4-) para luego
detenerse (Figura 5.22). Es decir, para los periodos M3 y M4, los crecimientos en longitud y diametro
de las yemas de plantas con mayor intensidad de ataque resultaron inferiores que los de las yemas de
plantas con baja intensidad de ataque (Cuadro 5.10). En el caso de las yemas terminales la relaciéon no
resulté tan clara, coincidiendo un mayor incremento en diametro con un menor incremento en longitud

para el periodo febrero- marzo (M2) y un mayor ensanchamiento para el altimo periodo.
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Figura 5.19. Crecimiento en longitud de las Figura 5.20. Crecimiento en diametro de las
yemas terminales en P. radiata con diferente yemas terminales en P. radiata con diferente

intensidad de ataque. intensidad de ataque.
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Figura 5.21. Crecimiento en longitud de las Figura 5.22. Crecimiento en diametro de las

yemas laterales en P. radiata con diferente yemas laterales en P. radiata con diferente

intensidad de ataque. intensidad de ataque.

Cuadro 5.10. Valores significativos de la prueba de Wilcoxon para los crecimientos de las yemas entre

pares de plantas con baja y alta intensidad de ataque en P. radiata.

Periodo Yemas terminales Yemas laterales
muestreo | Increm. long. | Increm. didam. | Increm. long. | Increm. diam.
M1
M2 0.012 0.018 002 |-
M3 0.018 | - 0.02 0.02
M4 | - 0.045 0.024 0.007

b) Cambios generales observados en los tejidos de las yemas atacadas

La perforacién producida por las larvas en las yemas parece ocasionar respuestas similares en ambas
especies. El aspecto global es el de desorganizacion general de los tejidos observandose los cambios
mas marcados en el tejido parenquimatico. En la zona del dafio, donde la larva comienza a alimentarse,
este tejido se necrosa y la necrosis se extiende a través de la yema en mayor o menor grado, segun la
magnitud del dafio. La necrosis del tejido avanza siempre a través de las células parenquimaticas y
alcanza la médula; los radios parenquimaticos también resultan afectados en este avance. Esta afeccion
se observa en los cortes efectuados tanto a la altura de la horadaciéon producida por la larva, como por
encima y por debajo de la misma, como si dichas células desempefiaran un rol en la transferencia de los

estimulos que propician estos cambios en el tejido.

La desorganizacion del tejido es producida por el aspecto que adquieren las células parenquimaticas en
la zona inmediata al dafio. Lla forma de las células se torna cuadrangular o subcuadrangular y se observa
un cambio en el sentido de divisiéon de las mismas, el que se hace perpendicular con respecto al
parénquima no afectado y de aspecto normal. Asimismo, cuando las yemas estan curvadas, indicando
que se han recuperado del ataque, se observa un cambio en la disposiciéon general circular de los haces

vasculares puesto que el anillo aparece incompleto en la zona recuperada, donde se forma tejido
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parenquimatico. La disposicion de los haces en la yema depende entonces de la forma y alcance del

dafio que compromete a este tejido.

En general se observé que las células parenquimaticas de la medula y algunas células del parénquima
cercano a la zona de la herida posefan gran cantidad de granulos con contenido celular e incluso sus
paredes celulares mas engrosadas. El espesor medido en las paredes no engrosadas resulté del orden de
2.44p mientras que el de las paredes engrosadas oscilé entre 4.88p y 6. Modificaciones similares han
sido descriptas en otras especies forestales y para las células parenquimaticas del floema frente al ataque
de hongos patégenos transportados por insectos (Franceschi ez al 1998, Nagy ez al. 2000). Estas
reacciones son consideradas como parte del sistema de defensas constitutivas de la planta, en la que se
involucran sustancias como polifenoles, granulos de almidén y gotas lipidicas (Franceschi e a/. 1998). El

conocimiento de la naturaleza de estas sustancias queda fuera del alcance de este estudio.

En las yemas donde la larva apenas habfa horadado el tejido se observo en general una especie de tapon
de resina en forma de cufa a partir de la zona de los canales comprometidos y sin modificaciones en
los restantes tejidos. Esta reaccion en el sitio del dafio podria consistir en una respuesta masiva
tendiente a constituir una barrera para sellar la herida, puesto que el dafio no tuvo mayor alcance

cuando la yema fue abandonada por la larva.

c) Cantidad y supetficie ocupada por los canales resiniferos

El nimero de canales en los preparados de las yemas de P. radiata observados oscil6 entre 13 y 17,
mientras que en P. ponderosa resultdé mayoritariamente 13, en concordancia con lo establecido para la
especie segun las observaciones efectuadas por Sacher (1954). Sin embargo, en dos oportunidades se
contabilizaron nueve y siete canales. Los canales observados en las yemas de P. radiata resultaron en
promedio de menor diametro (74.5, en un rango amplio comprendido entre 44 y 105p) que aquellos
observados en las de P. ponderosa (valor promedio de 121.5, con un minimo de 80u y un maximo de
178L), lo cual redunda en una menor superficie total promedio abarcada por los mismos. La superficie
conjunta ocupada por estos canales duplicé en P. ponderosa a su correspondiente en P. radiata 3T\ y
16p* respectivamente que representan 1% y 0,5% de la superficie de corte de las yemas). El test U
arroj6 diferencias significativas entre ambas especies para la superficie individual de los canales
resiniferos (U 5,5=13; P= 0.009). Ello adquiere especial relevancia considerando que estos canales aun
no se han diferenciado completamente al momento de realizarse los cortes, pues esto no ocurre hasta
que no se haya detenido el crecimiento de las yemas en el otofio, cuando los canales se ensanchan y

alargan casi hasta el apice de las yemas (Sacher 1954).

En este sentido, podria asumirse que las yemas-brotes de P. ponderosa estan mejor defendidos en lo que
a aspectos estructurales se refiere, pues su sistema de canales ocupa un area mayor en la yema y
constituye el sistema de defensa primario de la planta contra el ataque de las larvas. Harris (1960) ha
establecido para otras especies de Pinus sp. que las yemas mas pequefas tienen canales resiniferos mas
pequenos y por lo tanto producen menos cantidad de resina. No obstante, no soélo la cantidad de resina
producida es importante sino que otros factores relacionados con su composicién fisica y quimica
desempefian un rol importante en la defensa de la planta (Harris 1960, Hodges ez 2/ 1979, Panda y
Kusch 1995, De Groot y Turgeon 1998, Barbosa y Wagner 1987).
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5.1.4 Himenopteros parasitoides y porcentaje de parasitismo

En la zona de muestreo solo se detectaron parasitoides e hiperparasitoides de larvas. El parasitoide
larval determinado es el braconido Orgilus obscurator (Ness) (Fotos 5.2 y 5.3), especie que fue introducida
conjuntamente con la plaga como se mencion6 oportunamente. Esta especie esta presente en todas las
plantaciones monitoreadas aunque en diferente grado. El muestreo sistematico durante las tres
temporadas sucesivas en la plantacion de P. radiata cercana a la ciudad de Esquel registr6 un incremento
sostenido muy importante en los niveles de parasitismo de este controlador biolégico (Cuadro 5.11). El
aumento fue de 20% entre las dos primeras temporadas y alcanzé 30% entre las temporadas T2 y T3.
De esta forma, este controlador biolégico estarfa contribuyendo fuertemente a reducir la densidad

poblacional de la plaga. Sin embargo, no se cuenta con datos de densidad como para establecer una

comparacion al respecto.

b_. b

Foto 5.2. Larva de O. obscurator en brote de pino. Foto 5.3. Capullo pupal de O. obscurator en brote
120x de pino. 70x

Cuadro 5.11. Estado sanitario de las larvas colectadas y disecadas.

Larvas vivas Larvas Larvas muertas Total
parasitadas larvas

% N° % N° % N°
Temp. 00| 91.06 | 1171 5.68 73 3.26 42 1286
Temp. 01| 67.31 1007 | 26.80 401 5.89 88 1496
Temp. 02| 28.55 475 57.27 953 14.18 236 1664

En lo que se refiere a las larvas proximas a pupar se observaron ocasionalmente ejemplares muertos
con una oquedad en la zona ventral (Foto 5.4), similar a los efectos producidos por las hembras
fisogastricas de acaros tarsonémidos que habitualmente parasitan pupas de lepidopteros. No obstante,
los agentes de control no pudieron detectarse para identificarlos. Asimismo se registraron, también

eventualmente, algunos casos de predacion que no fueron identificados ni cuantificados (Foto 5.5).
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p' L e A
Foto 5.4. Larva parasitaza proxima a pupar. 65x  Foto 5.5. Larva predada proxima a pupar. 120x
La presencia de hiperparasitoides se detect6é tnicamente a partir de la Gltima temporada de monitoreo.
Se trata de un chalcidoideo gregario (Torymidae, Monodontomerinae) correspondiente al género
Perissocentrus cuya especie no pudo ser identificada (Fotos 5.6 y 5.7). Las larvas y pupas de este

hiperparasitoide se encuentran en los brotes afectados en las proximidades del capullo pupal de O.
obscurator.

Foto 5.6. Larvas gregarias de Perissocentrus sp. Foto 5.7. Pupas gregarias de Perissocentrus sp. 80x
120x
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5.2 Modelo fenoldégico basado en la acumulaciéon de grados dia (GD)
5.2.1 Relacion entre la acumulacion de grados dia y el vuelo estacional de R. buoliana
5.2.1.1 Capturas en trampas

Los primeros machos se capturaron el 03/12 en la temporada 1999-2000, el 17/12 en la temporada
2000-2001, el 5 /12 en la temporada 2001-2002 y el 29/12 en la temporada 2002- 2003 mientras que las
ultimas capturas se registraron el 10/01, el 8/02, 21/01 y 10/02 para la primera, segunda, tercera y
ultima temporada respectivamente (Cuadro 5.12). La cantidad de machos capturados fue similar para la
primera y tercera temporadas de muestreo —1227 y 1170 respectivamente-, mientras que para la segunda
fue 139 y 392 para la dltima temporada. La diferencia de la segunda temporada respecto de la primera y
tercera podria explicarse por los fuertes vientos y lluvias que predominaron durante el periodo,
disminuyendo drasticamente y/o dificultando el vuelo durante el petfodo monitoreado —Ver referencias
en Cuadro-. Por otro lado, la baja cantidad de adultos capturados durante la temporada 2002- 2003
podria deberse al muestreo destructivo que se llevé a cabo durante cuatro afios consecutivos sumado a
las condiciones climaticas predominantes durante este perfodo, las que consistieron en vientos fuertes
de hasta 100 km/hora.

Segun Green (1962) el vuelo de la mariposa del brote disminuye significativamente por debajo de los
11-12°C, en tanto la lluvia tiene un efecto variable dependiendo de su intensidad. En este sentido se

observa habitualmente que el vuelo disminuye significativamente cuanto mas intensa es la lluvia.
En el segundo sitio de monitoreo seleccionado se capturaron un total de 403 machos adultos entre el

28/11/01 y 08/01/02. En este sitio el petiodo de vuelo resultd ser de una semana menos de duracion

respecto del registrado en la plantacién monitoreada durante las cuatro temporadas consecutivas.
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Cuadro 5.12. Detalle de los GD acumulados y porcentaje de captura acumulada en cada fecha de muestreo y para cada temporada.

Temporada 1999- 2000

Temporada 2000- 2001

Temporada 2001- 2002

Temporada 2002- 2003

Fecha |% capt. | GD acum. Fecha | % capt. | GD acum. Fecha | % capt. | GD acum. Fecha % capt. | GD acum.
03/12/99 ¢ 4 10.80 17/12/00 0.72 10.55 05/12/01 0.17 9.95 29/12/02 0.77 7,67
06/12/99 | 4.16 31.40 21/12/00 5.75 47.33 10/12/01 1.45 45.05 5/01/03 10.71 64,98
14/12/99 | 25.92 123.19 25/12/00* | 10.07 82.09 14/12/01 13.99 92.01 9/01/03 45.92 118,56
21/12/99 | 39.7 194.70 29/12/00 | 10.79 105.97 21/12/01 | 35.49 168.74 13/01/03 58.67 144,78
31/12/99 | 73.02 289.98 02/01/01 | 43.16 157.02 26/12/01 | 62.80 220.35 16/01/03¢ | 74.74 178,47
03/01/00 | 96.58 316.18 04/01/01° | 65.47 189.47 29/12/01 | 75.94 248.39 20/01/03¢ | 76.02 204,45
10/01/00 100 376.30 08/01/01" | 74.82 234.67 02/01/02 | 90.96 294.47 24/01/03 78.06 222,52
13/01/00 100 380.80 11/01/01 ¢ | 76.26 250.99 05/01/02¢ | 97.87 316.19 27/01/03 92.09 252,53

15/01/01 | 84.17 282.70 08/01/02" | 98.46 344.84 3/02/03 ¢ 97.96 321,58
18/01/01 | 88.49 308.15 12/01/02 | 99.66 382.24 10/02/03 ¢ 100 386,34
22/01/01 | 92.10 341.68 18/01/02 | 99.83 446.90 17/02/03 100 437,47
25/01/01 | 94.96 373.20 21/01/02 100 488.30

29/01/01 | 98.56 410.17 24/01/02 100 526.70

05/02/01 | 99.28 468.14

08/02/01 100 491.09

12/02/01 100 518.63

. a . .. b . . c .od .
Referencias: = lluvia torrencial; ~ lluvia intensa y viento; ~ lluvia; = viento fuerte.




5.2.1.1.1 Temperatura umbral inferior del estado adulto

La utilizaciéon del umbral de temperatura apropiado es uno de los factores importantes en el calculo de
los GD. Diferentes autores (Taylor y Shields 1990 fide Palma Prieto 1995, Wang 1960, Higley e al.
1986) afirman que cada uno de los estados de desarrollo de un insecto tiene su conjunto propio de
temperaturas umbrales que se modifican con la edad. Es por ello que las curvas de tasa de desarrollo en
funcion de la temperatura difieren en cuanto a la pendiente y posicién segun el estado de desarrollo del
que se trate. No obstante, se utiliza habitualmente un umbral unico de desarrollo para los diferentes
estados inmaduros lo cual es considerado una simplificacién de la realidad (Hardman 1976 fide Palma
Prieto 1995).

Los GD acumulados -calculados a partir de la primera captura en trampas- son variables en cada una de
las cuatro temporadas de muestreo y para los distintos umbrales estandar considerados, dificultando de
esta forma el calculo del CV para los datos de las cuatro temporadas en conjunto (Cuadro 5.13). Por
esta razon los valores se agruparon en dos grupos de acuerdo a las temporadas que comprendieran los
datos mas similares entre ellas (grupo 1: temporadas 1999 y 2002 y grupo 2: temporadas 2000 y 2001) y

que permitieran asi obtener un valor esperable de temperatura umbral.

De esta manera el umbral inferior se estimé en 4.2 °C para ambos grupos de valores establecidos
(Cuadro 5.13). Asimismo, este mismo umbral de temperatura se obtuvo para predecir el vuelo
estacional calculado a partir de una fecha calendatrio fija (en este caso 01/07), tal como lo aplican otros
modelos (Regan ¢# a/. 1991 y Richmond ez 4/ 1983), como se tratara mas adelante. Sin embargo, este
valor tedrico obtenido dista mucho de aquel de —2.2 °C estimado para la misma especie en el oeste de
Oregon (Regan ez al. 1991), aspecto que se discutira posteriormente. Por otro lado, el estudio efectuado
por Richmond ez a/ (1983) para estimar la temperatura umbral inferior de los adultos de Rhyacionia
frustrana Comstock, una especie afin que también se alimenta en las yemas y brotes de Pinus sp.
(Johnson y Lyon 1991), establecio la temperatura umbral inferior en 4.2 °C luego de siete temporadas

consecutivas de monitoreo.

