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Resumen

La introduccion de especies en ambientes nuevos y el establecimiento de las
mismas como especies invasoras es un problema creciente, tanto en el nimero de
especies establecidas fuera de su area natural, como en el creciente nimero de areas
afectadas. La teoria ecoldgica predice que una vez establecida, una especie invasora
puede desarrollar explosiones poblacionales, dada la ausencia de los controles naturales

presentes en su zona de origen.

Thaumastocoris peregrinus Carpintero Y Dellape (Heteroptera:
Thaumastocoridae) es una especie invasora en Argentina de ocasional importancia
econdmica en su zona de origen en Australia donde explosiones poblacionales de esta
especie han causado serios dafios, llegando a la muerte de arboles adultos. Identificada
originalmente como Thaumascotoris australicus Kirkaldy, su presencia fue registrada por
primera vez fuera de Australia, en Sudafrica, con un ejemplar colectado en 2003 donde
se convirtid rdpidamente en un problema fitosanitario en cultivos de varias especies de
Eucalyptus. En 2005 fue detectada en Moreno, Lujan y La Plata en la Provincia de
Buenos Aires. Para 2006 se la encontré en Concordia, Entre Rios y rapidamente fue
detectada en Uruguay en el 2007, en el sur de Brasil en Octubre de 2008, en Chile en
2009 y en Paraguay en 2010. Actualmente su distribucion mundial abarca los paises de
Nueva Zelanda, Italia, Portugal, Israel, México, Estados Unidos de América y por ultimo

en Albania.

La deteccién a principios de 2005 en Moreno, Provincia de Buenos Aires, fue el
primer registro de la especie en América. Estudios sobre individuos colectados en La
Plata, Provincia de Buenos Aires, llevaron a identificarlo como una nueva especie, T.

peregrinus. Posteriormente, esta identidad fue confirmada, siendo ésta la especie



considerada como responsable de los severos dafios descriptos sobre Eucalyptus spp. en

Sydney, Australia y la que estd presente en todos los paises citados.

Tanto en Australia, su zona de origen, como en otras partes del mundo, este
insecto ha causado severos dafios a especies de eucaliptos de interés comercial y
ornamental, tales como E. camaldulensis, E. globulus, E. bicostata y E. maidenii, y en
Argentina, su presencia ha sido confirmada ademads, sobre E. viminalis, E. tereticornis y
E. dunni. Todas las especies nombradas son de muy alto interés comercial en Argentina.
Dada la rapida dispersion ocurrida en el resto del mundo desde su primera deteccion
fuera de Australia, T. peregrinus se convirtié rapidamente en una plaga de alto impacto

en varias de las especies forestales de mas alto valor comercial.

La superficie implantada con Eucalyptus es de aproximadamente 255.000 ha, lo
cual representa un 22,8% de la superficie total destinada para produccién forestal, por
lo que constituye un recurso forestal de importancia para la Argentina. El crecimiento
del area forestada con especies de Eucalyptus spp. ha alcanzado en los ultimos afios un
nivel significativo. Las plantaciones estan localizadas mayormente en las provincias de
Corrientes, Entre Rios y Buenos Aires, aunque también hay importantes areas forestadas
en el Noroeste Argentino (NOA): Jujuy, Salta, Tucuman, Santiago del Estero y Catamarca.
Las principales especies que se cultivan en la Argentina son: Eucalyptus grandis, E.

dunnii, E. tereticornis, E. globulus y E. camaldulensis.

En este contexto, y dada la generalizada falta de informacion acerca de esta
nueva especie plaga, esta tesis explora algunos aspectos relevantes de la biologia basica
de esta especie: Comportamiento de alimentacion, preferencias de alimentacién y de
oviposicion, y su relacion con el desempefo. Para esto, realicé estudios de
comportamiento y respuesta olfativa con y sin acceso al material vegetal por medio de
un olfatédmetro. De particular interés me resulté la falta de claridad en la bibliografia
disponible acerca del sitio especifico de alimentacidén de este insecto sobre las hojas de

Eucaliptos. Conocer el sitio y la manera de alimentacidn de este insecto, no sélo permite
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entender el comportamiento y el dafio sobre la planta, sino que también resulta de
interés al momento de decidir estrategias de control. Por esta razén, abordé el estudio
detallado de este aspecto. Contrariamente a mucha bibliografia sobre el tema, los
resultados muestran con claridad que esta especie se alimenta de las células del
mesofilo. Los resultados de estos estudios de comportamiento de alimentaciéon son

presentados en el capitulo 2.

Respecto a la ecologia de esta especie, analicé no sélo su comportamiento de
alimentacion ya mencionado, sino también las preferencias de alimentacion, asi como
las preferencias de oviposicion y el desempeno sobre distintas especies hospedadoras.
También me interesd dilucidar los mecanismos que estarian operando en la relacidn

planta-insecto, que pudieran dar cuenta de las preferencias observadas.

De esta manera, el capitulo 3 aborda estudios de preferencia de alimentacién
sobre distintas especies de Eucalipto, asi como la relacidn entre esta preferencia y la
presencia de distintos aceites esenciales. Se detectd una preferencia muy marcada y
jerarquicamente lineal entre las distintas especies de Eucalipto ensayadas, asi como un
rechazo casi total de las hojas de plantas jovenes. Asimismo los resultados mostraron
correlaciones entre la jerarquia de preferencias encontrada y la presencia o ausencia de

dos aceites esenciales.

El capitulo 4 presenta los estudios sobre la preferencia de oviposicion y
desempefio sobre las mismas especies. Los resultados de estos estudios resultan
notables, dado que se detectd una preferencia muy marcada y jerarquicamente lineal
respecto de la preferencia de alimentacién (capitulo 3), una fuerte correlaciéon entre
preferencia de alimentacion y el desempefio de los insectos, pero ninguna preferencia

de oviposicidn sobre las mismas especies.

Existen evidencias de que la preferencia de oviposicién por parte de las hembras

de insectos herbivoros esta positivamente correlacionada con el desempefo de los



individuos de la siguiente generacion. En efecto, el éxito reproductivo depende de la
supervivencia de la descendencia y esta fuertemente moldeada por la seleccidn natural,
pero, al mismo tiempo, afectada por la forma en que los individuos perciben su
ambiente a varios niveles jerarquicos. Sin embargo, desviaciones de este supuesto
abundan, tal como es el caso de los resultados de esta tesis. Existen varias razones que
pueden explicar esta falta de correlacidn, como por ejemplo que la planta preferida sea
rara en el nuevo habitat, o ser una reciente introduccidon al hdabitat o una planta
hospedera recientemente colonizada por la especie. Otra explicacion para la posible
falta de correlacién, puede ser explicada por la hipdtesis del espacio libre de enemigos
naturales. En el capitulo 4 discuto estos resultados a la luz de diversas aproximaciones
tedricas, que podrian explicar estas discrepancias entre la preferencia de alimentacién y

el desempefio y la falta de preferencia de oviposicion.

Finalmente, el capitulo 5 aborda distintas estrategias para el manejo integrado
de T. peregrinus. Se discuten alli aspectos ligados al manejo mediante seleccién de
especies resistentes, el posible control bioldgico y alternativas para el control quimico
de esta especie plaga, mediante el ensayo de distintos insecticidas, asi como el cdlculo

de sus eficacias y residualidad.



Abstract

The introduction of species into new ranges and their establishment as invasive
species is a growing worldwide problem, not only because of the number of species
outside their natural ranges, but also in the number of affected regions. Ecological
theory predicts that, once established, an invasive species is prone to population

outbreaks due to the absence of the natural controls present in their original habitats.

Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellape (Heteroptera:
Thaumastocoridae), is an invasive species in Argentina, of only occasional importance in
its original range in Australia. Population outbreaks there have caused damages in the

past, and even die offs of adult trees.

Identified at first as Thaumascotoris australicus Kirkaldy, its presence was
registered outside Australia for the first time in the Gauteng Province, South Africa, with
several specimens collected in December 2003, mainly on Eucalyptus camaldulensis
Denh. It rapidly became a serious sanitary problem on several Eucalyptus species. In
2005 it was detected in Argentina in Moreno, Lujan, and La Plata, Buenos Aires Province.
By 2006 it had spread to Concordia, Entre Rios, moving rapidly to Uruguay (2007),
Southern Brazil (October 2008), Chile (2009), and Paraguay (2010)

Its current worldwide distribution encompasses also New Zealand, Italy,
Portugal, Israel, México, United States and, at the moment of the writing of this thesis it

was detected in Albany.

The initial detection in 2005 in Moreno, Argentina, was the first record of this

species in the Americas. Studies on specimens collected in La Plata led to its



identification as a new species, namely Thaumastocoris peregrinus. Later this
identification was confirmed, being this species now considered the one responsible for
the severe damages described on Eucalyptus spp. in Sydney, Australia and the one

present in all the countries mentioned above.

In its native range, as well as in other parts of the world, this insect has caused
severe damage to Eucalypt species of great commercial interest, such as E.
camaldulensis, E. globulus, E. bicostata and E. maidenii. In Argentina, its presence has
also been confirmed on E. viminalis, E. tereticornis, and E. dunni. All these species are of
great commercial value in Argentina. Due to the fast spreading of this invasive species
all around the world following its first detection outside Australia, T. peregrinus rapidly

became a worldwide high profile pest.

The area implanted with Eucaliptus spp. in Argentina is approximately 255.000
ha, which represents 22.8% of the total area dedicated to forestry, making these species
an economic resource of great importance for the country. The increase in the area
planted with Eucalyptus spp. in late years was significant. Eucalyptus plantations are
located mainly in the Corrientes, Entre Rios, and Buenos Aires Provinces, although there
are also other significant areas in Northwestern Argentina (NOA): Jujuy, Salta, Tucuman,
Santiago del Estero and Catamarca Provinces. The main species planted in Argentina

are: Eucalyptus grandis, E. dunnii, E. tereticornis, E. globules, and E. camaldulensis.

It is in this context that, due to the generalized lack of information about this
new insect pest, this thesis explores some relevant issues about the biology, and ecology
of this species This thesis present my studies on the feeding behavior, feeding choice
and preference, oviposition preference, and their relationship with this insect’s
performance. In order to carry on with those, | carried behavioral and olfaction
experiments with and without access to the food material using an olfactometer. Of
particular interest to me was the specific feeding site of this insect on the Eucalipt

leaves. To know the site and way in which the insects feed, allows not only for a better
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understanding of the damage on the host plant, but also when deciding control
strategies for the pest. For this reason, | studied this particular aspect in great detail.
Contrary to much of the bibliography on this issue, the results clearly show that this
species feeds on the mesophyll cells. The results of the studies on feeding behavior are

presented in Chapter 2.

Regarding the ecology of this species, | analyzed not only the feeding behavior as
stated above, but also feeding preference, as well as oviposition preference and
performance over different host species. | was also interested in clarifying the
mechanisms that would be in place in the insect-plant interactions that could explain

the observed behavior and preferences.