Estos umbrales tedricos resultan bajos puesto que habitualmente los umbrales inferiores para aquellos
insectos que habitan en ambientes calidos o templados es generalmente 10 °C, mientras que para los
que viven y se alimentan sobre la superficie del suelo, arboles y arbustos los valores oscilan entre 5 °C 'y
10 °C. Los valores superiores de temperaturas umbral corresponden a algunas especies tropicales y
oscilan entre 15 °Cy 16 °C (Hale 2000).
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Cuadro 5.13. Seleccion de la temperatura umbral inferior para el estado adulto a partir de la primera
captura
T® GD acumulados en: . a . b a b
umbral | 1999 2000 | 2001 | 2002 | Media | Media,n| CV,7 1 CV,
-6.2 769.65 1040.2 972.05 829.5 1006.13 799.58 4.79 12.23
-5.2 731.65 987.2 925.05 786.5 956.13 759.08 4.6 11.33
-4.2 693.65 934.2 878.05 743.5 906.13 718.58 4.38 11.18
-3.2 655.65 881.2 831.06 700.5 856.13 678.08 4.14 11.37
2.2 617.65 828.2 784.1 657.5 806.15 637.58 3.87 11.21
-1.2 579.65 775.2 737.19 614.52 756.2 597.09 3.55 11.02
0 534.05 711.6 681.01 563.07 696.31 548.56 3.11 10.78
1.2 488.51 648.07 625.07 511.9 636.57 500.21 2.55 10.53
2.2 450.75 595.29 578.88 469.55 587.09 460.15 1.98 10.3
3.2 413.28 542.79 533.25 427.66 538.02 420.47 1.25 10.07
4.2 376.3 491.09 488.3 386.34 489.7 381.32 0.4 9.79
5.2 340.1 440.67 44421 355.4 442.44 347.75 0.57 9.92
6.2 305 391.79 401.29 317 396.54 311.00 1.69 10.14

2 Media y Coeficiente de variacién de las temporadas 2000 y 2001.
b Media y Coeficiente de vatiacion de las temporadas 1999 y 2002.

5.2.1.1.2 Modelo fenologico

El modelo predictivo que mejor describe el vuelo estacional de los adultos es el que inicia la
acumulacion de GD a partir de la primera captura de los machos en las trampas de feromonas. En este
caso el modelo que mejor se ajusta es el de regresion sigmoidea, que mostrd que ambas variables estan

bien correlacionadas (Fig. 5.23). El modelo tiene la siguiente expresion:
y=ab + cx'/b + x*

siendo *= 0.9558; s= 8.340

donde:

y = porcentaje de captura acumulado,

x = GD acumulados por encima de 4.2 °C,

a, b, ¢, d = parametros del modelo que adoptan los siguientes valores:
a= -0.3317407, b= 229518.62, c= 113.51631 y d= 2.3845703.

De la misma forma la regresion sigmoidea fue la que mejor ajusto la curva obtenida con los datos del
sitio seleccionado en segunda instancia para monitorear el vuelo de los adultos, a pesar de la dificultad
mencionada con el registro de las temperaturas. Los valores de los parametros variaron sensiblemente y
resultaron los siguientes: a= -1.6883174, b= 27712110, c= 113.89834, d= 3.2446582; 1= 0.9658; s=
9.531 (Figura 5.24).
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Figura 5.23. Capturas acumuladas de machos
en vuelo vs. GD acumulados.

Figura 5.24. Capturas acumuladas de machos
en vuelo vs. GD acumulados INTA.

Los porcentajes acumulados de capturas de machos son valores clave en el manejo de esta plaga pues la
eficiencia de los insecticidas estd relacionada con el porcentaje de emergencia de los adultos y de
eclosion de los huevos (Butcher y Haynes 1960). Asimismo, la aplicaciéon de los productos quimicos se
realiza cuando se registra la emergencia de 30-40% de adultos de ambos sexos o bien de 80%,

dependiendo del tipo de compuesto que se aplique (Goycoolea, co. pers.).

Cuando la acumulacién de GD se inicia con una fecha calendario fija considerada, en este caso primero
de julio, tal como se ha empleado exitosamente en otros modelos ya nombrados (Richmond e a/. 1983,
Regan et al. 1991) para predecir el comienzo del vuelo estacional, se destacan dos grupos de datos de
temperaturas similares. El primer grupo reune los GD acumulados para las temporadas 1999 y 2000 y el
segundo grupo reune los GD acumulados para las dos temporadas restantes (Figura 5.25). Por este
motivo no se pudo encontrar una funcién que describa la nube de puntos obtenida en el grafico y por
lo tanto se analizaron los datos agrupados de a dos temporadas de acuerdo a la mayor similitud de
temperaturas acumuladas. De esta forma se obtuvo el mismo umbral inferior de desarrollo (calculado
pata el petiodo comprendido entre el 01/07 y la tltima captura) que el calculado a partir de la primera

captura en las trampas y estimado en 4.2 °C (Cuadro 5.14).
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Cuadro 5.14. Seleccion de la temperatura umbral inferior para predecir el inicio del vuelo a partir del 01

de julio.

T® GD acumulados en: . a . b a b
umbral | 1999 2000 2001 200z | Media," | Media,” | CV, cv,
62 | 2314.62 | 2401.41 | 185821 | 213536 | 2358.02 | 1996.79 | 2.6 0.81
52 | 215735 | 2233.66 | 170852 | 1956.78 | 219551 | 1832.65 | 2.46 9.58
42 | 2001.09 | 206692 | 1560.74 | 1780.32 | 2034.01 | 1670.53 | 2.29 9.29
32 | 184625 | 1901.77 | 141548 | 1607.11 | 1874.01 | 1511.30 | 2.09 8.97
22 | 169323 | 1738.61 | 127351 | 143827 | 171592 | 1355.89 | 1.87 8.59
12 | 154272 | 157826 | 113578 | 1274.63 | 1560.49 | 120521 | 1.61 8.15

0 1366.34 | 1385.00 | 977.82 | 1086.97 | 1375.72 | 103240 | 0.96 7.48
1.2 1195.82 | 1206.63 | 829.97 | 911.92 | 120123 | 87095 | 0.64 6.65
2.2 1059.02 | 1064.88 | 716.02 | 777.38 | 1061.95 | 74670 | 0.39 5.81
32 92796 | 930.86 | 610.96 | 653.82 | 92941 | 63239 | 022 479
42 80439 | 80558 | 514.66 | 53333 | 80499 | 52400 | 0. 2.52

5.2 6892 | 69045 | 427.66 | 443.66 | 689.83 | 43566 | 0.13 2.6

2 Media y Coeficiente de variacién de las temporadas 1999 y 2000.
b Media y Coeficiente de variacién de las temporadas 2001 y 2002.

120
g @ 1999-2000
S.00 | & 2000- 2001
21007 @ 2001-2002 o " .A.AAA “
E oo |# 20022003 4
Z - e
o ™ A
o\o 60 7 *
*
40 - ¢
20 ¢
y A
0 T T ' T QF T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
DGacum. (°C)

Figura 5.25. Capturas acumuladas de machos en

vuelo vs. GD acumulados a partir del 1 de julio.

La utilizacién de otro evento biolégico tal como la deteccion de la primera pupa en terreno tampoco
permitié predecir satisfactoriamente el inicio del vuelo. La acumulacién de temperaturas desde el
registro de la primera pupa en los brotes hasta la primera captura de machos en trampas resulté muy
diferente entre las tres temporadas: 360.32 GD (2000-2001), 180.6 GD (2001-2002) y 285.11 GD
(2002-2003), mostrando tres curvas bien diferenciadas y desplazadas entre si (Figura 5.26). Esta
diferencia puede deberse en parte a un error en el muestreo que imposibilit6 la deteccién de la primera

pupa en el momento correcto, si bien las fechas calendario si resultaron similares entre si (entre el
07/11y23/11).
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Figura 5.26. GD acumulados a partir del registro

de la primera pupa vs. captura de machos.

Otra explicacion posible a las diferencias térmicas entre temporadas se basa en la observacion del
comportamiento de la temperatura en afios sucesivos, es decir, conocer qué tan variable puede ser la
temperatura para una misma época del afio pero en los diferentes aflos de una extensa serie. En este
sentido, la informacién correspondiente no es accesible y sélo se pudo disponer de los datos de las
temperaturas tomadas a las 12hs. de una serie de 15 afios (comprendidos entre 1985-2000) en una

estacion meteorologica situada aproximadamente a 23 km de la ciudad de Esquel.

De este analisis surge que las temperaturas pueden ser altamente variables entre las distintas temporadas
en los afios sucesivos (Figuras 5.27 y 5.28). En este caso se grafican los meses de verano e invierno en
que se registran las temperaturas mas altas o las mas bajas, considerando la temperatura mensual
promedio a las 12hs. Con estos datos no es posible observar una tendencia de las curvas hacia
temporadas mas calidas o frias pero si se puede observar claramente que si el presente estudio ocupd
s6lo cuatro temporadas, corresponde a una pequefia fraccién en una extensa serie que perfectamente
podria abarcar casos extremos de temperaturas para los afios comprendidos en el mismo. De esta
forma se podtia estar incluyendo un periodo sumamente variable que obviamente introduce demasiada
variacion entre temporadas impidiendo un buen del ajuste del modelo. En este caso podtia seguirse el
monitoreo durante varias temporadas (siendo altamente deseable que se pueda incorporar un numero
elevado, usualmente se consideran 8- 10 afios sucesivos) a fin de abarcar la mayor variacién posible y
concluir si es posible o no ajustar el mismo. También es valido tener en cuenta que este método

predictivo puede no ser aplicable para R. buoliana.
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De la misma manera, si se grafican las temperaturas medias mensuales para las tres temporadas
completas monitoreadas durante el estudio, se observa que en algunos meses la variaciéon entre

temporadas es importante (Figuras 5.29 y 5.30).
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Figura 5.29. Variacion de la temperatura mensual Figura 5.30. Variacién de la temperatura mensual

promedio para las temporadas 2000- 2002 durante promedio para las temporadas 2000- 2002

los meses mas frios. durante los meses mas calidos.

En la figura 5.31 se observa que en las curvas de capturas no acumuladas aparece una mayor
concentracion de valores de porcentajes de captura en torno a un valor central de GD. Sin embargo,
este valor central de GD no coincide para las cuatro temporadas sino que hay un desplazamiento entre
ellas indicando una diferencia minima de aproximadamente 50 GD entre las temporadas 2000-2001 y
2001-2002 y de 200 GD entre la primera y la dltima. Una de las posibles explicaciones podria ser que se
comenzé a registrar la acumulacion de los GD a partir de la primera captura de un macho en vuelo;

concretamente 03/12/1999 para la primera, 17/12 para la segunda temporada, 05/12 para la tercera y
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29/12 para la ultima. Ese retraso de aproximadamente dos semanas en la segunda temporada y tres
semanas en la cuarta respecto de la primera y la tercera, sugiere que puede haber habido diferencias
importantes en las temperaturas previas a las fechas de las primeras capturas de machos en vuelo. Sin
embargo, este efecto se deshecha puesto que la acumulaciéon de temperaturas de los 30 dias previos a la
fecha de la primera captura fue de 287 GD, 160 GD y 213 GD para la segunda, tercera y cuarta
temporada respectivamente (no se dispone de los registros previos a la captura correspondiente a la
primera temporada de muestreo). Por el contrario, un hecho que llama la atencién es que las
temporadas que acumularon mayor cantidad de GD antes del registro de la primera captura son
aquellas en las que se observa el retraso que se menciona precedentemente. Precisamente entre estas

temporadas se observa el menor desplazamiento entre curvas respecto del valor central de GD

especificado.
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Figura 5.31. Capturas no acumuladas de machos  Figura 5.32. Capturas no acumuladas de
adultos en vuelo vs. GD acumulados. machos adultos en vuelo vs. GD acumulados en
INTA.

Los maximos porcentajes de captura no acumulados resultaron similares entre las temporadas y
variaron entre 27% y 35%. Las caidas y luego los ascensos que se observan en las curvas se deben a las
condiciones climaticas preponderantes durante los dias comprendidos en ese periodo. Una escasa
cantidad de machos capturados en las trampas se corresponde con dias de vientos muy fuertes y/o
lluvias torrenciales ocurridos entre las fechas de registro de las trampas, explicando de esta manera las

oscilaciones mas marcadas en las curvas.

A pesar de la naturaleza de los datos de temperaturas disponibles para la segunda plantacién
monitoreada, se observo que el valor central de GD es practicamente coincidente en ambos sitios de
muestreo (220 GD en la primera plantaciéon y 211 GD en la segunda) con una diferencia de siete dias

entre ambos registros (Figuras 5.31 y 5.32).

5.2.1.2 Conteo de exuvias

La curva de emergencias de adultos de ambos sexos tendi6 a ser sigmoidea (Figura 5.33), como se ha
obtenido para otras especies como R. frustrana (Comstock) (Richmond e a/. 1983). Las oscilaciones que

se aprecian pueden atribuirse a la pérdida de exuvias por el viento, a la dificultad para detectarlas en
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ramas muy atacadas o bien a que las fechas de registro no se corresponden necesariamente con las de
emergencia de los adultos, pues las exuvias pueden caer en forma inmediata o permanecer en el arbol
durante cierto tiempo. Por otro lado, hay que considerar que no emerge el 100% de las pupas debido al
parasitismo y a la predacion, entre otras causas. Si bien las larvas parasitadas no se consideraron en el
calculo de los porcentajes de emergencia, se destaca que a partir de la captura del primer macho se
extrajeron 43 larvas -22 pertenecientes al estadio cinco y 21 al estadio seis- de un total de 1100 brotes
disectados. El 67% de estas larvas estaban parasitadas con el braconido O. obscurator, por lo que no

alcanzarfan el estado de pupa (Cuadro 5.15).
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Figura 5.33. Curva de emergencia de adultos de

ambos sexos vs. GD acumulados.

Cuadro 5.15. Muestreo de exuvias y porcentaje de emergencia de adultos.

NP° larvas NP° pupas .
Fecha NP° exuvias | % emerg.
Parasit. | No parasit. | Total | Machos | Hembras | Total

17/12/00 0 8 8 47 37 84 0 0
21/12/00 17 5 22 62 59 124 0 0
25/12/00 4 0 4 94 81 175 8

29/12/00 1 1 2 56 53 109 18 14
02/01/01 1 0 1 20 29 49 39 44
04/01/01 0 0 0 25 15 40 49 55
08/01/01 0 0 0 10 21 31 40 56
11/01/01 0 0 0 13 22 35 34 49
15/01/01 5 0 5 2 3 5 42 81
18/01/01 0 0 0 1 8 9 53 85
22/01/01 0 0 0 0 4 4 53 93
25/01/01 0 0 0 2 3 5 44 90
29/01/01 0 1 1 2 1 3 51 93
05/02/01 0 0 0 0 0 0 33 100
08/02/01 0 0 0 0 0 0 35 100
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Las trampas con feromonas capturaron el primer macho ocho dias antes de que fueran detectadas las

primeras exuvias en los brotes ratificando asi su confiabilidad como método de deteccion.

5.2.2 Relacion entre los estados de desarrollo inmaduros y los GD acumulados
5.2.2.1 Estado de huevo

El periodo completo de existencia de este estado requirié 436 GD, 577.17 GD, 581.01 GD y 394.27
GD para la primera, segunda, tercera y cuarta temporadas respectivamente (Cuadro 5.16). Las
temperaturas medias de cada etapa que comprende el periodo estimado de presencia del estado de
huevo (oviposicién e incubacién) resultaron similares entre la primera y tercera temporadas, mientras
que las diferencias oscilaron entre 1.87 °C y 2.25 °C para las dos restantes y respecto del maximo valor
de temperatura media (Cuadro 5.16). Estas diferencias son importantes, pues el periodo de incubacion
se extiende un dfa mas en el tiempo por cada grado centigrado menos en la temperatura media del
periodo considerado (Robredo 1978). Estudiando la relacién entre la temperatura y los periodos de
oviposicioén e incubacién, este autor observo que a 18.5 °C de temperatura media, el periodo de

incubacién comprende 12 dias.
Diferentes autores precisan un periodo de incubacién que oscila entre 9 y 18 dias (De Gryse 1932,
Miller y Neisswander 1955 fide Robredo 1978, Pointing 1963). A pesar de comprender un intervalo

amplio, estos valores concuerdan con la estimaciéon obtenida en este estudio (Cuadro 5.16).

Cuadro 5.16. Periodo de presencia y GD acumulados para el estado de huevo.