In this way, Chapter 3 shows the feeding preference studies on different
Eucalyptus species and the relationships between these preferences and the essential
oil profiles on the same host species. A very strong, linear preference was detected
between the different Eucalypts species tested, and an almost complete rejection of
young trees’ leaves. Furthermore, the results clearly showed correlations between the

preferences hierarchies found and the levels of two essential oils.

Chapter 4 is about the studies on oviposition and performance on the same host
species. The results of those studies are noteworthy, since a very strong and linear
feeding preference was detected, as shown in Chapter 3, a strong correlation was also
found between feeding preference and insect performance, but no oviposition

preference at all was detected on the same Eucalypt species tested.

There is evidence in the literature about oviposition preference by female insects
being positively correlated with offspring performance. Indeed, reproductive success
depends on offspring survival and is strongly affected by natural selection, but also
influenced by the way in which individuals perceive their environment at different

hierarchical levels. However, deviations do exist on this assumption, which is the case of



the results presented in this thesis. Several reasons exist, that can account for the lack of
correlation found here. For instance, the preferred plant might be rare or absent in the
new range, or being a recent introduction to the habitat, or a host plant recently
colonized by the insect species. Another possible explanation for this lack of correlation
is the enemy-free space hypothesis. In Chapter 4 | discuss the results in light of these
different theoretical approaches that could account for the observed discrepancies

between feeding preference and performance with the lack of oviposition preference.

Finally, Chapter 5 deals with different management strategies for the
development of an Integrated Pest Management program for T. peregrinus. Different
issues are tackled in this part, related to management by selection of resistant host
species, the possibility of biological control, and chemical control alternatives through

the assay of different insecticides and their efficacy and residual effects.
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1.1- Eucalyptus en el mundo y en Argentina

El género Eucalyptus L'Héritier, perteneciente a la familia de las Myrtaceas,
constituye uno de los principales componentes de la actividad forestal mundial, con mas
de 20 millones de hectareas plantadas en el mundo. Es un género muy diverso que
abarca mas de 700 especies, ocupando una variedad de nichos ecoldgicos, con cerca de
15 subgéneros, incluyendo Corymbia (70 spp. aprox.), Eucalyptus (110 spp.) y
Symphyomyrtus (500 spp.) (Merchant et al., 2006).

Las especies del género Eucalyptus son nativas de Australia y Nueva Guinea
(Doughty, 2000). Estos se han ganado una reputacidon Unica entre las especies
maderables debido a varias caracteristicas deseables. Muchas especies crecen
rapidamente y producen madera de muy alta calidad que también puede utilizarse
como celulosa para la fabricacién de papel. Pueden plantadarse a altas densidades vy
suelen cosecharse en rotaciones de aproximadamente 10 afios, dependiendo de la
ubicacidn. Estos arboles crecen en suelos pobres, sin riego suplementario, lo que les
proporciona una ventaja sobre las plantaciones de otras especies de madera dura. En
consecuencia, en América del Sur (Brasil, Chile y Argentina), Africa subsahariana
(Republica de Sudafrica, Zambia y Malawi), y la cuenca mediterranea (Espafia, Portugal,
Italia, Tunez, Argelia e Israel) se encuentran enormes plantaciones de eucalipto
(Doughty 2000). Ademas de su valor como especies comerciales, los eucaliptos también
se han plantado en muchas zonas templadas y subtropicales del mundo como arboles

ornamentales.

En Argentina el 65% de las forestaciones del pais corresponde a especies de
coniferas, fundamentalmente Pinus elliottii y P. taeda y en menor medida otras especies
como Araucaria angustifolia, P. ponderosa y Pseudotsuga menziesii. La superficie
implantada con Eucalyptus es de aproximadamente 255.000 ha, lo cual representa un

22,8% de la superficie total destinada para produccion forestal (UCAR, 2015). Las
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especies que se cultivan son principalmente E. grandis Hill ex Maiden, E. saligna Smith,
seguidos de E. camaldulensis Dehn, E. globulus Labill, E. tereticornis Smith, E. viminalis
Labill y sus hibridos, con destino a la industria de papel y de madera sélida (Beale y

Ortiz, 2013).

Las plantaciones de Eucalyptus estan localizadas mayormente en las provincias
de Misiones, Corrientes, Entre Rios y Buenos Aires, aunque también hay importantes
areas forestadas en el noroeste argentino (NOA): Jujuy, Salta, Tucuman, Santiago del

Estero y Catamarca (Diodato y Venturini, 2007).

Los eucaliptos han tenido una amplia difusién no sélo en su area nativa, sino
como especies exoéticas en la mayoria de las zonas de clima tropical, subtropical o
templado céalido. Esto sumado a los avances, en cuanto al transporte internacional, han
eliminado las barreras naturales de dispersién de plantas y animales, aumentando
notoriamente el riesgo de introduccion de plagas en cualquier regién. Al igual que en el
resto del mundo, la expansidn del area forestada en Argentina es acompafnada por la
colonizacién de herbivoros exéticos especificos del género Eucalyptus (Paine et al.,

2011).
1.2- Plagas de Eucalyptus

De las principales plagas que afectan la produccion de Eucalyptus en la Argentina
se encuentran a las hormigas cortadoras de los géneros Acromyrmex Mayr y Atta
Fabricius (Hymenoptera: Formicidae). Entre los insectos defoliadores se encuentran los
gorgojos del género Gonipterus Schoengerr, Gonipterus platensis Marelli y G.
pulverulentus Lea (Coleoptera: Curculionidae) y la polilla Thyrinteina arnobia Stoll
(Lepidoptera: Geometridae). Los insectos xil6fagos Phoracantha semipunctata Fabricius
y P. recurva Newman (Coleoptera: Cerambycidae). Los fitosuccivoros Blastopsylla
occidentalis Taylor, Glycaspis brimblecombei Moore y Ctenarytaina eucalypti Maskell

(Hemiptera: Psyllidae), y Thaumastocoris peregrinus Carpintero y Dellapé (Hemiptera:
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Thaumastocoridae). Por ultimo, los gallicolas como Leptocybe invasa Fisher & La Salle y
Ophelimus maskelii Ashmead (Hymenoptera: Eulophidae) (Bouvet et al., 2005, Botto et
al., 2010; Aquino et al., 2018).

a- Comedores de hojas

Las hormigas caracterizadas como cortadoras de hojas se encuentran en dos de
los 12 géneros existentes en la tribu Attini. Los géneros Atta, con 15 especies, y
Acromyrmex, con 24, son considerados como los principales herbivoros de los trépicos y
subtrépicos de América, con categoria de plagas para la agricultura y silvicultura
(Weber, 1982; Cherret, 1986; Holldobler y Wilson, 1990). La distribucidon geografica de
las hormigas cortadoras se encuentra limitada al continente americano y algunas islas
del Caribe, entre los paralelos 40° N y 44° S. La riqueza de especies en Atta y
Acromyrmex es mayor en los subtrdpicos de Sudamérica, particularmente en el norte de
Argentina, Paraguay, el sur de Brasil, Bolivia y Uruguay (Fowler, 1983; Cherret, 1989;
Holldobler y Wilson, 1990). Las hormigas cortadoras del género Atta son insectos que
causan defoliacidn en Eucalyptus como en varios tipos de plantas, utilizando las hojas
gue cosechan para cultivar el hongo a partir del cual se alimentan (Zanuncio et al.,,
2002). El género Acromyrmex puede provocar muerte de plantas o un crecimiento mas
lento y en consecuencia afectar la produccién de madera (Zanetti et al., 2000; Della
Lucia, 2003). Estudios demostraron que el ataque de A. lundi a E. globulus de diferentes
procedencias redujeron significativamente altura, didmetro y area foliar de los mismos

(Martinez et al., 2015).

Entre las primeras especies fitofagas que expandieron su distribucién por fuera
de su lugar de origen se encuentran los gorgojos del género Gonipterus Schoengerr. Las
especies presentes en Argentina son Gonipterus platensis Marelli y G. pulverulentus Lea,
las cuales fueron registradas por primera vez en el afio 1925 (Marelli, 1927) vy
rapidamente se dispersaron por el territorio asociadas a la presencia de eucaliptos. El

dafio que producen se debe a la alimentacién de las larvas y de los adultos que
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consumen especificamente las hojas de los arboles de este género (Fig 1.1), pudiendo
defoliar completamente los brotes nuevos en caso de ataques severos (EPPO, 2005).
Tanto en su lugar de origen, como en los lugares donde se ha dispersado, incluida la
Argentina, se encuentra su parasitoide odéfago especifico, Anaphes nitens Girault
(Hymenoptera, Mymaridae), limitando sus poblaciones. Sin embargo, bajo determinadas
condiciones se ha constatado un crecimiento poblacional asociado a mayores dafios en
diferentes especies de eucaliptos (Mapondera et al., 2012, Medeiros de Souza et al.,

2016).

(C) A, Cordero

Figura 1.1: Gonipterus sp. a. Detalle de adulto alimentandose desde el borde de la hoja.
B. Las larvas de los primeros estadios se alimentan realizando galerias.

Thyrinteina arnobia es un insecto defoliador cuya larva se alimenta de la base a

la cima y de los margenes al interior de los arboles de Eucalyptus (Zanuncio et al., 1993).

b- Consumidores de ramas y fuste

Phoracantha semipunctata es un insecto xiléfago cuyas larvas pueden producir
muerte de arboles ya que se alimentan del cambium de arboles de Eucalyptus en
condiciones de estrés, especialmente en condiciones de sequia (Cillié y Tribe, 1991),
pudiendo también disminuir la produccién de los mismos por afectar las trozas de

arboles recién apeados (Mansilla Vazquez et al., 1999). Phoracantha recurva comparte
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los mismos habitos alimenticios y comportamiento que P. semipunctata (Wilcken et al.,

2002).

c- Insectos succionadores

Glycaspis brimblecombei es una especie cuyos adultos y ninfas se alimentan de
las hojas de Eucalyptus siendo las ninfas las que mayor dafio causan (Fig. 1.2 a y b),
como consecuencia de su alimentacidon generan decoloraciéon de las hojas y pérdida de
follaje (Diodato y Venturi, 2007). Ctenarytaina eucalypti succiona los jugos que contiene
el parénquima foliar, provoca desecacion de hojas y brotes los cuales se retuercen y
deforman adquiriendo un color grisaceo negruzco (Fig. 1.2 c y d), en ataques reiterados

deja brotes deformes e incluso secos (Cadahia, 1980).