Periodo T° Duracién Periodo de GD
considerado Media | periodo incub. presencia acum.
(°C) (dias) estimado * presencia
8/12/99 al 14.90 15 8/12/99 al 436
3/01/00 18/01/00
22/12/00 al 13.27 17 22/12/00 al 577.17
5/02/01 22/02/01
10/12/01al 14.55 15.5 10/12/01 al 581.01
18/01/02 2/02/02
3/01/03 al 13.03 17.5 3/01/03 al 394.27
03/02/03 20/02/03

* Estimado a partir del quinto dfa de la primera captura y prolongando el numero de dfas de incubacién de acuerdo con el
periodo considerado a partir de la fecha anterior al 100% de vuelo.

Los GD acumulados para todo el periodo de presencia de este estado estimados en base al monitoreo
efectuado con las bolsas de malla resultaron 333.1, es decir sensiblemente inferiores respecto de los
anteriormente estimados. Sin embargo, no se obtuvieron los resultados esperados empleando este
método. En la mayoria de las mismas se hallaron los adultos muertos y se registraron pocos huevos
(Cuadro 5.17). En la mayorfa de los casos los huevos ya habian eclosionado, por lo que tampoco se
pudo estimar el momento real de su presencia. Esto puede explicarse en parte por la imposibilidad de
manipular la cantidad y el sexo de las pupas sin extraerlas de los brotes, de forma tal de no
comprometer su viabilidad en el campo; tampoco es posible sincronizar la emergencia de los adultos

para facilitar la copula entre los que se encuentran en la misma bolsa. Por tales motivos este
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procedimiento sélo se llevé a cabo durante la primera temporada de muestreo y por lo tanto los GD

acumulados para el estado de huevo se estimaron en base al periodo de emergencia de los adultos, tal

como se precisé anteriormente.

Cuadro 5.17.. Resumen del recuento de las bolsas de malla por fecha de muestreo.

Fecha de Huevos Larvas Pupas Adultos
recoleccion | N° | Condicion |N° |Estadio N° |Condicion |N° |Condiciéon
10/12/99 R — 15 |3L5-12L6* 11 |V 2 |M
17/12/99 15 |s/eclosionar | 10 |6 10 |V 5 |M
26/12/99 17 |2s/eclos.,, 15| 13 [4L6-9L1 8 |V 7 13V, 4M
eclosados

3/01/00 19 |3 s/eclos., 3 14 |11L1, 3L6 9 |5V, 4M 9 |2V,7M
inviables, 13 parasitadas
eclosados

10/01/00 11 |3 inviables, 8| 9 |7 L1, 2L6 1 |M 8 [3V,5M
eclosados parasitadas

18/01/00 5 |3 eclosados, | ----—- |--—--- 5 9 M
2 s/ eclosar

26/01/00 12 |3inviables,9 | 9 |5L2 413 2 13 |M
eclosados

3/02/00 20 | eclosados 16 |[2IL1,51.2, 913 | ~———- | ——-- 10 |M

9/02/00 7 | eclosados 12 | 312,913 1 |M 9 |-

* Las larvas L5 y L6 corresponden a la temporada anterior 1998- 1999. M: muerto; V: vivo

5.2.2.2 Estado de larva
5.2.2.2.1 Estadio larval L1

El primer registro de L1 para la primera temporada (T1) corresponde al 04/01 y el ultimo al 10/02,
para la segunda temporada (T2) la primera larva se registré el 20/01 y la ultima el 08/03, y para la
temporada restante (I3) el perfodo se halla entre 08/01 al 13/02. La temperatura umbral inferior
estimada para este estadio es 7.2 °C, que es el umbral estandar seleccionado que arrojé el menor

coeficiente de variacién (Cuadro 5.18).
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Cuadro 5.18. Seleccion de la temperatura umbral inferior para el primer estadio larval.

o GD acumulados en: .

T umbral 2000 2001 2002 Media CvV
-8.2 848.3 1023.85 865.85 912.67 10.59
-7.2 810.3 975.85 828.85 871.67 10.41
-6.2 772.3 927.85 791.85 830.67 10.2
-5.2 734.3 879.85 754.85 789.67 9.98
-4.2 696.3 831.85 717.85 748.67 9.73
-3.2 658.3 783.85 680.85 707.67 9.46
2.2 620.3 735.85 643.85 666.67 9.16
-1.2 582.3 687.85 606.85 625.67 8.83

0 536.7 630.3 562.47 576.49 8.39
1.2 491.15 572.91 518.19 527.42 7.9
2.2 45343 525.34 481.44 486.74 7.45
3.2 416.07 478.17 445.01 446.42 6.96
4.2 379.24 431.75 409.02 406.67 6.46
5.2 343,08 386.26 373.62 367.65 6.04
6.2 307.72 342.05 338.91 329.56 5.76
7.2 273.45 299.33 304.97 292.58 5.74
8.2 240.4 258.53 271.9 256.94 5.84
9.2 208.75 220.14 240.03 222.97 7.1
10.2 178.76 184.65 209.72 191.04 8.61

Los GD acumulados para el perfodo de presencia de L1 resultaron muy semejantes entre las
temporadas monitoreadas: 273.45, 299.33 y 304.97 GD (Cuadro 5.18) puesto que considerando los GD
diarios promedio para este periodo la diferencia maxima es de cuatro dias calendario (entre T1 y T3)
mientras que la diferencia minima es de un dia calendario (entre T2 y T3). A pesar de esta similitud la
duracion de este periodo en nimero de dias resultd sensiblemente mayor para la segunda temporada -
47 dias-. Esta extension del perfodo en el tiempo se corresponde con la temperatura mensual promedio
y los GD diarios promedio calculados para el mismo, que resultaron sensiblemente inferiores a las otras
dos temporadas (Cuadro 5.19).

Cuadro 5.19. Temperaturas mensuales promedio y GD diario promedio para el periodo de L1.

Temporada 2000 Temporada 2001 Temporada 2002
Mes T° mensual | GD diario | T° mensual| GD diario | T° mensual| GD diario
promedio | promedio | promedio | promedio | promedio | promedio
Enero 14.49 7.58 1291 6.03 15.14 8.14
Febrero 14.27 0.13 13.62 06.67 15.31 8.43
Marzo | @ - | - 11.74 504 | —— | -
Periodo L1 14.38 7.20 12.75 0.24 15.22 8.24

De la misma forma, los GD acumulados desde la primera captura de machos hasta el primer registro de
L1 en terreno también resultaron muy similares entre temporadas: 256.75 GD, 255.41 GD y 236.01
GD. Si se consideran los GD diarios promedio para el periodo (comprendido entre la primera captura y
el primer registro de L1) las diferencias indican nuevamente un retraso entre dos dias y medio y tres,

que practicamente es desechable.
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70 Las curvas de presencia no acumulada -respecto

E 604 del total de LI- muestran una mayor
é . concentraciéon de valores de porcentajes de
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S embargo, este valor central de GD no es
07 coincidente para las tres temporadas sino que
207 hay un ligero desplazamiento de las curvas. La
101 variacion entre temporadas en GD acumulados
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0 100200 300 A ) | acumulada oscil6 entre 90 GD y 56 GD (Figura

5.34).

Figura 5.34. Presencia no acumulada de L1
respecto de si mismo vs. GD acumulados.

El mayor porcentaje de presencia alcanzé 65% durante la primera temporada (271.25 GD) mientras
que result6 muy inferior durante las dos restantes (31% -361 GD- y 52% -327.34 GD-
respectivamente).

A pesar de estas similitudes en la relacion temperatura- fenologia de L1 entre los tres periodos de
muestreo cabe destacar que para la fecha correspondiente al primer registro los porcentajes de
presencia -en funcién de los restantes estadios- oscilaron entre 52% y 70% para las dos udltimas
temporadas, los que estarfan indicando que esta deteccién en terreno no coincide con la primera
aparicion real de las larvas. Por el contrario, existe un periodo de tiempo en el que las larvas no estan
siendo registradas precisamente por la aparicion tardia de la sintomatologia correspondiente a esta fase

de alimentacion larval.

Esta deteccion tardia de la sintomatologfa asociada
se relaciona con la dificultad para visualizar las
larvas tan pequefias que en esta etapa se ubican en
la vaina del braquiblasto, sitio donde se alimentan
(Foto 5.8). El sintoma de esta forma de
alimentacion recién puede detectarse entre los 7-
10 dias posteriores al ataque, cuando comienzan a

decolorarse las aciculas comprometidas

Foto 5.8. Fase de alimentacidon de las aciculas en la

vaina del braquiblasto. 65x

Luego del primer registro de L1 (respecto de la presencia de los restantes estadios en el tiempo) que
como se mencion6 precedentemente coincide en general con la maxima presencia, se observa un
desplazamiento entre las curvas que oscila entre 50 y 100 GD -comprendidos entre 10% y 50% del

porcentaje de presencia del estadio en la porciéon descendente de la curva (Figura 5.35)-.
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Figura 5.35. Presencia no acumulada de L1
respecto de los restantes estadios vs. GD.

5.2.2.2.2 Estadio larval L2

El primer registro de L2 para la primera temporada corresponde al 04/01 y el dltimo al 10/04. Para la
segunda temporada la primera larva se registré el 20/01 y la dltima el 06/05, y para la temporada
restante el periodo se halla entre 08/01 y 16/04. La temperatura umbral inferior estimada para este
estadio es 3.2 °C, que es el umbral estandar seleccionado que arrojé el menor coeficiente de variacion
(Cuadro 5.20).

Cuadro 5.20. Seleccion de la temperatura umbral inferior para el estadio L2.

o GD acumulados en: .

T° umbral 2000 2001 * 2002 Media CV
-7.2 1986.65 1822.62 2225.5 2106.08 8.02
-6.2 1889.65 1715.79 2104.5 1997.08 7.61
-5.2 1792.65 1609.26 1983.56 1888.11 7.15
-4.2 169565 1503.3 1862.73 1779.19 6.64
-3.2 1598.65 1398.14 1742.05 1670.35 6.07
2.2 1501.66 1294.08 1621.71 1561.69 5.44
-1.2 1404.79 1191.3 1501.91 1453.35 4.73

0 1288.96 1070.14 1359.18 1324.07 3.75
1.2 1173.87 952.06 1214.97 1194.42 2.43
2.2 1079.01 856.84 1101.23 1090.12 1.44
3.2 985.5 754.73 990.77 988.14 0.38
4.2 893.76 676.32 884.46 889.11 0.74
5.2 804.24 592.06 783.11 793.68 1.88
6.2 717.34 512.6 687.41 702.38 3.01
7.2 633.82 438.3 597.99 615.91 4.11

* Los datos de este afio se excluyeron para el calculo de la media y del CV.

Los GD acumulados para el periodo de presencia de L2 resultaron muy semejantes entre 2000 y 2002:

985.5 y 990.77 GD, mientras en 2001 descendieron a 754.73 GD. Considerando los GD diatrios

promedio para este periodo la diferencia maxima es de treinta y dos dias calendario (entre T1 y T2)

mientras que la diferencia minima es de medio dia (entre T1 y T3). De la misma manera, la extensiéon en
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numero de dias calendario result6 similar entre T1 y T3 (97 y 96 dfas) mientras que fue sensiblemente
mayor para la segunda temporada (106 dias). Esta extension del periodo en el tiempo se corresponde
con la temperatura mensual promedio y los GD diarios promedio calculados para el mismo, que
resultaron inferiores a las otras dos temporadas (Cuadro 5.21). La pequefia diferencia que se observa en
la temperatura media mensual y los GD diarios promedio para el perfodo L2 correspondiente a T1 y T3
puede deberse al caracter quincenal del muestreo que podtia estar adicionando o restando dias y grados
de temperatura en el periodo entre fechas de muestreo, sin ajustarse precisamente al momento del

ultimo registro de L2.

Cuadro 5.21. Temperaturas mensuales promedio y GD diario promedio para el periodo de L2.

Temporada 2000 Temporada 2001 Temporada 2002
Mes T° mensual | GD diario | T° mensual| GD diario | T° mensual| GD diario
promedio | promedio | promedio | promedio | promedio | promedio
Enero 14.80 11.31 13.40 9.73 14.53 11.96
Febrero 14.27 11.09 13.62 10.45 14.74 11.67
Marzo 12.39 9.30 9.01 5.54 9.28 6.29
Abril 9.90 6.99 7.16 4.82 8.35 4.39
Mayo | @ - | - 3.64 240 | | -
Periodo 1.2 12.84 10.16 9.36 7.15 11.72 9.09

No obstante la mayor similitud entre T1 y T3, la prediccién del primer registro o aparicion de L2 en
terreno utilizando los GD acumulados calculados a partir de la primera captura de machos resulté muy
semejante para las tres temporadas: 382.66 GD, 366.76 GD y 383.82 GD. Si se consideran los GD
diarios promedio para el periodo (comprendido entre la primera captura y el primer registro de 1.2) la

diferencia maxima en dfas calendario es nuevamente de dos dias entre temporadas.

En las curvas de presencia no acumulada en el tiempo de L2 respecto de si mismo, se observa
claramente que los valores de maxima presencia que oscilan entre 24% y 52% para las tres temporadas
también se disponen en torno a un valor central de GD que difiere entre 6 y 59 GD (Figura 5.36). Tales
valores son concretamente 626.75 GD, 574.2 GD y 632.9 GD para T1, T2 y T3 respectivamente.
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Figura 5.36. Presencia no acumulada de L2
respecto de si mismo vs. GD acumulados.
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No obstante, en las curvas de capturas no acumuladas se observa que los valores de maxima presencia
de L2 respecto de los restantes estadios (que oscilan entre 51% y 65% para las tres temporadas) se
disponen en torno a un valor central de GD que difiere entre 53 y 138 GD, mientras que para los
porcentajes que varfan entre 40% y 25% las curvas practicamente se superponen en la porcion
descendente (Figura 5.37). Asimismo se observan oscilaciones en los valores de porcentajes mas bajos

cercanos a 2-3%, que pueden deberse al submuestreo entre fechas sucesivas.
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Figura 5.37. Presencia no acumulada de L2 respecto
de los restantes estadios vs. GD acumulados.

5.2.2.2.3 Estadio larval L3

El primer registro de L3 para T1 corresponde al 18/01 y el ultimo al 09/10, para T2 el petiodo de
presencia se extiende entre el 20/01 y 10/10, y para T3 entre el 18/01 y 24/10. La temperatura umbral
inferior estimada para este estadio resulté 3.2 °C (Cuadro 5.22).

Cuadro 5.22. Seleccion de la temperatura umbral inferior para L3.

o GD acumulados en: .

T umbral 2000% 2001 2002 Media CvV
-7.2 4059.76 3487.98 3624.48 3556.23 2.71
-6.2 3795.7 3230.74 3349.51 3290.13 2.55
-5.2 3532.35 2975.88 3077.38 3026.63 2.37
-4.2 3270.31 2724.58 2809.26 2766.92 2.16
-3.2 3010.34 2477.94 2546.43 2512.19 1.93
2.2 2753.29 2237.11 2290.54 2263.83 1.67
-1.2 2500.36 2003.56 2043.43 2023.5 1.39

0 2205.03 1736.7 1762.17 1749.44 1.03
1.2 1920.42 1487.36 1498.28 1492.82 0.52
2.2 1694.37 1294.79 1300.95 1297.87 0.34
3.2 1480.73 1117.18 1121.3 1119.24 0.26
4.2 1281.46 954.57 959.5 957.04 0.36
52 1099.12 807.52 815.51 811.52 0.7
6.2 933.93 676.17 688.57 682.37 1.28
7.2 786.15 559.82 577.87 568.85 2.24

* Los datos de este afio se excluyeron para el calculo de la media y del CV.
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Los GD acumulados para el periodo de presencia de L3 resultaron muy semejantes entre 2001 y 2002:
1121.3 y 1117.18 GD mientras en 2000 ascendieron a 1480.73 GD. La extension en numero de dias
calendario resulté similar entre T1 y T2 (265 y 263 dfas) a pesar de las diferencias registradas en las
temperaturas medias mensuales y los GD diarios promedio (Cuadro 5.23); mientras que fue
sensiblemente mayor para la tercera temporada (279 dias). En este ultimo caso, la mayor duracion del
periodo podria estar relacionada con las temperaturas mas bajas que se produjeron especialmente a
partir del mes de junio en que las medias mensuales y los GD diarios promedios calculados para el
periodo de presencia de L3 resultaron inferiores (Cuadro 5.23). Sin embargo los GD acumulados a
partir del mes de junio y hasta el final del registro del estadio resultaron 376 GD, 303 GD y 217.5 GD

para cada periodo de muestreo.