Figura 1.2. Insectos fitosuccivoros. a. Adultos de Glycaspis brimblecombei. b. Detalle de
ninfa protegida con un escudo y hojas de eucalipto con varios escudos. c. Adulto de
Ctenarytaina eucalypti. d. Brotes jévenes de eucalipto con presencia de ninfas de C.
eucalypti.
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d - Insectos galicolas

La familia Eulophidae agrupa el mayor numero de avispas asociadas al género
Eucalyptus con hdbitos endofitéfagos, ya sea como productores de agallas, parasitoides
o inquilinos (La Salle, 2005). En Argentina, Leptocybe invasa fue registrada por primera
vez en el afio 2010 (Botto et al., 2010). Las hembras oviponen en los peciolos,
nervaduras centrales de las hojas y tallos de ramas jovenes, siendo las especies
Eucalyptus grandis, E. tereticornis y E. camaldulensis las mas susceptibles a su ataque
(Nyeko et al., 2009; Thu et al., 2009). Cuando las infestaciones son muy elevadas, L.
invasa puede producir la caida prematura de hojas e incluso la muerte de plantines,
plantas jovenes o arboles debilitados (Mendel et al., 2004). Por su parte, Ophelimus
maskelli fue registrada en Argentina en el afio 2013. Las hembras oviponen y generan
agallas uniloculares en la [dmina de las hojas, mostrando preferencia por E. tereticornis y
E. camaldulensis (Protasov et al., 2007). Se ha registrado en E. camaldulensis que
elevadas infestaciones pueden ocasionar la desecacidn de parte de la copa de estos

arboles (Protasov et al., 2007).

1.3 Thaumastocoris peregrinus

Thaumastocoris peregrinus, chinche del bronceado del eucalipto, es una especie
originaria de Australia, donde sus explosiones poblacionales han ocasionado serios
dafos, llegando a causar la muerte de arboles adultos (Noack y Coviella, 2006). En los
ultimos 15 afios se ha convertido en una de las plagas invasoras mds importantes de las
plantaciones de eucalipto alrededor del mundo. Su presencia fue registrada por primera
vez fuera de Australia en Sudafrica con un ejemplar colectado en 2003 donde se
convirtié rapidamente en un problema sanitario en cultivos de Eucalyptus. En 2005 fue
detectada en Moreno, Lujan y La Plata en la Provincia de Buenos Aires, y rapidamente se

distribuyo por otras regiones del pais (Noack y Coviella, 2006). La especie es reportada
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en Sudafrica en 2003 como Thaumastocoris australicus Kirkaldy (Jacob y Neser, 2005) y
en Argentina (Noack y Coviella, 2006), pero luego Carpintero y Dellapé (2006) la
identifican en Argentina como una especie nueva, Thaumastocoris peregrinus y se
determina que es la misma que se reportd en Australia y Sudafrica. En el afio 2008 se
informa su presencia en Uruguay (Martinez, 2008), mismo afo en el que se la detecta en
Brasil (Wilcken, 2008). Se la registré en Chile en el afio 2009 (lde et al., 2011) y en
Paraguay en el afio 2010 (Zaracho et al., 2014). M3as recientemente fue reportada en
Nueva Zelanda (Sopow et al., 2012), Italia (Laudonia y Sasso, 2012), Portugal (Garcia et
al., 2013), Israel (Novoselsky y Freiberg, 2016) y Mexico (Jiménez Quiroz et al., 2016). En
los Estados Unidos de América (California) y por ultimo en Albania (van der Heyden,

2017).

a- Descripcion de la especie

Thaumastocoris peregrinus Carpintero y Dellapé (Hemiptera:
Thaumastocoridae), es un insecto pequefio (2-4.5 mm) que pertenece a los
Thaumastocoridae, una familia de chinches cimicomorfas descrita por primera vez por
Kirkaldy (1908). Thaumastocoridae incluye tres subfamilias, los Thaicorinae de Tailandia
con un género existente, los Xylastodorinae sudamericanos representados por dos
géneros y seis especies y los Thaumastocorinae con cuatro géneros y 13 especies (Slater,
1973; Cassis et al., 1999; Heiss y Popov, 2002). Esta ultima subfamilia con insectos
fitosuccivoros de Australia, con un solo género y especie en el sur de la India (Drake y
Slater, 1957). Los Thaumastocorinae tienen un amplio rango de hospedantes que
incluye especies de Acacia, Agonis, Banksia, Dryandra, Elaeocarpus, Eucalyptus,
Melaleuca, Schizomeria y Xanthorrhoea, mientras que los Xylastodorinae se alimentan
exclusivamente de Palmae (Kumar, 1964; Slater, 1973; Hill, 1988; Cassis et al., 1999;

Jacobs y Neser, 2005; Carpintero y Dellape, 2006).
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El género nominotipico Thaumastocoris fue creado por Kirkaldy (1908) para una
nueva especie: T. australicus. Mas tarde, Drake y Slater (1957) describieron otras dos
nuevas especies: T. hackeri y T. petilus, y Rose (1965) describidé la cuarta especie del

género, T. macqueeni. Todas estas especies son originarias de Australia.

Schaefer (1969) comentd sobre las relaciones filogenéticas de la familia y sugirié
una relacién con los Plokiophilidae; mas recientemente, Schuh y Stys (1991) colocaron

los Thaumastocoridae en un clado junto con Miridae + Tingidae.

Thaumastocoris peregrinus presenta el cuerpo comprimido y alargado, cabeza
ancha, ojos pedicelados y placas mandibulares alargadas y notables; con las siguientes
caracteristicas: longitud total: 3mm; ancho: 0.96mm; de coloracién general marrén
claro; brillante; l6bulo pronotal posterior con area central negruzca; dpice del tercer
segmento antenal y mitad apical del cuarto negro; margenes laterales de la cabeza y el
yugular, margen anterior del pronoto, banda longitudinal mediana en la mitad apical del
escutelo, margen interno del clavus y margen exterior del corion blanquecinos (Fig 1.3).
Membrana de hemiélitro blanco opaco, estrechamente marginado con marrén oscuro a
lo largo del borde corial (Carpintero y Dellapé, 2006). La cdpsula genital masculina es
asimétrica y se encuentra orientada hacia la derecha (Fig 1.4). Superficie ventral marrén,
cabeza y patas marrén palido (Noack et al., 2011) El labio de la especie es corto de tres

segmentos.
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Figura 1.3: Adultos de Thaumastocoris peregrinus. Detalle del hemielitro.