Cuadro 5.23. Temperaturas mensuales promedio y GD diario promedio para el periodo de L3.

Temporada 2000 Temporada 2001 Temporada 2002
Mes T° mensual | GD diario | T° mensual| GD diario | T° mensual| GD diario
promedio | promedio | promedio | promedio | promedio | promedio
Enero 15.44 12.26 12.91 9.73 15.71 12.52
Febrero 14.27 11.08 13.62 10.45 14.74 11.67
Marzo 12.39 9.3 8.99 0.3 9.28 6.29
Abril 9.95 7.08 7.16 4.82 7.16 4.39
Mayo 6.35 3.86 3.87 2.06 4.14 2.47
Junio 4.82 2.5 1.53 0.93 -0.67 0.32
Julio 2.43 1.59 -1.8 0.24 1.84 1.36
Agosto 5.83 3.22 4.66 2.66 1.95 1.07
Septiembre 5.92 3.39 0.31 3.98 4.02 2.15
Octubre 8.39 5.58 9.28 5.28 5.15 2.84
Periodo 1.3 8.58 5.76 06.65 4.04 0.33 4.51

A diferencia de los dos estadios de desarrollo anteriores, los GD acumulados desde la primera captura
de machos hasta el primer registro de L3 en terreno resultaron semejantes entre T1 y T3: 519.93 y
488.85 GD respectivamente, lo cual contabiliza una diferencia de 2.5 dias calendario considerando los
GD diarios promedio. Durante la temporada 2000- 2001 (T2) se acumularon solamente 357.42 GD;
esta diferencia que puede deberse a que las temperaturas medias mensuales y por ende los GD diarios

promedio durante el periodo resultaron 1 °C por debajo de las otras temporadas.

El grafico de presencia no acumulada de L3 en el tiempo (Figura 5.38) muestra variaciones continuas a
lo largo del periodo de presencia sin que destaque claramente un valor central de GD para el maximo
porcentaje obtenido, tal como se visualizé en las figuras 5.34 y 5.36. Los valores de maxima presencia
de L3 resultaron extremadamente bajos oscilando entre 4.5% y 14%. El desplazamiento entre curvas

para estos valores es muy pronunciado.
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Figura 5.38. Presencia no acumulada de L3

respecto de si mismo vs. GD acumulados.

Las curvas de presencia no acumulada en relaciéon con los restantes estadios larvales para cada
momento de muestreo (Figura 5.39), muestran para T1 oscilaciones en torno a valores altos de
porcentaje comprendidos entre 50% y 90%. Si bien en esta temporada se registré un maximo valor de
presencia, éste no destaca claramente como valor central alrededor del cual se ubiquen los restantes
valores. Para las restantes temporadas, las oscilaciones observadas permiten igualmente destacar un
valor central de GD (92% y 82% respectivamente) a pesar que estas variaciones ocurren proximas a los
valores maximos obtenidos de porcentaje. Los GD calculados para cada valor de maxima presencia
resultaron: 1321.68, 1245 y 1008.47 para cada periodo. Las oscilaciones continuas en los valores de
porcentaje podrian deberse a la extensa duracién del periodo de presencia en relacion con el muestreo

entre fechas sucesivas.
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Figura 5.39. Presencia no acumulada de L3
respecto de los restantes estadios vs. GD
acumulados.

5.2.2.2.4 Estadio larval L4

El primer registro de 1.4 para T1 corresponde al 10/02 y el ultimo al 13/11, para T2 el petiodo de
presencia se extiende entre el 08/03 y 7/11 y para T3 entre el 13/02 y 11/11. El menor CV se obtuvo
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para 1.2 °C; valores semejantes del CV se obtuvieron para 2.2 °C y 3.2 °C, en tanto la diferencia fue
s6lo 0.12 (Cuadro 5.24). Se adopté el valor umbral de 3.2 °C considerando que también se estimé para
L3 y que es razonable suponer que a medida que progresa el desarrollo durante la primavera- verano el
umbral de temperatura se mantiene igual al estadio anterior o bien se incrementa, sumado a que ademas
la menor diferencia en GD acumulados entre las temporadas consideradas (2001- 2002) para los valores

de umbrales estandares corresponde a 3.2°C.

Cuadro 5.24. Seleccion de la temperatura umbral inferior para el cuarto estadio larval.

o GD acumulados en: .

T umbral 2000 * 2001 2002 Media Cv
-60.2 3915.65 2733.19 3038.86 2886.03 7.49
-5.2 3640.3 2497.34 2774.73 2636.04 7.44
-4.2 3366.26 2265.11 2514.67 2389.89 7.38
-3.2 3068.05 1979.96 2201.24 2090.60 7.48
-2.2 2825.25 1816.33 2012.64 1914.49 7.25
-1.2 2560.42 1602.8 1774.28 1688.54 7.18

0 2244.83 1361.11 1503.89 1432.50 7.05
1.2 1948.36 1137.12 1251.37 1194.25 6.76
2.2 1712.99 965.33 1064.02 1014.68 6.88
3.2 1490.83 811.87 894.85 853.36 6.88
4.2 1283.98 672.76 743.54 708.15 7.07
52 1095.06 549.87 612.04 580.96 7.57
0.2 924.46 443.02 497.68 470.35 8.22

* Los datos de este afio se excluyeron para el calculo de la media y del CV.

Los GD acumulados para el periodo de presencia de L4 resultaron similares entre 2001 y 2002: 811.87
y 894.85 GD mientras que, al igual que para L.3, en 2000 ascendieron notablemente a 1490.83 GD. Esta
diferencia tan importante entre T2 y T3 respecto de T1 se mantuvo para todos los umbrales estandar
considerados dado que la misma se extendié 277 dias y que durante todo el perfodo de presencia de L4
durante la temporada 2000, la temperatura mensual promedio resulté 2.8 - 2.6 °C por encima de las
restantes. De la misma manera los GD diarios promedio resultaron superiores en valores que oscilaron
entre 2y 1.7 (Cuadro 5.25). Para la segunda y tercera temporadas la duracién en dias calendario fue de
244 y 271 respectivamente. Esta mayor duracién del periodo resulta llamativa dadas las temperaturas
medias mensuales y los GD diarios promedios calculados para el periodo de presencia de 1.4 (Cuadro
5.25). Tal como se menciono para los estadios anteriores el caracter quincenal del muestreo pudo influir

en este desfasaje de tiempos y por lo tanto en las unidades de calor acumuladas durante el periodo.
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Cuadro 5.25. Temperaturas mensuales promedio y GD diario promedio para el periodo de 1.4.

Temporada 2000 Temporada 2001 Temporada 2002

Mes T° mensual | GD diario | T° mensual| GD diario | T° mensual| GD diario

promedio | promedio | promedio | promedio | promedio | promedio
Febrero 14.27 11.63 | | - 14.74 10.96
Marzo 12.39 9.3 8.99 5.85 9.28 6.29
Abril 9.95 7.08 7.16 4.82 7.16 4.39
Mayo 6.35 3.86 3.87 2.06 4.14 2.47
Junio 4.82 2.5 1.53 0.93 -0.67 0.32
Julio 2.43 1.59 -1.8 0.24 1.84 1.36
Agosto 5.83 3.22 4.66 2.66 1.95 1.07
Septiembre 5.92 3.39 0.31 3.98 4.02 2.15
Octubre 8.39 5.58 9.28 5.28 5.15 2.84
Noviembre 11.74 0.6 8.97 5.26 8.69 6.05
Periodo 1.4 8.21 5.47 5.43 3.45 5.63 3.79

Sin embargo, a pesar de las diferencias existentes entre la primera temporada respecto de las restantes,
la prediccion de la apariciéon de 1.4 desde la primera captura de machos result6é similar para las tres
temporadas monitoreadas: 790.77, 835.6 y 822.18 GD respectivamente. En las curvas de presencia no
acumulada de L4 en el tiempo se observa -igual que para L3- que durante la primera temporada los
valores de porcentaje de presencia son extremadamente bajos alcanzando el maximo de 12% hacia el
final del periodo. Para las otras temporadas los valores maximos alcanzaron 34% y 78%; sin embargo
los GD respectivos de estos porcentajes no fueron coincidentes. La diferencia en GD acumulados en

torno al valor central es importante y resulté de 247 GD (Figura 5.40).
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Figura 5.40. Presencia no acumulada de L4 respecto
de si mismo vs. GD acumulados.

En las curvas de presencia no acumulada en el tiempo respecto de los restantes estadios, se observan
variaciones importantes y constantes en los valores de porcentaje correspondientes al primer periodo
de muestreo, hasta alcanzar el valor maximo cercano a 81% que es similar para T3 -mientras que para
T2 este valor resulté 61.5%-. Los GD respectivos de estos porcentajes no fueron coincidentes en las
tres temporadas estudiadas, pues se observa un desplazamiento importante entre las curvas que oscild
entre 200 y 677 GD. Al igual que para L3, durante la primera temporada los porcentajes registrados
resultaron ser mas variables hasta alcanzar el valor maximo (Figura 5.41).
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Figura 5.41. Presencia no acumulada de 1.4
respecto de los restantes estadios vs. GD
acumulados.

5.2.2.2.5 Estadio larval L5

El primer registro de L5 para T1 corresponde al 02/10 y el dltimo al 25/12, para T2 el petiodo de
presencia se extiende entre el 22/09 y 26/12, y para T3 entre el 03/10 y 20/01. Al igual que para los
estadios anteriores (L3 y I.4) el menor CV se obtuvo para 3.2°C (Cuadro 5.26). Cabe destacar que en la
primera y en la dltima temporadas el primer registro de L5 se realizé excepcionalmente en momentos
muy tempranos (19 de junio y 19 de julio respectivamente), habiéndose registrado solamente un
ejemplar de L5 en cada fecha de muestreo. Dado que estas fechas son extremas e involucraron una
proporcién muy baja de organismos no fueron incluidas formalmente como parte de la duracion del

periodo de presencia de este estadio.

Cuadro 5.26. Seleccion de la temperatura umbral inferior para el quinto estadio larval.

o GD acumulados en: .

T° umbral 2000 2001 2002 Media CvV
-6.2 1559.95 1571.15 1730.15 1620.42 5.87
-5.2 1474.95 1475.16 1620.19 1523.43 5.50
-4.2 1389.95 1379.26 1510.4 1426.54 5.10
-3.2 1304.95 1283.59 1400.95 1329.83 4.70
2.2 1219.97 1188.45 1292.09 1233.50 4.31
-1.2 1135.07 1094.18 1183.99 1137.75 3.95

0 1027.58 982.63 1055.82 1022.01 3.61
1.2 928.04 873.38 930.75 910.72 3.55
2.2 838.24 796.67 830.06 821.66 3.89
3.2 750.84 720.75 733.10 734.90 2.06
4.2 680.46 636.23 640.57 652.42 3.74
5.2 604.69 557.96 557.54 573.40 4.73
6.2 532.18 484.46 477.93 488.19 5.94

Los GD acumulados para el periodo de presencia de L5 resultaron similares para las tres temporadas

(Cuadro 5.26). La duracion en dias resulté 84, 95 y 116 para las temporadas 2000, 2001 y 2002

respectivamente. Las diferencias en la extension del periodo se corresponden con las temperaturas

mensuales promedio y los GD diarios pertinentes (Cuadro 5.27), los que descendieron desde T1 hacia
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T3. En lo que respecta a T3, esta apreciacion es valida si se ignoran los datos correspondientes al mes
de enero, momento a partir del cual se produce un incremento importante de la temperatura respecto

de los meses anteriores.

En este sentido el mes de enero también podria considerarse una fecha extrema para contabilizar la
presencia de L5, puesto que se estarfa produciendo un alto grado de solapamiento entre los estadios
larvales mas jovenes y los maduros. A pesar que durante T3 ocurre una situacién especial que viene
dada por el retraso observado en el ciclo biolégico -principalmente en lo que respecta a la emergencia
de los adultos ocurrida a fines de diciembre- las disecciones comprobaron que todas las larvas vivas de
L5 encontradas en esta época del afo estaban parasitadas por O. obscurator, circunstancia que ratifica la

accion del parasito retrasando y posteriormente interrumpiendo el desarrollo del insecto.

Cuadro 5.27. Temperaturas mensuales promedio y GD diario promedio para el periodo de L5.

Temporada 2000 Temporada 2001 Temporada 2002
Mes T° mensual | GD diario | T® mensual | GD diario | T°® mensual | GD diario
promedio | promedio | promedio | promedio | promedio | promedio
Septiembre | = - | oo 6.31 398 | - |
Octubre 8.39 7.71 9.28 5.28 5.15 2.84
Noviembre 11.74 8.4 8.97 0.11 8.69 5.75
Diciembre 14.4 11.31 14.1 10.79 11.59 8.49
Enero | - | e | e | 12.87 10.16
Periodo L5 11.51 9.14 9.66 0.54 9.57 0.81

A pesar de la similitud en cuanto a las temperaturas acumuladas para todo el perfodo de presencia de
L5, la prediccion de su apariciéon a partir de la primera captura de machos resulté ser muy variable:
1968.05 GD, 1367.26 GD y 1553.47 GD para las temporadas 2000, 2001 y 2002 respectivamente.

El valor maximo de porcentaje de presencia no acumulada resulté bajo y estuvo comprendido entre
21% y 27% mostrando un marcado desplazamiento entre las curvas respecto del valor central de GD
que oscil6 entre 2105 GD y 1475 GD. De esta manera la diferencia entre temporadas respecto de esta
variable estuvo comprendida entre 295 GD y 635 GD (Figura 5.42).

30
Temp. 2000
g254 |- Temp. 2001
5 Temp. 2002
220 -
g
£ 15 A
X
10
5 -
O T T T
0 500 1000 1500 2000 2500
DGacum. (°C)

Figura 5.42. Presencia no acumulada de L5
respecto de si mismo vs. GD acumulados.
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En el caso de la presencia en funcién de la existencia de los restantes estadios el maximo porcentaje
estuvo comprendido entre 44% y 52% para T1-T2 y T3 respectivamente. Las fluctuaciones contintan
caracterizando a las curvas. Asimismo es notorio el desplazamiento entre curvas para los valores
maximos de porcentaje respecto de los GD acumulados que oscilé entre 236 GD y 700 GD (Figura
5.43).

En la figura 5.43 se hace mas evidente la sobreestimacion del calculo de los porcentajes de presencia no
acumulada de los estadios larvales respecto de los restantes estadios. El segundo pico de maxima
presencia que se aprecia en las curvas de las dos primeras temporadas se relaciona con una muy escasa
cantidad de larvas comprendidas entre los dos ultimos estadios y un predominio de pupas que no estan

incluidas en los calculos de porcentaje.
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Figura 5.43. Presencia no acumulada de L5 respecto
de los restantes estadios vs. GD acumulados.

5.2.2.2.6 Estadio larval L6

El periodo de presencia de este estadio se extendié entre el 16/10 y el 25/12 para T1, entre el 10/10 y
el 15/12 para T2, y por ultimo entre el 24/10 y 27/01 para T3. El ultimo registro de este estadio resultd
muy dificil de establecer debido al grado de parasitismo de O. obscurator que se increment6 con las
temporadas sucesivas alcanzando niveles muy importantes. Tal como se destacé en el cuadro 5.11 el

grado de parasitismo se increment6 21% entre T1 y T2, y 30% entre T2 y T3.

Este parasitoide, que abandona las larvas de la mariposa del brote cuando éstas alcanzan el sexto
estadio, retrasa el desarrollo de las mismas y prolonga su ocurrencia en el tiempo. De esta forma se
dificulta determinar con cierta precision el momento de muestreo que registre la dltima larva no
parasitada, dado que se requiere procesar una gran cantidad de brotes para contar con un nimero
significativo de larvas no parasitadas. Se estaria incurriendo en un error si se tomara como ultimo
registro la fecha correspondiente a la ultima deteccién en terreno puesto que todas las larvas L6 estaban
parasitadas. Hacia el final del periodo larval especialmente durante el predominio de L6 y cuando esta
presente aproximadamente 50% de las pupas, todas las larvas encontradas en los brotes estin
parasitadas. En esta instancia es importante aclarar que para la estimacion de la fecha del ultimo registro
de los estadios larvales previos se consideraron solamente las ultimas larvas no parasitadas.
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En este contexto, la estimacion de la temperatura umbral inferior para el sexto estadio conlleva cierto
grado de imprecision puesto que tiene incorporada mas fuertemente la influencia del parasitismo en la

duracién del desarrollo. Por tales motivos se excluy6 la ultima temporada para realizar esta estimacion.