Esta especie es muy parecida a T. australicus, por lo que fue confundida con ella
(Jacobs y Neser, 2005; Noack y Coviella, 2005), pero se puede distinguir facilmente por
el pronoto, este lleva un par de tubérculos anterolaterales, que estan ausentes en T.
australicus y en todas las demas especies conocidas del género, asi como por el hecho
de que la capsula genital masculina se abre hacia el lado derecho y por los tres dientes
oscuros subapicales en el margen interno de la parte delantera y media de la tibia, la
capsula genital de T. australicus se abre hacia la izquierda y las tibias anterior y media

tienen mas dientes en el margen interno de la mitad distal (Carpintero y Dellape, 2006).

Los huevos son oscuros, ovalados, con un corion y opérculo redondo. Presentan
una depresion en el dorso de los mismos y miden 0,5 mm de largoy 0,2 mm de ancho.

Las ninfas son naranjas con manchas oscuras en el térax y primer segmento abdominal.
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Figura 1.4: Adultos de Thaumastocoris peregrinus. a 'y b- Hembras; c y d- Machos. Vista
dorsal y ventral respectivamente.

T. peregrinus presenta metamorfosis incompleta del tipo paurometabolo, con
cinco estadios ninfales (Noack y Rose, 2007) (Fig 1.5). La duracién total del estado ninfal
es de 17,2 + 1,1 dias a una temperatura de 25,0 *+ 0,5 2C, siendo la duracién total de la
etapa adulta de 23,0 + 2,3 dias, con un periodo de pre-oviposicion de 6,9 + 0,6 dias
(Martinez et al., 2014). En condiciones de laboratorio el promedio diario de produccion
de huevos por hembras apareadas es de 1,8 a 2,1 huevos por dia (Noack y Rose, 2007),
siendo la produccién total por hembra de 39,5 + 6,1 durante un periodo de oviposicién
de 15,5 + 2,3 dias (Martinez et al., 2014). Todas las fases de desarrollo pueden

presentarse en la misma hoja y varias generaciones pueden desarrollarse en un afio. Los
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huevos son puestos solos o en grupos, cuando es en grupo se los puede identificar como

una mancha oscura y amplia sobre la hoja (Carpintero y Dellapé, 2006).

Figura 1.5. Ciclo ontogénico de Thaumastocoris peregrinus. Huevo, cinco estadios
ninfales y adulto.

Adultos y ninfas tienen un comportamiento gregario y el dafo causado a las
hojas se debe a la actividad alimentaria. T. peregrinus produce puntos clordticos en la
nervadura central de la hoja expandiéndose progresivamente hacia toda la lamina
(Santadino et al., 2017). Es un insecto fitosuccivoro cuyo dafio lo ocasionan tanto ninfas
como adultos al alimentarse de las hojas del hospedante (Noack y Rose, 2007). Cuando
las poblaciones aumentan, se produce una fuerte reduccién de la tasa fotosintética de
las hojas, lo que puede provocar una disminucion del crecimiento y en ocasiones

producir la defoliacion completa del arbol (Ide et al., 2011).
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1.4- Invasiones bioldgicas

El traslado y la introduccién de especies exdticas fuera de su rango nativo por
parte de la actividad humana es una de las amenazas mas graves a la biodiversidad a
escala mundial. Las invasiones bioldgicas son uno de los problemas ambientales mas
serios con los que nos enfrentamos en la actualidad. Como consecuencia del
movimiento creciente de bienes y personas entre sitios y regiones, la presion de
transporte de propagulos de especies desde sus dreas de origen y hacia ambientes
nuevos ha aumentado de manera notable (Lockwood et al., 2005; Seebens et al., 2015;
Early et al., 2016). Este proceso se refleja en el aumento constante del nimero de
especies exdticas introducidas de modo deliberado o accidental en nuevos habitats

(Hulme, 2009; Simberloff, 2009; Ricciardi et al., 2017).

Debido principalmente a los procesos poblacionales que operan cuando las
densidades son bajas (efectos Allee), sélo una fraccién pequefia de las especies que
arriban a sitios nuevos logra establecerse y crecer poblacionalmente hasta niveles
capaces de generar impactos notorios (Lockwood et al., 2005; Liebhold y Tobin, 2008;
Davis, 2009). Sin embargo, esa pequefia proporcién es suficiente para considerar a las
especies invasoras como una de las principales amenazas tanto para los ecosistemas
naturales como para los productivos del planeta. Estas especies pueden generar
desequilibrios en la biodiversidad local, alteraciones en los servicios ambientales o
provocar pérdidas significativas en la productividad de sistemas agricolas y forestales
(Wingfield et al., 2008; Aukema et al., 2011; Liebhold et al., 2012). Por estas razones,
muchas de las especies mdas conocidas por sus evidentes impactos son especies
invasoras, por ejemplo el pulgén de las cupresaceas Cinara cupressi, el escarabajo
asiatico Anoplophora glabripennis, la acacia negra Acacia mearnsii y el cactus Opuntia

stricta (Lowe et al., 2000).