El umbral estandar que arroj6 el menor coeficiente de variacion resulté sumamente bajo en relacion
con los valores obtenidos para los estadios anteriores (Cuadro 5.28). De esta forma y debido a las
dificultades mencionadas se adopt6 la misma temperatura umbral inferior -3.2°C- calculada para los

estadios previos.

Cuadro 5.28. Seleccion de la temperatura umbral inferior para el sexto estadio larval.

T° GD acumulados en: .
umbtal 2000 2001 Media cv
-6.2 1364.35 1072.9 1218.63 16.91
-5.2 1293.35 1005.91 1149.63 17.68
4.2 1222.35 939 1080.68 18.64
-3.2 1151.35 872.34 1011.85 19.50
2.2 1080.35 806.18 943.27 20.55
-1.2 1009.39 740.79 875.09 21.70
0 918.49 663.65 791.07 22.78
1.2 835.05 588.43 711.74 24.50
2.2 766.02 527.66 646.84 26.06
3.2 697.73 469.07 583.40 27.71
4.2 630.7 413.13 521.92 29.48
5.2 565.29 360.15 462.72 31.35
6.2 501.98 310.35 406.17 33.36

Los GD acumulados para todo el periodo de presencia de L6 difieren entre 114 GD y 229 GD
(Cuadro 5.28). Por otro lado, la predicciéon de su aparicién a partir de la primera captura de machos
también fue variable: 2040 GD, 1475 GD y 1610 GD para cada una de las temporadas.

40 El valor maximo de porcentaje de presencia no
£ Temp. 2000 acumulada vari6 entre 19.7, 24.5 y 33.61 para T1,
g8 | Temp. 2001 _

S 39 4 Temp. 2002 T2 y T3 respectivamente, mostrando ademas un
-§ marcado desplazamiento entre las curvas
= 0] respecto del valor central de GD que oscild

entre 2343 y 1899 (Figura 5.44).
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Figura 5.44. Presencia no acumulada de L6 intervalo de presencia de L6 a causa del

respecto de si mismo vs. GD acumulados. parasitismo.
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En la figura 5.45 se observa que, dado que se trata del ultimo estadio larval, los porcentajes de presencia
respecto de los restantes estadios alcanzan los valores maximos con una o dos fluctuaciones cercanas
también a 70-80%. En general, al final del periodo larval solo estan presentes L5 y L6 con cierto grado

de superposicion. Es posible que las variaciones en las curvas se relacionen con problemas de muestreo.
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Figura 5.45. Presencia no acumulada de L6 respecto

de los restantes estadios vs. GD acumulados.

5.2.2.2.7 Estado de pupa

El petiodo de presencia de este estado estuvo comprendido entre el 13/11 y 02/01, 07/11 y 08/01 y
entre el 23/11 y 19/01 para cada una de las temporadas sucesivas. La temperatura umbral infetior
estimada resulté la misma que para los estadios larvales 1.2 a .6 (Cuadro 5.29), aunque el CV del
umbral estandar inmediato anterior no se diferencia practicamente del correspondiente a 3.2°C. Se

adopt6 este umbral dado que coincide con el adoptado para los estadios larvales mencionados.

Cuadro 5.29. Seleccion de la temperatura umbral inferior para el estado de pupa.

o GD acumulados en: .

T° umbral 2000 2001 2002% Media Cv
-0.2 1055.25 1144.4 1055.05 | 1099.83 5.73
-5.2 1003.25 1081.4 997.05 1042.33 53
-4.2 929.55 1018.41 939.05 973.98 6.45
-3.2 899.25 955.52 881.05 927.39 4.29
2.2 847.25 892.82 823.06 870.04 3.7
-1.2 795.26 830.38 765.12 812.82 3.06

0 732.94 756.02 695.74 744.48 2.19
1.2 670.75 682.69 626.86 676.72 1.25
2.2 619.1 622.86 570.13 620.98 0.43
3.2 567.74 564.42 514.29 566.08 0.41
4.2 516.97 507.62 459.75 512.3 1.29
5.2 467.09 452.72 407.12 459.91 2.21
6.2 418.45 400.16 356.89 409.31 3.16

* Los datos de este afio se excluyeron para el calculo de la media y del CV.
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Los GD acumulados para el perfodo de presencia de las pupas resultaron similares para las tres
temporadas mostrando una diferencia maxima de 53.5°C (Cuadro 5.29). El leve retraso del ciclo en lo
que respecta a las fechas calendario que se observa en la dltima temporada esta en concordancia con los
GD diarios promedio acumulados durante los meses anteriores al estado de pupa (Cuadro 5.30), hecho

que a su vez se relaciona con la demora en el inicio de la temporada de vuelo pertinente.

Cuadro 5.30. Temperaturas mensuales promedio y GD diario promedio para el periodo de pupa

Temporada 2000 Temporada 2001 Temporada 2002
Mes T° mensual | GD diario | T° mensual | GD diario | T° mensual| GD diario
promedio | promedio | promedio | promedio | promedio | promedio
Noviembre 11.74 9.46 8.97 6.29 8.69 6.98
Diciembre 14.4 11.31 14.10 10.79 11.59 8.49
Enero 19.55 16.75 12.09 8.98 13.44 10.27
Perfodo 15.23 12.51 11.72 8.69 11.24 8.58
pupa

La cantidad de temperatura necesaria para predecir la deteccion de la primera pupa en terreno resultd
mas cercana entre T2 y T3 -1634.51 GD y 1769.73 GD respectivamente-; mientras que para T1 fue
muy superior -2280.72 GD-.

No hubo coincidencia en cuanto a la temperatura necesaria para alcanzar el valor de maxima presencia
de este estado en cada temporada. El valor central de GD de las curvas muestra un desplazamiento
marcado que oscila entre 912 GD y 468 GD (Figura 5.46). Asimismo, se observa que la cantidad de
pupas registrada durante el ultimo periodo fue extremadamente baja. Es posible que el elevado nivel de

parasitismo larval esté relacionado con esta disminucion.
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5.3 Variacién genética y estructura genética de las poblaciones de R. buoliana
5.3.1 Sistemas enzimaticos seleccionados

Los sistemas enzimaticos y los buffers que dieron mejores resultados y que por lo tanto se
seleccionaron y emplearon durante el estudio fueron los siguientes: AAT, G6PDH, ME, MDH vy
G3PDH para tris citrato pH 6.5 y PGM, IDH y EST para tris citrato pH 7.5. Se siguieron los
protocolos de coloracién de Pasteur para el caso de EST, G3PDH, AAT y PGM; mientras que para los
restantes sistemas se siguieron los de Hillis y Moritz (1990). Se monitorearon 216 larvas en total (156
provenientes la plantacion e de P. radiata —poblacion e-, 60 provenientes la plantacion b de P. radiata —
poblaciéon b- y 25 provenientes la plantacion £de P. ponderosa —poblacion £).

En el caso de los ejemplares de Oberberghausen se monitorearon en total 35 larvas y 126 pupas. En
esta poblacion también se monitored el locus HK, que no se incluyé en las poblaciones argentinas, a

pesar de haberse obtenido una buena resoluciéon en los preensayos.

5.3.2 Variaciéon genética en poblaciones argentinas

La variacion genética observada es muy baja pues se analizaron en total ocho loci en los sistemas
enzimaticos monitoreados, seis de los cuales son monomorficos y los dos restantes polimoérficos en los
que se identificaron dos alelos en cada uno. El locus conformado por dos alelos observado en G3PDH
no fue considerado en el analisis dado el escaso numero de organismos en los que pudo ser evaluado

(Figura 5.47).

Los sistemas monomorficos observados fueron AAT, PGM, G6PDH, IDH y MDH mientras que ME
y EST resultaron polimérficos. (Figura 5.47 y Cuadro 5.31). En ME se observaron dos patrones: ME 1
y ME 2 que se interpreté como un locus con dos alelos. No obstante resulta sumamente llamativo que

no se registraron heterocigotas para este locus.

El locus EST-2 fue el mas interesante puesto que se observaron tres patrones EST 1, EST 2 y EST 1-2.
Esto se interpreté como un locus con dos alelos: EST-2' y EST-2” y sobre el mismo se basaron la
mayor parte de los analisis que se detallarain mas adelante. En el locus EST-1 se observé una sola
banda mas rapida, monomoérfica y mas préxima al anodo (Figura 5.47). Es pertinente destacar que la
baja cantidad de loci y alelos encontrados en EST es llamativa, puesto que este sistema generalmente es
complejo y altamente polimorfico en los insectos (Willhite & Stock 1983) y actia a nivel de los

sustratos que vienen de la ingesta (Confalonieri ez a/. 1990).
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Figura 5.47. Sistemas de isoenzimas monitoreados y su movilidad relativa.

El locus EST-2 no tiene una distribucién homogénea en las tres poblaciones, P=0.0000001 (g.1.=2),
como asi tampoco la tiene en las dos poblaciones asociadas a la misma especie hospedante -P. radiata-
(P=0.0001, gl.=1). Sin embargo esta distribucion resulté homogénea (P=0.59, gl.=1) en las
poblaciones mas proximas ey fde P. radiata 'y P. ponderosa respectivamente indicando un flujo génico

intenso dada la escasa separacion entre ambas.

La poblacién asociada con la plantacion b mantiene las proporciones de equilibrio de Hardy- Weinberg
para este locus por lo que se comporta como una poblacién panmictica, sin embargo las restantes dos
poblaciones mostraron diferencias significativas de las proporciones esperadas las que se deben a un
gran déficit de heterocigotas (Cuadros 5.31, 5.33 y 5.34). El grado de heterocigosis esperada en la
poblacién asociada a b es aproximadamente la mitad de la esperada en las restantes poblaciones ey £,
en las que es similar (Cuadros 5.33 y 5.34). Asimismo en el cuadro 5.31 se observa la distribucion
genotipica de las tres poblaciones estudiadas donde se destaca el déficit de heterocigotas en todos los

loci. Las frecuencias alélicas correspondientes a los loci polimoérficos se muestran en el Cuadro 5.32.

Cuadro 5.31. Distribucién genotipica en las poblaciones estudiadas

Pobl. e Pobl. b Pobl. £
EST-2 /1 8 21 7
EST-2 " 3 6 3
EST-22/2 20 1 14
X2z* 19.522 0.62° 13.55¢
EST-1 /1 59 28 25
AAT 44 No analizado 12
G6PDH 87 29 12
PGM 62 32 12
IDH 82 32 25
ME /1 32 22 1
ME 2/2 12 34 6
MDH 80 32 18

Test X2 para el equilibrio de Hardy- Weinberg en EST- 2; gl. =1; a: P = 0.00001, b: P = 0.42, c: P = 0.00023

80



Cuadro 5.32. Frecuencias alélicas de los loci polimorficos

Pobl. e Pobl. b Pobl. £
Alelo\Locus
ME EST-2 ME EST-2 ME EST-2
1 0.7273 | 0.3065 0.5676 | 0.8571 0.6471 | 0.3542
2 0.2727 | 0.6935 0.4324 | 0.1429 0.3529 | 0.6458

Cuadro 5.33. Frecuencias genotipicas de los heterocigotas observados (Ho) y esperados (He) y test de
X?para el locus EST- 2.

Ho He X2 *
Pobl. e 3 13.39 8.06
Pobl. b 6 6.98 0.138
Pobl. £ 3 11.21 6.01

*g. 1. = 1; Los niveles de probabilidad para cada caso son los mismos que para el cuadro anterior.

Cuadro 5.34. Proporcién de los heterocigotas observados (Ho) y esperados (He) para el locus EST- 2

en las tres plantaciones monitoreadas.

Pobl. e Pobl. b Pobl. £
Ho He Ho He Ho He
EST-2 | 0.0968 0.432 0.2143 | 0.2494 | 0.125 | 0.467

He estimada segtn Levene (1949)

Por otra parte resulta interesante analizar si es que existe variacion en el locus EST-2 entre las
poblaciones asociadas con las dos especies de hospedantes tratadas. Cuando se unifican los datos
obtenidos de ambas plantaciones de P. radiata y se los contrasta con aquellos obtenidos de P. ponderosa
(el test G indico que este locus no tiene una distribucién homogénea en las poblaciones asociadas a uno
y otro hospedante -P=0.012, gl.=1-) resulta llamativo que en ambas especies de hospedantes son
diferentes los alelos de EST-2 mas frecuentes y que contribuyen al mayor porcentaje de homocigotas.
En el caso de P. radiata el alelo mas frecuente es el correspondiente a EST-2 /' con el 49% y en el caso
de P. ponderosa es EST-2 ** con el 58%. Posiblemente la poblacién 4 es la que esta contribuyendo con
esta observacion puesto que el alelo mas frecuente y que aporta el mayor porcentaje de homocigotos es
precisamente el opuesto de la otra poblaciéon asociada a P. radiata y que comparte el mismo alelo mas
frecuente con la poblaciéon asociada a P. ponderosa. En este contexto y atendiendo las observaciones
sefialadas con anterioridad es pertinente considerar que este sistema varfa con las condiciones
ambientales y que, justamente la especie hospedante es parte del ambiente donde viven los organismos
testeados. En este mismo sistema es donde precisamente se apreciaron estas observaciones en las

poblaciones asociadas con las dos especies forestales.
Las frecuencias genotipicas en ambos hospedantes no son consistentes con las proporciones esperadas

por el equilibrio de Hardy- Weinberg. El test de X para comparar las frecuencias esperadas de los

homocigotas y heterocigotas arrojé diferencias significativas en ambos casos (Cuadro 5.35).
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Cuadro 5.35. Frecuencias genotipicas y test de X*para el locus EST- 2 en P. radiata y P. ponderosa.

P. radiata P. ponderosa
Obs. | Esperada | X’a Obs. | Esperada | X’b
EST-2 /! 29 18.89 5.4 7 2.89 5.82
EST-2" 9 29.20 13.97 3 11.21 6.01
EST-2 %2 21 10.89 9.36 14 9.89 1.70
Total 59 59 28.73 24 23.99 13.53

* gl.=1;a: P = 0.00001, b: P=0.00023

5.3.2.1 Diferenciacién genética entre las poblaciones argentinas.

Tal como era esperable, se observé un alto nivel de similitud o identidad genética entre las poblaciones
cuyos valores oscilaron entre 0.999-0.879 quedando comprendidos dentro del rango de valores que se
ha determinado entre poblaciones de la misma especie (Ayala 1975 fide Stock y Castrovillo 1981).
Conforme a los resultados del test de homogeneidad, los valores de distancia e identidad genética de
Nei estimados reafirmaron que no hay diferenciacion genética entre los pares de poblaciones
geograficamente mas préoximos (poblaciones e y fJ; mientras que cierto grado de “diferenciacion”
ocurre entre las poblaciones e y b cuya separaciéon geografica es intermedia considerando las tres
distancias entre pares de poblaciones (Cuadro 5.36). Sin embargo puede considerarse que esta
separacion geografica entre ambas poblaciones ey b no es tan significativa puesto que la distancia que
separa la poblacion de localizacion intermedia e de la poblaciéon ubicada en el extremo mas préoximo f
es de 6km.

Cuadro 5.36. Identidad genética (arriba diagonal) y distancia genética de Nei (abajo diagonal).

Poblaciones | Pobl. e | Pobl. 5 | Pobl. £
Pobl.e | ---—- 0.8787 | 0.9988
Pobl. b 0.1293 | —---mmm- 0.9892
Pobl. f 0.0012 | 0.0109 | --——--

Por otra parte los valores de Fst obtenidos por pares de poblaciones muestreadas oscilaron entre 0.005
y 0.175, mientras que los valores de Fis resultaron superiores y variaron entre 0.798 y 0.87 (Cuadro
5.37) sustentando de esta forma la escasa variabilidad y diferenciacién existente entre las poblaciones
estudiadas.

Cuadro 5.37. Valores de Fis (arriba diagonal) y Fst (abajo diagonal) entre pares de poblaciones.