21



a. Mecanismos de invasion

La invasion de una especie en un ambiente nuevo es un proceso secuencial que
puede ser descripto sobre la base de mecanismos que definen con claridad tres etapas
(Lockwood et al., 2005). El arribo, la etapa inicial del proceso en la cual los individuos
son transportados fuera de su rango de distribucidon nativa hacia nuevas dreas, se
encuentra determinado principalmente por el traslado antrépico de propagulos
(semillas, esporas, huevos, larvas o reproductivos en latencia). El establecimiento es una
etapa critica en el proceso de invasion, en esta etapa las poblaciones son tipicamente
pequeiias y deben incrementar sus tamanos hasta niveles tales que minimicen los
riesgos de extinciéon local. Por ultimo, la expansidn, momento o fase del proceso en la
cual las poblaciones incrementan su rango de ocupacién geografica en el area invadida.
Esta etapa se encuentra determinada por la combinaciéon de mecanismos dispersivos y
reproductivos propios de la especie. Mientras que durante la fase de arribo no
intervienen procesos poblacionales, el éxito de establecimiento y expansién en un
ambiente fordneo dependen fuertemente de rasgos propios de la historia de viday de la
dindmica poblacional de las especies, asi como de los atributos de la comunidad

hospedadora (Liebhold y Tobin, 2008).

El manejo de especies invasoras plantea desafios nuevos para el tradicional
esquema de manejo integrado de plagas. En este contexto, se presenta una serie de
factores criticos de consideracidon bdsica al momento del disefio de las acciones de
manejo de la invasidn. El analisis de riesgo de arribo y establecimiento, el desarrollo de
métodos sensibles para la deteccién temprana, asi como el conocimiento de la historia
de invasidn en otras regiones y de las caracteristicas ecoldgicas y de comportamiento de
las especies, son factores que, en conjunto, afectan la capacidad de manejo de las
especies invasoras. De este modo, es importante que el esquema de manejo no sélo sea
dinamico sino también que considere la ecologia de la invasién en sentido amplio, como
los elementos que contribuyen al éxito de invasién y mediante tecnologias validadas

bajo las condiciones de los ambientes invadidos.
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Como mencionamos anteriormente, las invasiones bioldgicas por transporte
antrépico de especies, tanto intencional como inadvertido son una de las mayores
amenazas actuales a la conservacion de la biodiversidad (Vitousek et al., 1996; Jackson
et al., 2010). Muchos estudios recientes muestran que el nimero de invasiones
biolégicas se ha incrementado drasticamente en los ultimos cinco siglos, que el
incremento se esta acelerando y que la actividad humana es la principal causa del
fenémeno (Pascal et al., 2010; Genovesi et al., 2014; Latombe et al., 2017). Las especies
invasoras, que rapidamente colonizan grandes areas, ofrecen una excelente
oportunidad para la investigacion en biologia de poblaciones dadas las estrategias que
utilizan para colonizar nuevos ambientes y el cambio que provocan en las comunidades
ya establecidas (Huey et al., 2000; Tsutsui et al., 2000, Sakai et al., 2001, Wilson et al.,
2009, Gao y Reitz., 2017).

A partir del trabajo clasico de Elton (1958), la Biologia de Invasiones obtuvo un
estatus de disciplina independiente, que continla generando herramientas
metodoldgicas y marcos tedricos propios aun hasta nuestros dias (Davis, 2009). El
desarrollo conceptual y metodoldgico de la biologia de invasiones se centré en

responder tres preguntas fundamentales (Mooney y Drake, 1989):

e Acerca de la invasividad: éQué factores determinan si una especie sera

invasiva o no?

e Acerca de la invasibilidad: éCuales son las caracteristicas del ambiente

gue lo hacen vulnerable o resistente a las invasiones?

e Acerca de las medidas de control: ¢{De qué manera puede ser usado el
conocimiento adquirido al responder las anteriores dos preguntas

para desarrollar estrategias efectivas de control y manejo?

Una de las preguntas prioritarias de la Biologia de las Invasiones es aquella

relacionada con los determinantes de la invasividad: épor qué hay especies mas
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invasivas que otras? La estrategia propuesta por Van Kleunen et al. (2010) para dar
respuesta a dicha pregunta consiste en dilucidar los factores ecoldgicos y genéticos
involucrados en el ingreso y expansion de una dada especie. Los estudios de procesos
ecoldgicos se suelen preguntar de qué manera la invasividad estd asociada con las
interacciones competitivas, de parasitismo o predaciéon que la especie introducida
genera con las especies previamente establecidas (Crawley, 1989, Colautti et al., 2004) y
de la estabilidad de la comunidad nativa (May y MclLean, 2007). Por su parte, los
estudios sobre procesos genéticos se preguntan de qué manera la invasividad de las
especies esta asociada con la variaciéon genética de caracteres adaptativos y de la
plasticidad fenotipica (Fanara et al. 2006; Carreira et al., 2011) que exhiben dichos
caracteres de las especies invasoras en el rango geografico donde fueron introducidas
(Hanfling, 2007) para comprender los mecanismos y estrategias de invasidon (Shea vy
Chesson, 2002). Los estudios de desempefo de T.peregrinus abordados en esta tesis,
contemplan la invasibidad de la especie, en particular sobre las seis especies de

Eucalipto mas abundantes en Argentina y objeto de los estudios.