Poblaciones | Pobl. e | Pobl. 5 | Pobl. £
Pobl.e | e 0.798 0.870
Pobl. 0175 | 0.842
Pobl. f 0.005 0.039 | -
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Analizando en forma conjunta todos los parametros de diferenciaciéon genética estimados
precedentemente, se observo (atendiendo siempre la escasa variacion genética existente) que entre el
par de poblaciones e-b asociadas a la especie forestal P. radiata ocurre el mayor grado de diferenciacion
dado que entre ellas se obtuvo el menor valor de identidad genética y de coeficiente de endogamia Fis,

como as{ también el valor mayor para la distancia genética y Fst.

De la misma manera el valor de Fst correspondiente a la correlacion de genes entre poblaciones
asociadas a P. radiata y la poblacion asociada a P. ponderosa resultd 0.0241 mientras que el valor de Fis
fue de 0.849. Nuevamente la relaciéon inversa entre ambos parametros indica un alto grado de
endogamia y que por lo tanto la variabilidad genética es muy baja. Este valor de Fst es muy inferior al
obtenido entre las poblaciones e y b asociadas a P. radiata (Cuadro 5.37) mientras que el
correspondiente al coeficiente de endogamia es mayor. En este sentido la planta hospedante parece no
influir en la estructura genética de las poblaciones a pesar de la diferencia, ya explicitada, en cuanto a

cudl es el alelo que contribuye al mayor porcentaje de homocigotas en cada especie.

5.3.3 Variacioén genética en la poblacion alemana de referencia

Se analizaron en total diez loci en los sistemas enzimaticos monitoreados, un locus por cada sistema a
excepcioén de EST y HK en los que se registraron 2 loci: EST-1, EST-2 HK-1 y HK-2. Todos los loci
estudiados resultaron polimérficos siendo 2 el nimero de alelos mas frecuente y registrado en los
siguientes loci: AAT, G3PDH,G6PDH, HK-1,HK-2, IDH, PGM, mientras que 3 alelos se registraron
en MDH y EST-2 y 4 alelos en EST-1. En IDH, G3PDH y MDH ' no se registraron heterocigotas.
Esterasa es claramente el sistema estudiado que resulté mas polimérfico en concordancia con lo
mencionado anteriormente. El locus ME no pudo ser evaluado pues no se obtuvo buena resolucion de
las bandas. El locus EST-2 se consider6 como el correspondiente al locus polimérfico en las

poblaciones argentinas.

Las frecuencias genotipicas no son consistentes con las proporciones esperadas por el equilibrio de
Hardy- Weinberg para los loci AAT, EST-1, EST-2, G3PDH, IDH y G6PDH, mientras que para
PGM, HK-1 y HK-2 las desviaciones resultaron significativas entre 0.03 <P < 0.006, en el caso de MDH
no resultaron significativas por lo que este locus mostré las proporciones de equilibrio (Cuadro 5.38).
Estas diferencias se deben a un déficit de heterocigotos en los loci mencionados. Las frecuencias

alélicas correspondientes se muestran en el cuadro 5.39.
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Cuadro 5.38. Distribucién genotipica para cada locus y

test de X° para el equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Locus Genotipo | Locus Genotipo | Locus Genotipo | Locus Genotipo
AAT-1 11 4 HK-1 /1 3 EST-1 1/t |7 MDH-1 %1 |0

AAT-1 % 4 HK-1 % 6 EST-1% [0 MDH-1% |2

AAT-122 s HK-1 22 19 EST-122 |11 MDH-122 | 116

X2* a 51,78 (1) | X2* b 4,23 (1) EST-131 |5 MDH-131 |0

IDH-1 /1 2 HK-2 /1 15 EST-13%2 |10 MDH-13/2 |1

IDH-1 " 0 HK-2 * 9 EST-133 |54 MDH-13/3 |0

IDH-1 2/2 120 HK-2 2/2 7 EST-141 |0 X2*d 0,012 (3)
X2* a 162(1) | X2*c 4,84 (1) EST-142 |1

PGM-1 /1 74 GG6PDH-1 /1 |3 EST-143 |4

PGM-1 " 33 GG6PDH-1 4 EST-144 |5

PGM-122 1 GOPDH-122 | g X2* g 127,44 (6)

X2* e 357(1) |X2*a 2731 (1) |EST21/1 |59

G3PDH-1 '/t | 100 EST-2 20

G3PDH-1% 1, EST-22/2 |20

G3PDH-1 2/2 > EST23/1 |5

X2* a 135,34 (1) EST-232 |6

EST-233 |7
X2* a 60,97 (3)

Grados de libertad entre paréntesis. a: P= 0.0000001, b: P= 0.04, c: P= 0.03, d: P= 0.99, e: P= 0.06
Cuadro 5.39. Frecuencias alélicas en la poblacion estudiada

Alelo\Locus | AAT EST-1 | EST-2 | G3PDH | G6PDH | HK-1 | HK-2 | IDH MDH | PGM

1 0,053 0,098 0,611 0,980 0,067 0,214 0,629 0,016 0,008 0,780

2 0,947 | 0170 | 0282 | 0,020 0,933 0,786 | 0371 | 0984 | 0987 | 0,220

3 0,655 | 0,107 0,004

4 0,077

Otro de los parametros de la diversidad genética que se estimo para la poblaciéon de referencia es la

diversidad génica como una medida de la variaciéon genética por cada locus y que se corresponde con la

heterocigosis esperada; en este caso la diversidad génica promedio resulté 0,256 y los valores mas bajos

se correspondieron con aquellos loci en los que no se detectaron heterocigotos (Cuadro 5.40).

Cuadro 5.40. Diversidad génica en la poblacién alemana de R. buoliana.

Locus
AAT EST-1 | EST-2 G3PDH | G6PDH | HK-1 | HK-2 | IDH | MDH | PGM | Prom.
Div. 0.101 0.531 0.539 0.039 0.126 0.345 0.477 0.033 | 0.025 | 0.345 | 0.2561
gén.
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6 DISCUSION

6.1 Consideraciones sobre la biologia de R. buoliana

6.1.1 Eficiencia biologica de las larvas transferidas a un nuevo hospedante

La amplia diferencia entre los procedimientos —modelo de regresion vs. porcentajes- respecto de la
cantidad de tejido consumido puede estar relacionada con errores inherentes a ambos procedimientos
de estimacion: para aquel basado en porcentajes hubo una sobreestimacion en el calculo del volumen
de tejido consumido por las larvas puesto que se consideraron los tejidos internos como el
meristematico, parénquima, de sostén, etc. y no aquellos que forman parte de la cobertura externa
como la epidermis de las escamas y tejidos lefiosos en la base de las mismas. De este modo, se
consideré por ejemplo el 100% de consumo cuando las yemas estaban completamente ahuecadas
siendo que restaba tejido de las mismas que forma parte del volumen y contribuye a su peso seco. El
método basado en la construccién del modelo de regresion sobreestimé atn mas esta cantidad puesto
que en el registro del peso seco estuvieron incluidas las aciculas que estaban presentes en los brotes.
Posiblemente sea éste uno de los factores que interfirié con los datos del ensayo 2 en el que los brotes

estaban mas desarrollados y con mas aciculas.

Las dos debilidades principales que tienen estos experimentos y que es importante nombrar en funcién
de la imposibilidad de conseguir plantas mas adecuadas en el mercado son la diferencia de edad entre
las plantas y la procedencia de diferentes viveros de los lotes de plantas de las dos especies. Esto
significa que las condiciones bajo las cuales fueron tratadas y conservadas no son las mismas, aspecto

que puede influir en el tamafio y crecimiento de las yemas/brotes y de la planta en general.

6.1.2 Intensidad de oviposicion
6.1.2.1 Efecto de la humedad relativa ambiente en el niimero de huevos

Tal como se hizo referencia, las hembras liberadas en las jaulas depositaron en promedio muy pocos
huevos (nueve huevos/ hembra, rango de valores del nimero de huevos/jaula comprendido entre 0 y
00). Una de las posibles razones que explican este resultado reside en las condiciones fisicas bajo las que
se mantuvieron las jaulas de apareamiento y oviposicion, principalmente en lo que respecta a la
humedad relativa ambiente. Segun Cisternas y Zufliga (1988), el valor éptimo de humedad relativa
ambiente que garantiza la mayor postura de huevos es el 70%. Los ensayos especificos de Daterman
(1972) demostraron que la sequedad en los estudios bajo ambientes controlados provocan efectos
adversos contundentes en la fecundidad de las hembras. Sus resultados indicaron que existe una
relacion inversa entre ambas variables consideradas; el nimero de huevos promedio por cada hembra
oscil6 entre 130 y 51 para los valores extremos de déficit de presioén de vapor testeados (4- 24 mmHg).

Esta variable ambiental critica y decisiva en la fecundidad de las hembras no pudo cumplirse durante el
desarrollo de este trabajo debido a problemas técnicos en la construccion de la camara climatizada que

no permitieron regular y sostener la humedad por encima del umbral indicado de 40- 45%.
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6.1.2.2 Influencia de la experiencia de los estados inmaduros y alcance de las preferencias

Los resultados de los ensayos de preferencias por la especie hospedante demuestran que en asociacion
con la coépula las hembras depositan mayor cantidad de huevos en la especie forestal de la cual
proceden los estados inmaduros previos. En términos de fidelidad por el hospedante, es decir la
tendencia a permanecer y oviponer en la planta natal hospedante (Craig ez 2/. 2001), ambas procedencias
exhibieron fidelidad por el habitat del cual provienen sin que ésta resultara muy marcada dado que no
ovipusieron exclusivamente en su especie de origen. En este sentido, sin considerar al genotipo, podria
asumirse que la preferencia puede estar condicionada o influenciada por la experiencia previa de las
larvas y pupas que se criaron en dichos hospedantes. Varios estudios han demostrado que la experiencia
de los adultos puede influir en esta preferencia (Wood 1980, Jaenike 1982, Wood y Guttman 1983 fide
Craig et al. 2001, Jaenike 1990). Asimismo, se ha propuesto pero nunca se ha afirmado enfaticamente

que la experiencia de las larvas puede influir en la preferencia del adulto (Craig ef a/. 2001).

No obstante, el alcance de los ensayos llevados a cabo no permite constatar o rechazar la plausibilidad
de esta hipdtesis sino simplemente considerarla Mas adelante serda necesario completarlos con otros
tratamientos que contemplen “hibridos” entre ambas procedencias criados sobre las dos especies de
hospedantes diferentes (P. ponderosa y P. radiata). Si esta hipotesis fuera cierta los “hibridos” deberfan

tener preferencias opuestas, cada uno dependiendo de la especie donde fue criado.

Ademas de la experiencia previa otros factores pueden influir en la preferencia por el hospedante, por
ejemplo el genotipo y el estado fisiologico del insecto (Miller y Strickler 1984, Cortney 1989 fide Craig at
al. 2001). Los modelos que simulan el comportamiento de aceptaciéon del hospedante basados en el
estado fisiologico del organismo predicen que un insecto que se comporta de manera éptima aceptaria
hospedantes de bajo rango en su escala jerarquica de preferencias o bien nuevos hospedantes cuando su
carga de huevos es elevada o a medida que aumenta el tiempo de busqueda para un sitio de oviposicion.
No obstante, se ha comprobado un amplio espectro de posibilidades al respecto, las que varfan con las
especies. En algunos casos los ovocitos maduran continuamente ain en ausencia de potenciales
hospedantes forzando asi a las hembras a aceptar hospedantes de bajo rango, mientras que en otros
casos sucede lo contrario. En consecuencia la privaciéon de hospedantes adecuados no siempre conduce
a aceptar algun hospedante, puesto que muchas especies retienen sus ovocitos hasta su muerte en

ausencia de los hospedantes preferidos (Jaenike 1990).

En los tratamientos que contemplaron la oferta de un hospedante unicamente, este ultimo factor —
estado fisiologico del insecto- esta incluido en los resultados sin que pueda aislarse. Dada la naturaleza
del ensayo no es posible conocer el momento en que se produjo la oviposicion para poder asi apreciar
en el analisis la posible urgencia de las hembras por dejar su descendencia independientemente de la
especie sustrato. Tampoco se conoce para la mariposa del brote, a pesar de ser una especie
sinovigénica, el comportamiento de las hembras en lo referente a la maduracién de los ovocitos en los
ovarios ante la ausencia de hospedantes adecuados. Las disecciones practicadas sobre las hembras de
estos ensayos muestran ovocitos en diferentes estados de desarrollo a lo largo de los ovariolos. De
todas formas la falta de fidelidad estricta por la planta natal, es decir las hembras que no ovipusieron

exclusivamente en su habitat de origen, no contribuye completamente a este nuevo supuesto.
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Una de las principales implicancias involucradas en la magnitud o grado de extension de la fidelidad por
la planta hospedante es el aislamiento reproductivo que puede generarse. Si la fidelidad estd
determinada genéticamente deberfan encontrarse diferencias en las frecuencias de isoenzimas entre las
poblaciones asociadas a diferentes especies hospedantes, siempre que esta técnica resultara adecuada

para analizar las poblaciones de R. buoliana que atn son relativamente recientes.

6.1.3 Caracteres de las yemas relacionados con la intensidad de ataque

En diferentes investigaciones pudo demostrarse que el ataque de R. buoliana depende de la produccion
de resina, exposicion y fuerza de crecimiento de las plantas (Escherich 1931). En rodales de
plantaciones afectadas por este insecto se observa que los arboles préoximos se diferencian en cuanto a
la intensidad de ataque; este fendémeno también es frecuente en otros sistemas fitéfago-arbol
hospedante tal como ha sido reportado por Mopper y Simberloff (1995) y Wagner y Zhang (1993). La
variacion fenotipica en la vulnerabilidad al ataque de insectos es un concepto intimamente asociado al
de resistencia y en los ultimos afios, tanto uno como el otro, han cobrado importancia en el marco de la
produccién de arboles forestales. En este sentido, un cuestionamiento de gran interés es como las
caracteristicas de las plantas afectan el ataque de los fitéfagos. Se ha postulado la hipdtesis que predice
que las plantas o partes de ellas que crecen mas lentamente son mas propensas al ataque de los
herbivoros debido a que son mas nutritivas y estan menos protegidas por los compuestos de defensa
(Rhoades 1979, White 1984 fide Prado y Monteiro Vieira 1999). En forma alternativa se propone que,
las plantas o partes de ellas que son mas vigorosas y de rapido crecimiento seran preferidas por aquellos
herbivoros que dependan de una alta actividad meristematica o de algunas propiedades quimicas o
nutritivas asociadas con el vigor (Price 1991 fide Prado y Monteiro Vieira 1999). Los resultados de este
trabajo concuerdan con la primera de las hipotesis enunciadas puesto que claramente las plantas de P.
radiata que soportan mayor intensidad de ataque son aquellas en las que el crecimiento resultd
significativamente mas lento respecto de las que soportan una menor intensidad. En el analisis
comparativo de ambas especies forestales esta hipdtesis no es sustentada por los resultados obtenidos
puesto que en general, el crecimiento mas lento de los brotes de P. ponderosa respecto de P. radiata no se
corresponde con plantas mas intensamente atacadas. Esta observacion apoya la hipétesis de que otros
factores -distintos del crecimiento de las yemas- propician el menor grado de ataque observado en esta

especie cuando coexiste con P. radiata, como se mencionara mas adelante.

Gruppe ez al. (2001) demostraron en la relacion P. sylvestris-Blastethia turionella (otro lepidoptero tortricido
barrenador de yemas y brotes) que tanto las caracteristicas fenologicas como las bioquimicas y genéticas
pueden ser responsables de las diferencias en la intensidad de ataque entre las plantas de un mismo
rodal. Estos autores observaron que las plantas clasificadas como “sin ataque” eran aquellas cuyos
brotes eran mas largos y de mayor diametro, coincidiendo asi con los estudios de Kletecka en los
géneros Rhyacionia sp., Blastethia sp. y Retina sp (1992 fide Gruppe et al. 2001). En el presente estudio, el
mayor tamafio comprobado en las yemas de P. ponderosa desempefia un rol fundamental en la magnitud
de los dafios ocasionados por el insecto, y posiblemente, sea uno de los factores que influya en la
menor intensidad de ataque observada en estas plantas cuando coexisten en el mismo sitio con la otra
especie. Otro de los factores importantes que ha sido sefialado es la morfologia de las yemas, puesto
que las larvas deben penetrar en ellas para alimentarse y dado que son capaces de consumir varias

yemas antes de entrar en el perfodo de dormancia deben superar la barrera defensiva que conforman las
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escamas que estan recubriendo las yemas. Esta morfologia que generalmente consiste en escamas
erguidas y persistentes asociada con una mayor produccion de resina dificulta la penetracion de las
larvas (Schroder 1978, Gruppe ez al. 2001).

Harris (1960) ha establecido para otras especies de Pinus sp. que las yemas mas pequefias tienen canales
resiniferos mas pequefios y que por lo tanto producen menos cantidad de resina Tanto el tamafio
superior de las yemas de P. ponderosa como asi también el mayor area de la yema que es ocupada por el
sistema de canales resiniferos (los que constituyen el sistema de defensa primario de la planta contra el
ataque de las larvas) propician que las yemas en esta especie estén mejor defendidas que en P. radiata en
lo que se refiere a los aspectos estructurales, apoyando nuevamente lo antes mencionado. El énfasis
debe darse no solo a la cantidad de resina producida sino también a otros factores relacionados con su
composicion fisica y quimica los que son de suma importancia en la defensa de la planta (Harris 1960,
Hodges 1979, Panda y Kusch 1995, De Groot y Turgeon 1998, Barbosa y Wagner 1987).

6.2 Analisis de modelos fenolégicos basados en la acumulaciéon de grados dia (GD)
6.2.1 Analisis comparativo entre el modelo propuesto y el construido para el oeste de Oregon

La primera diferencia significativa que surge de este analisis es la temperatura umbral inferior para el
estado adulto que en este estudio se estim6 en 4.2°C, valor que dista mucho de aquel de —2.2°C
estimado para la misma especie en el oeste de Oregon (Regan ef a/. 1991) y que, como se explicit6 en el
capitulo de resultados no concuerda con los valores habituales. En el trabajo indicado (Regan e al.
1991) se utilizé la misma metodologia para la estimacién del CV aunque el monitoreo incluy6 cinco
temporadas y el modelo fenolégico contempla una fecha calendario fija (primero de julio) para el inicio

de la acumulacion de GD.

Segun el modelo de Regan e a/. (1991) se necesitan 1712 GD, 1958 GD y 2205 GD para 10%, 50% y
90% de las capturas en trampas respectivamente. Estos resultados no pueden compararse directamente
con los obtenidos en el presente estudio, puesto que no se emplea un evento biolégico sino una fecha
fija para el inicio del calculo de las temperaturas acumuladas, el umbral inferior de desarrollo estimado
es considerablemente menor y ademas se aplica el modelo de regresién lineal para las capturas

comprendidas entre 5% y 95%.

En consecuencia y a los efectos de poder comparar los datos de ambos estudios se construyo, con los
datos obtenidos en el presente estudio, un modelo para la porcién lineal de la curva sigmoidea a partir
de una fecha fija para el comienzo del calculo de los GD. Con tal propésito se reubicaron estos datos
empleando la misma escala utilizada por Regan ¢# 4, transformando asi la fecha 01/01 en 01/07, dado
que sus datos fueron colectados en el Hemisferio Norte. De esta forma se calcularon los GD desde el
dia 01/07 hasta el dia de la dltima captura con -2.2 °C como temperatura umbral inferior y se asignaron
los porcentajes de vuelo pertinentes. Luego se construyé un modelo de regresion lineal de las capturas

acumuladas vs. GD, tal como se habfa procedido con el modelo anteriormente desarrollado.

La funcién: y= 0.0219x que describe la recta de regresiéon obtenida no brinda un buen ajuste de la

distribucion de los valores muestrales de GD y porcentaje de vuelo por lo que no permite de esta forma
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validar su capacidad predictiva y aplicabilidad. El ajuste de este modelo lineal para el porcentaje de
capturas acumuladas entre 5 y 95% y los GD acumulados no resulté adecuado y mostré que ambas
variables no estan muy bien correlacionadas (Figura 6.1), a diferencia del modelo de Regan ef o/ La
recta de regresion corta el eje vertical cerca de 20% de las capturas acumuladas; si el ajuste fuera el
adecuado la ordenada al origen del ajuste por regresion deberfa pasar por el origen del sistema. Esto
ocasiona una sobreestimacion de las capturas respecto de los GD necesarios. Obviamente, los GD
necesarios para los distintos valores de emergencias de adultos difieren considerablemente de los

calculados segin la ecuacién de ajuste del modelo.
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Figura 6.1. Modelo lineal de capturas

acumuladas de machos vs. GD acumulados.

Sin embargo, si se consideran los GD acumulados desde el primero de julio y la primera captura para
cada una de las temporadas de muestreo en Esquel, y se las compara con los 1659.25 GD
pronosticados por el modelo de Regan ¢z 4/, las diferencias no fueron tan marcadas para las primeras
dos temporadas de muestreo (Cuadro 6.1) en tanto se acentuaron en las dos restantes, que acumularon

menos unidades de calot.

Cuadro 6.1. Comparacién de GD acumulados entre Esquel y el modelo de Regan ef .

Temporada GD Diferencia en | GD diario | Nro. de dias
GD acum. | promedio !
1999- 2000 1693.23 33.98 10.6 3
2000- 2001 1738.61 79.36 10.29 8
2001- 2002 1273.51 385.74 8.11 48
2002- 2003 1438.24 220.98 7.9 28

! = Numero de dias de diferencia referidos a los GD diarios promedio durante el periodo de calculo de GD acumulados

Posiblemente estas discrepancias se deban a las diferencias geograficas y climaticas como asi también a
la ocurrencia de diferentes biotipos del insecto asociados a otra especie de hospedante. Ademas, ain
cuando la utilidad y validacién del modelo de Regan ¢f 4/ hayan sido comprobadas, es factible que bajo
condiciones geograficas y climaticas diferentes la selecciéon azarosa de una fecha calendario influya

notablemente en su capacidad predictiva.
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En este sentido, una de las mayores imprecisiones en los modelos de grados dia se produce cuando
existen dificultades en definir un tiempo discreto o un evento biolégico que pueda emplearse para
iniciar la acumulacién de temperaturas (Dent y Walton 1997). La seleccion arbitraria de este momento,
tal como pueden ser las fechas calendario, se basa en que el desarrollo del insecto durante el periodo
previo a la fecha elegida es insignificante o desechable, justificacién que carece de sustento bioldgico.
Generalmente ello se aplica cuando se trata de predecir el desarrollo luego de un periodo de dormancia
o diapausa. A través de diferentes estudios se ha demostrado que estos modelos son exitosos cuando
las acumulaciones de temperatura se inician con la presencia de un determinado estado de desarrollo y

para predecir futuros estados (Pruess 1983; Gargiulo ¢f a/. 1984).

En concordancia con los trabajos de los autores citados en el parrafo precedente, este estudio ratifica la
bondad del empleo de un evento biolégico, en este caso la captura del primer macho en trampas de

feromonas, como momento de inicio de calculo de GD.

6.2.2 Analisis comparativo entre el modelo propuesto y los GD acumulados calculados para la
VIII Region chilena

Otro estudio similar realizado por Palma Prieto en 1995 en Los Arenales, VIII Region de Chile, que
relaciona los GD acumulados y el ciclo biolégico de la mariposa del brote, permite también efectuar
algunas comparaciones con los resultados obtenidos en el presente trabajo. En el estudio citado se
emple6 directamente el umbral inferior de desarrollo estimado por Regan e a/. y no se construyé un
modelo fenoldgico, pues se tomaron datos durante un solo ciclo de vida del insecto. Para posibilitar la
comparacion se recalcularon los GD del presente estudio empleando como umbral inferior la

temperatura de —2.2 °C.

Las unicas temperaturas acumuladas especificadas en el estudio realizado por Palma Prieto son las que
corresponden a 50%, 80% y 100% de emergencia de los adultos, para los que se necesitan entre 241.5-
184.2 GD y entre 298.1 GD-270.7 GD para 50% y 80% de emergencia respectivamente, valores que no
coinciden con los predichos por el modelo de regresion (Figura 6.2). Las temperaturas acumuladas
necesarias para los respectivos porcentajes de emergencias recalculadas empleando el citado umbral
inferior superan entre 18 GD y 76 GD para 50% de las capturas y entre 120 GD y 148 GD para 80%
de las capturas a los valores absolutos de GD del estudio considerado, mientras que para el maximo
porcentaje de emergencia, éstas se encuentran entre 182 GD y 205 GD por debajo de los valores
absolutos de GD (Gomez 2003). En términos de numero de dias de diferencia -referidos a los GD
diarios promedio para el periodo de vuelo- las variaciones oscilan entre 3.5 y 6 dias para 50% de las
emergencias, entre 10 y 12 dfas para 80% y entre 11 y 19 dias en menos para la maxima emergencia.
Posiblemente, estas discrepancias se deban a diferencias climaticas a excepcion de la temperatura, pues
se supone que el desarrollo de una especie tiene los mismos requerimientos térmicos

independientemente de la ubicaciéon geografica, a menos que haya, por ejemplo, diferencias de biotipos.
Si se analizan las diferencias solamente en términos absolutos se observa que las mismas se suavizan al

final del periodo de vuelo en que los valores absolutos son muy similares. Para Chile oscilan entre 888.1

y 903.6 para dos estaciones climaticas diferentes pero para un solo muestreo anual, mientras que para
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Patagonia oscilan entre 841.7 y 881.1 correspondientes a dos periodos consecutivos de vuelo (2000-
2001 y 2001- 2002) (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Capturas acumuladas de machos
adultos en vuelo vs. GD.

El modelo correspondiente a la funcién expresada graficamente es el siguiente:
_ d d,
y=ab + cx‘/b + x%;

siendo *= 0.9612; s= 7.799

Los valores que adoptan los coeficientes son: a= -0.074702141, b= 702518.41, c= 111.66034 y d=
2.3838288.

6.2.3 Perspectivas, potencialidad y aplicacion del modelo en el manejo de la plaga

La construccion, ajuste y validaciéon de este modelo fenolégico es uno de los primeros pasos necesarios
hacia la planificacién y estructuracion de un sistema que facilite el seguimiento de la plaga y
proporcione informacion para la toma de decisiones en su manejo. Un segundo elemento, que es tan
importante como la existencia del modelo, es la disponibilidad de los datos climaticos registrados en las

diferentes estaciones meteorologicas asentadas en el area.

Un avance interesante en este sentido lo constituyen los estudios de Damario y Pascale (1971, 1974 y
1983) y Rodriguez ez a/ 2001 (Fide Rodriguez ez al. 2001), que son los primeros pasos hacia la
integracién de esta informacién y la generacion de cartas de disponibilidades caléricas en Argentina.
Estos trabajos, que estan orientados fundamentalmente a los requerimientos energéticos de los cultivos
agricolas, tienen como principal limitante que se han basado en las temperaturas medias mensuales en
lugar de las temperaturas diarias. De esta forma la posibilidad de utilizar estos datos es restringida, al

menos en lo que respecta a la comparacion de mapas historicos de grados dfa.
A pesar que se reconoce la importancia del conocimiento de las disponibilidades caléricas para la
agroclimatologfa de una regién, no es usual su registro continuo y sostenido en el tiempo. Al mismo

tiempo, el acceso a esta informacion es restringido y arancelado. La planificacién e implementacion de
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redes de informacién de esta naturaleza, con acceso directo para los usuarios, es un proceso lento que

requiere de la cooperacion, coordinacion e integracion interinstitucional de diferentes grupos de trabajo.

Por otra parte cabe destacar que el modelo construido luego de las cuatro temporadas consecutivas de
monitoreo se halla atin en una instancia no formal de validacién, que implica su puesta a prueba en la
regiéon para observar como funciona. Se pueden por ejemplo predecir los GD para el vuelo de los
adultos utilizando el modelo fenolégico y luego compararlo con los GD actuales para el mismo
monitoreo del vuelo utilizando las capturas en trampas como forma de muestreo, o bien la inversa. De
esta manera, observando los mismos eventos y comparandolos con las predicciones del modelo durante

varios afios, se puede ajustarlo al area en cuestion.

La validacién formal implica registrar los datos climaticos de un sitio particular, monitorear la especie
plaga y combinar ambos grupos de datos con programas estadisticos para computar o relacionar GD y
eventos biologicos, empleando también umbrales de temperaturas estandares que puedan provenir de

otros modelos fenolégicos.

El monitoreo con los GD permite conocer cuando una plaga alcanzara sus estados mas susceptibles. Si
la densidad de plaga es elevada y su distribucion es amplia, el monitoreo de los GD ayuda a prescindir

de la decision “intuitiva” para determinar el momento de implementacion de estas acciones.

6.3 Aproximacion al conocimiento de la estructura genética de poblaciones de R.
buoliana

6.3.1 Comparacion entre las poblaciones argentinas de R. buolianay la poblacién de referencia

La comparacién entre ambas poblaciones puede realizarse mediante los siguientes tres parametros
principales: a) nimero de alelos registrado por cada locus, b) indice de fijaciéon Fis y c) diversidad
genética, que evidencian de manera elocuente que la variacién genética en las poblaciones argentinas es
muy escasa y que solo esta presente una pequefia parte de la variaciéon genética encontrada en la

poblacién de referencia.

a) En las poblaciones argentinas el 25% de los loci analizados son polimoérficos mientras que en la
poblaciéon patrén lo son todos los loci. Ademas en los dos loci polimérficos de las poblaciones
argentinas solo se registraron dos alelos mientras que en la poblacién alemana, si bien el numero
predominante de alelos por locus es dos, este numero vari6 entre 2 y 4 (Cuadro 6.2). Esterasa es el
sistema con mayor grado de polimorfismo en la poblacién alemana mostrando dos loci con tres y
cuatro alelos, mientras que en las poblaciones locales uno sélo de los loci es polimoérfico y con dos
alelos solamente. Investigaciones realizadas en otras especies de lepidopteros del género Choristoneura,
perteneciente a la misma familia que R. bwoliana, han demostrado que esterasa es el sistema mads
altamente polimoérfico (Stock y Castrovillo 1981). Estos autores registraron cinco loci con tres, cuatro,
cinco y siete alelos. Asimismo en otras plagas forestales tal como el escolitido Ips #ypographus 1.
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) se identificaron, en poblaciones alemanas, hasta 23 alelos en

este mismo sistema (Gruppe com. pers.).
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Cuadro 6.2. Cuadro comparativo del nimero de alelos registrado por cada locus en las poblaciones

argentinas y la poblacién de referencia.

Locus NP° de alelos
Pobl. arg. Pobl. ref.
AAT 1 2
EST-1 1 4
EST-2 2 3
ME 2 No evaluado
G6PDH 1 2
HK-1 No analizado | 2
HK-2 No analizado | 2
IDH 1 2
MDH 1 3
PGM 1 2

b) El coeficiente de endogamia o indice de fijaciéon de Wright (Fis) obtenido para el locus EST-2 en las
dos poblaciones argentinas que no cumplen con las proporciones esperadas por el equilibrio de Hardy-
Weinberg, super6 ampliamente al valor obtenido para el mismo locus en la poblaciéon patrén aun
cuando también en este caso no se cumple con las proporciones de equilibrio (Cuadro 6.3). Ello
evidencia un gran déficit de heterocigotas y en cierta forma es una medida que también contribuye a
calificar la escasa variacion genética. La poblacion argentina que no se desvia de las proporciones de
equilibrio mostré un valor mas bajo de Fis. Agrupando las muestras de las tres poblaciones argentinas
el coeficiente de endogamia también super6é ampliamente a su correspondiente en la poblacioén patrén,
reafirmando asi lo antedicho (Cuadro 6.3).

Cuadro 6.3. Cuadro comparativo de los valores de Fis en las poblaciones argentinas y la poblacion

patron.

Poblaciones Fis
Pobl. ¢ 0.7723
Pobl. 4 0.1250
Pobl. f 0.7268
Pobl. argentina 0.7108
Pobl. referencia 0.5053

c) La diversidad genética promedio en las poblaciones argentinas es la mitad de la diversidad registrada
en la poblacién patrén analizada y estimada como promedio de todos los loci analizados (0.1191 y

0.256 respectivamente).

6.3.2 Posibles razones que explican la variabilidad genética encontrada en las poblaciones
argentinas

Son wvarias las razones a las que puede atribuirse la escasa variabilidad genética de las poblaciones
argentinas. Por un lado, es posible que la poblacién inicial que se establecié en plantaciones cercanas a
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Esquel haya sido probablemente pequefia y con escaso grado de variabilidad (efecto fundador), de alli
que la variabilidad genética encontrada sea también escasa. Por otro lado, es factible que el tiempo
desde la introducciéon de la plaga en Argentina, Patagonia no fue suficiente para que ocurriera una

divergencia genética entre poblaciones.

El flujo génico entre las poblaciones comparadas es probablemente intenso, ya que la distancia en
kilémetros que las separa no es muy grande, por lo tanto hay homogeneidad. Por otro lado, dado que
la estructura entre demos esta controlada en gran parte por el grado de flujo génico, podria esperarse
que su magnitud fuera relativamente baja en muchas especies de insectos especialmente los voladores
con alta capacidad de dispersion (Mc Cauley y Goff 1988); tal como es el caso de la mariposa del brote
(Pointing 1962). Incluso, estudios electroforéticos de insectos muestran a menudo niveles bajos de
estructura interdemos, especialmente cuando se los compara con taxa menos vagiles tales como

salamandras o caracoles terrestres aunque esta tendencia no es universal (Wright 1978 fide Mc Cauley
and Goff 1988; Roderick 19906).

Los resultados obtenidos permiten descartar, en principio, la diferenciacién de poblaciones en funcién
de su asociacién con distintos hospedantes. Hecho que también es respaldado por los resultados de los
ensayos realizados en laboratorio y en el campo. Esto explica, en parte, que P. radiata y P. ponderosa sean
igualmente susceptibles al ataque, ocurrido en los ultimos afios, a pesar de que P. ponderosa posee
caracteres anatomicos y de crecimiento que la harfan menos vulnerable. La diferenciacion genética de
poblaciones relacionada con la especie hospedante ha sido reportada a través de varias investigaciones
en las que se demostr6 que la planta hospedante ejerce una mayor influencia que la ubicacién geografica
(Jaenike 1990, Roininen ef a/. 1992, Nason ef al. 2002). Entre otros autores, Sezer y Butlin (1998) y
Huettel y Bush (1972) (fide Craig 2001) coinciden que la preferencia por el hospedante esta
determinada por pocos loci con dominancia por la preferencia por un solo hospedante. En Drosophila
grimshawi Carson y Otha (1981) (fide Craig 2001) encontraron que la preferencia estaba determinada por
un solo locus con dos alelos indicando que en la preferencia por el hospedante es posible la

determinacién genética simple.

De la misma forma la estrecha asociacion con la especie hospedante puede conducir a la formacion de
razas, fenémeno que constituye el paso intermedio en la especiacion simpatrica de los insectos
herbivoros y sucede con cierta frecuencia (Craig ef al. 1993, Abrahamson e al. 2001, Nason ez al. 2002).
Se han mencionado varios factores o la combinacién de ellos como los responsables de esta
diferenciacion genética, entre ellos las preferencias de oviposicion, es decir un alto grado de selectividad
por parte de las hembras en la postura de huevos y también el apareamiento asociado a la especie
hospedante (Abrahamson ez @/ 2001, Roininen ef a/. 1992). En este sentido, nuevamente los resultados
de este trabajo han demostrado que si bien R. buoliana tiene preferencias de oviposicion por la especie
hospedante de la cual proviene, también es capaz de oviponer en otro hospedante ante la ausencia de

esta especie.

Otro aspecto a tener en cuenta es que ante huéspedes similares e igualmente palatables, los insectos
fitofagos prefieren generalmente el que esta disponible con mayor frecuencia. Niemela e# a/. (1982) han
demostrado que la frecuencia de las especies de macrolepidépteros finlandeses esta positivamente

correlacionada con la frecuencia de las especies de plantas. Cuando una especie de planta es
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extremadamente abundante, la tasa de encuentro por los insectos es relativamente alta y, con el
transcurso del tiempo, los individuos la prefieren (Pérez-Contreras 1999). La disponibilidad tanto en el
espacio como en el tiempo desempefian un rol importante en este sentido (Jaenike 1990, Mayhew
1997), por eso probablemente al aumentarse el area de las plantaciones de P. ponderosa, el insecto

comenzd a atacar dicha especie con mayor intensidad.

El hecho de que no se haya encontrado variaciéon genética a nivel de isoenzimas, entre poblaciones
proximas asociadas con distintos huéspedes, no significa que no se pueda detectar variacién a nivel de
marcadores moleculares del ADN, ya sea en relaciéon con distintos huéspedes, o con diferentes areas
geograficas. En una proxima etapa de investigacion, se realizara una caracterizacion de poblaciones e
R. bnoliana procedentes de diferentes regiones de Argentina, Chile y de los paises europeos de origen,
utilizando marcadores moleculares del ADN. Mediante un enfoque filogeografico, se intentard
reconstruir la historia evolutiva de la especie en América del Sur y establecer sus vias de dispersion,

comparando los datos que se obtengan, con los registros historicos conocidos.

6.3.3 Analisis de los valores de Fst en relacion con los estandares para insectos

Los tres parametros estadisticos de Wright representan desviaciones de la distribucion de la varianza
genética neutral bajo condiciones de panmixia completa. Fst representa el componente de la varianza
genética entre poblaciones (subpoblaciones respecto del total) y relaciona la distribucion de los alelos
entre subpoblaciones o demos dentro del area total estudiada. El estadistico Fis representa los efectos
del apareamiento no al azar dentro de las subpoblaciones en la distribucion de la varianza genética entre
individuos dentro de las subpoblaciones. Es decir que relaciona la distribuciéon de los alelos entre
organismos dentro de subpoblaciones. Usualmente se lo utiliza como una medida de endogamia o
exceso de homocigotas. La relaciéon entre ambos estadisticos da una idea de la variabilidad genética y

del grado de diferenciacién entre poblaciones.

Cuando los valores de Fst son inferiores a los de Fis significa que las poblaciones no estan bien
separadas y que existe muy poca variabilidad, tal como es el caso de las poblaciones argentinas
estudiadas. Generalmente los valores de Fst estimados para insectos y sobre la base de estudios de
isoenzimas estan comprendidos entre 0.01- 0.2, ain cuando las muestran son tomadas de poblaciones
distribuidas a lo largo de todo el rango de la especie (Mc Cauley & Eanes 1987 fide Mc Cauley and
Goff 1988; Roderick 1996). En este rango de valores estan comprendidos los valores estimados para

los pares de poblaciones b-f y e-b estudiados (basados en un sélo locus) quedando excluido el par e-£

Wright (fide Hartl 1989) establece los siguientes tres intervalos de valores de Fst que indican distintos
grados de diferenciacion: a) 0.05- 0.15 = diferenciacion moderada; b) 0.15- 0.25 = diferenciacion
grande; ¢) >0.25 = diferenciacion muy grande. Esta clasificacion es menos amplia que el rango
sostenido por Mc Cauley y Eanes y de esta forma quedaria fuera del rango de la clasificacion el valor de
Fst para los pares de poblaciones e-f y b-£. No obstante Wright sostiene que ain los valores inferiores
a 0.05 no serfan desechables. Por otra parte a pesar de que la mayoria de las especies de insectos
muestran estructuras genéticas estadisticamente significativas entre subpoblaciones, éstas son a menudo
de magnitud relativamente pequefa (Fst < 0.10) (Mc Cauley and Goff 1988).
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7 CONCLUSIONES

El incremento de la superficie forestada con P. ponderosa en el area de los bosques andinopatagonicos de
Chubut favorecié una mayor incidencia de ataque de Rbhyacionia buoliana sobre dicha especie, al
constituirse en un recurso mas abundante y predecible para el insecto. De esta forma, la intensidad de
ataque iguala a la observada sobre P. radiata, especialmente en los sitios donde no coexisten ambas
especies forestales. Los diferentes resultados obtenidos a partir de las investigaciones realizadas
sustentan esta afirmacion, por ejemplo, el haber comprobado que las larvas de la mariposa “aceptan” la
especie de pino en la que son implantadas a pesar de provenir de otra especie. Dado que la eficiencia de
las larvas en términos de alimento consumido es variable, ain no es posible afirmar si éstas se
desarrollan mas eficientemente en una u otra especie de hospedante. En este sentido los resultados no
muestran uniformidad con respecto a los distintos indices nutricionales obtenidos a partir de los

ensayos practicados.

La informacién generada a través de este estudio constituye un aporte al conocimiento de la ecologia
nutricional de R. buoliana, puesto que no existen antecedentes de investigaciones al respecto. La
eficiencia en la conversion del alimento ingerido por la especie es baja y esta comprendida entre 5% y
19%. Del mismo modo, son también bajas la tasa relativa de consumo -valores entre 0.17 y 0.86
mg/mg/dia- y la tasa relativa de crecimiento promedio, que oscila entre 0.003 y 0.02 mg/mg/difa. Las
larvas crecen menos que la cantidad de alimento que ingieren, lo cual podria relacionarse con la

presencia de compuestos aleloquimicos en la resina tales como los fenoles.

Los resultados sobre preferencias de oviposicion representan otra evidencia que sustenta el aumento en
la magnitud del ataque sobre P. ponderosa, pues las hembras de R. buoliana prefieren oviponer en la
especie hospedante de la cual proceden, siempre que se les ofrezca la posibilidad de seleccionar entre
especies diferentes. Si este no es el caso, las hembras depositan sus huevos sobre la especie de Pinus

ofertada.

La susceptibilidad diferencial de ambas especies de pino frente al ataque del insecto se relaciona
especialmente con la magnitud del dafio observado. El tamafio de las yemas-brotes cumple un rol
fundamental en este sentido; el mayor tamafio de las mismas en la especie P. ponderosa determina que la
proporciéon de tejido comprometido respecto del total sea menor, compensando asi el consumo
significativamente superior de las larvas. Ademas del tamafio, la mayor superficie ocupada por el
sistema de canales resiniferos presentes en las yemas contribuye a que estas yemas estén mejor

defendidas.

La velocidad de crecimiento de las yemas-brotes es otra de las caracteristicas fenotipicas asociadas con
la susceptibilidad de las plantas. En aquellas yemas-brotes de P. radiata que crecen mas lentamente, la
intensidad de ataque es mayor y condicionarfa la magnitud del dafio a la planta. Esta comprobacién no
puede trasladarse al analisis comparado de ambas especies puesto que el incremento en longitud y
diametro de las yemas-brotes es diferente para determinados periodos del crecimiento vegetativo. No se
observa una correspondencia entre el crecimiento generalmente mas lento de los brotes de P. ponderosa -

respecto de los de P. radiata- y una mayor intensidad de ataque. Los factores antes mencionados
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propiciarfan la menor susceptibilidad al ataque observado en esta especie, cuando coexiste con P.

radiata.

Dado que el ambiente ejerce su influencia sobre estas y otras caracteristicas fenotipicas, una pauta de
manejo en el marco de prevencion del ataque deberfa estar orientada al establecimiento de las especies
en sitios con buena aptitud forestal, capaces de promover un rapido crecimiento y desarrollo de las

yemas, posibilitando asi que las plantas estuviesen en mejores condiciones de defenderse.

Desde un enfoque anatémico, en ambas especies de pinos se observan las mismas respuestas generales
a la perforaciéon producida por las larvas. El parénquima de las yemas es el tejido en el que se
evidencian los mayores cambios producidos por el ataque. Las células modifican su forma, sentido de

division, engrosan sus paredes y se observan llenas de granulos.

El modelo fenoldgico para predecir el vuelo estacional de los machos es una herramienta importante en
los sitios con alta intensidad de ataque y densidad de la plaga, en los que es indispensable implementar
medidas de supresion mediante la aplicacion de productos quimicos que disminuyan drasticamente la
densidad poblacional. Los métodos de supresion son mas efectivos cuando se aplican en el momento
que ha emergido una determinada proporciéon de adultos de la poblaciéon. El modelo construido
permite predecir el comportamiento del vuelo estacional de los adultos a partir de la fecha de la primera
captura de los machos en trampas en el noroeste de la provincia de Chubut, empleando la temperatura

base estimada para este estado.

La temperatura umbral inferior estimada para el estado adulto es de 4.2°C, mientras que para el estado
de pupa y todos los estadios larvales es 3.2°C (exceptuando L1 que es 7.2°C y L6). Es posible predecir
el inicio de los estadios .1, .2, .3 y 1.4 a partir de las temperaturas acumuladas calculadas desde la
captura del primer macho en las trampas. Se necesitan entre 236 GD-257 GD, 367 GD-384 GD, 489
GD-520 GD, 791 GD-836 GD para la aparicion de los respectivos estadios larvales en el campo.

El modelo construido para predecir el comportamiento del vuelo estacional de los machos constituye
el primer paso para facilitar el monitoreo de la plaga, ya que no requiere del control permanente de las
trampas en el campo por parte de personal capacitado. Su implementacioén requiere un sistema eficiente
para el registro sistematico y formal de temperaturas, que esté disponible para ser empleado por los
propietarios de las plantaciones. Dado que el modelo fenolégico se encuentra aun en una etapa de
validacion informal, podria ser objeto de ajustes y correcciones en las diferentes regiones de la
Patagonia, donde deberfa ser probado. Las cuatro temporadas monitoreadas fueron climaticamente
atipicas y muy disimiles entre si, motivo por el cual se recomienda que hasta que el modelo construido
no esté completamente validado, la informacion relativa al comportamiento del vuelo de los adultos sea

complementada con un monitoreo de la plaga mediante la instalacién de trampas.

El incremento registrado en los niveles de parasitismo de R. buoliana, por parte del himenoptero Orgilus
obscurator (Braconidae) en el area en estudio, es un aspecto positivo que también deberia ser considerado
en las pautas de manejo de la plaga, ya que este agente de control biolégico se halla bien establecido en
plantaciones de pinos con una antigiiedad de por lo menos siete afios y alta densidad poblacional de

plaga. Es menester destacar también que la reciente detecciéon del hiperparasitoide Perissocentrus sp.
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indica que el monitoreo de los niveles de parasitismo en el campo debe ser permanente atn cuando se

haya establecido el parasitoide.

En lo que respecta a los analisis electroforéticos de isoenzimas cabe destacar que éstos permitieron, en
primer lugar, desarrollar y ajustar el protocolo adecuado para el estudio genético-poblacional de R.
buoliana, dado que no se contaba con antecedentes de un trabajo de estas caracteristicas en ningun sitio
a lo largo de la distribucion de la especie. Los resultados de esta investigacion demuestran que en las
poblaciones argentinas se halla presente sélo una proporciéon muy pequefa de la variacién genética
encontrada en la poblacién procedente del area de distribucion original de la plaga. Esto se evidencia en
el predominio de loci monomérficos, en contraposicion con la presencia de loci polimérficos en la
poblaciéon de referencia —Alemania-. La unica variacién hallada en las poblaciones argentinas de
Patagonia corresponde al sistema esterasa con un solo locus polimérfico. Este sistema, que es por lo
general altamente polimorfico en los insectos, resultd ser el mas polimorfico en la poblacion alemana.
Del mismo modo, la cantidad de alelos identificados en esta ultima superé ampliamente a la de las

poblaciones argentinas, y la diversidad genética duplicé a su correspondiente en las poblaciones locales.

La escasa variacion intra e interpoblacional de las tres poblaciones argentinas analizadas y su similitud
genética, se evidencié en valores elevados de identidad genética y del coeficiente de endogamia, los
cuales indican que existe un déficit de heterocigotos. Esto se explica por el “principio fundador” -una
plaga introducida representa sélo una pequena fraccion de la variaciéon genética de la especie- y por el
escaso tiempo transcurrido desde la introduccion del insecto. Por otra parte los resultados obtenidos
sefialan que no existe una diferenciaciéon genética poblacional asociada con los distintos hospedadores
de R. buoliana en el area de estudio -plantaciones de P. ponderosa y P. radiata-, aunque es posible que haya
algun tipo de diferencia en lo que respecta al alelo mas frecuente presente en las mismas. Para
corroborar esta hipotesis sera necesario abarcar un mayor numero de poblaciones asociadas con ambos
hospedantes tanto en Argentina como en Chile, y emplear marcadores moleculares del ADN
(microsatélites o ADN mitocondrial), los cuales permiten realizar una mejor caracterizacion
poblacional, especialmente cuando se trata de poblaciones que han divergido recientemente. Asimismo
estos métodos moleculares se estan empleando con éxito para determinar con precision el o los sitios

de origen de las especies plaga y sus principales vias de dispersion.
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