La invasibilidad, por su parte, describe la susceptibilidad de un ambiente a la
colonizacién y establecimiento de nuevas especies (Davis et al., 2000, Van Kleunen et
al., 2010). La capacidad de las especies invasoras para establecerse en una nueva
comunidad depende de varios factores como, la existencia de los recursos disponibles, y
otros atributos del nuevo ambiente como la presencia o ausencia de enemigos naturales
(depredadores o patégenos) y la medida en que las condiciones abidticas del entorno
original coinciden con el nuevo ambiente. Estas caracteristicas influyen en la
probabilidad que el propagulo invasor se establezca en primer lugar y posteriormente se
disperse ampliando su area de distribucion (Drake y Lodge 2004, Schreiber y Lloyd-Smith
2009). Mas alld de la ubicuidad de distintas especies de Eucalipto presentes en
abundancia en Argentina, esta tesis, aborda la invasibilidad bajo la hipdtesis de la falta
de controladores naturales en el nuevo ambiente, de cdmo T. peregrinus se encuentra,

al menos presumiblemente, en los primeros estadios de integracion dentro de la red
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tréfica relacionada a Eucalyptus spp. y de cdmo, las distintas especies de Eucalyptus
presentes y sus distintas combinaciones de aceites esenciales, se reflejan en las

preferencias de alimentacion y oviposicidn de este insecto.

Respecto al desarrollo de estrategias efectivas de control y manejo de las
especies plagas, se requiere de dos aspectos que, en forma conjunta, actien de modo
de garantizar éxito en las estrategias (Dent, 1995). Por un lado, la informacién de base
gue permita caracterizar los factores que describen la invasividad e invasibilidad, es
fundamental para la toma de decisiones. Por otro lado, la capacidad de generar
respuestas que reduzcan los efectos perjudiciales de la especie invasora plaga. A pesar
de que aun es imposible evitar el empleo de plaguicidas, en los ultimos afios se han
propuesto estrategias tendientes a formular un manejo integrado de plagas donde el
uso de controles bioldgicos como parasitoides y predadores (Murua et al., 2006,
Riquelme y Botto 2010, Savino et al., 2017) o la utilizaciéon de técnicas de control
genético como la del macho estéril (Cladera et al., 2014), el manejo de habitat, o las
modificaciones de practicas de cultivo, permiten en conjunto un control mas eficiente
de la plaga minimizando los riesgos ambientales y sin tantos efectos perjudiciales (Dent,

1995).

En este contexto, el problema que se propuso estudiar en esta tesis, es el de la
reciente introduccion en la Argentina de Thaumastocoris peregrinus, un insecto que es
plaga en Eucalyptus spp., de la cual se tiene muy poca informacién (Heiss y Popov,
2002). Con sus tres subfamilias y aproximadamente 20 especies descriptas en el mundo,
la biologia de las especies de esta familia es casi enteramente desconocida. Las
asociaciones con distintas especies de eucalipto, aspectos basicos de la biologia, tales
como preferencia, desempefio, supervivencia y fecundidad, asi como de sus enemigos
naturales, son aspectos sobre los cuales no existe practicamente ninguna informacién
para esta especie y que deben ser estudiados para establecer un plan de manejo de la
plaga que minimice su impacto sobre uno de los principales cultivos forestales de

Argentina.
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1.5- Objetivos generales

Siguiendo este marco tedrico, en esta tesis se estudian aspectos referidos a la

invasividad de T. peregrinus, la invasibilidad local y el manejo integrado de esta especie.

Los objetivos generales planteados en este trabajo de tesis son:

1. Establecer los aspectos mas relevantes de la biologia de T. peregrinus,

mediante estudios de:

a. preferencia de alimentacion (Capitulo Il y 1),

b. preferencia de oviposicién (Capitulo IV) y

c. desempefio (Capitulo IV).

2. Determinar la influencia de los perfiles de aceites esenciales de distintas
especies de eucalipto en el proceso de seleccidon de hospedadores por parte

de este insecto (Capitulo llI).

3. Relacionar la preferencia de oviposicion con los estudios de desempefio

sobre distintas especies de eucalipto (Capitulo V).

4. Verificar la posible existencia de enemigos naturales locales que puedan

afectar el proceso de invasién (Capitulo V).

5. Comprobar la factibilidad de utilizar enemigos naturales de T. peregrinus
presentes en Argentina o introducidos desde su regién de origen en Australia

(Capitulo V).

6. Comprobar la eficacia de diversos insecticidas como tdactica alternativa de

control de esta especie (Capitulo V).
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Capitulo Il

Comportamiento alimentario de
Thaumastocoris peregrinus: seleccion,

aceptacion y utilizacion del recurso.
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Introduccion

La calidad del alimento puede afectar casi todos los aspectos de la ecologia de
los insectos fitéfagos (van Kleunen y Fischer, 2005). Distintos factores y mecanismos
favorecen la heterogeneidad de los recursos alimenticios: transporte restringido de
nutrientes a subunidades aéreas por arquitectura vascular (Orians y Jones, 2001);
guimica secundaria de las hojas (Hartley y Jones 1997); fenologia y desarrollo tisular
(hojas jovenes y viejas); efectos del ambiente abidtico (hojas expuestas al sol o a la
sombra); presencia de meristemos en crecimiento (Denno y McClure, 1983); presencia

diferencial de enemigos naturales.

Hay que considerar que la mayoria de los insectos fitéfagos se alimentan de
partes de las plantas ricas en metabolitos secundarios, por lo cual deben poseer los
mecanismos para evitarlos o mecanismos fisioldgicos de desintoxicacién. Ademas se
debe considerar que el hospedero debe satisfacer el desarrollo de la descendencia. En
este sentido, la seleccién del hospedero y el rango de preferencia es determinado en
muchos casos por las preferencias del estado adulto para la oviposicién (Poykko y
Hyvarinen, 2003), aunque los efectos varian bajo diferentes condiciones y presiones de

seleccion (Awmack y Leather, 2002).

Los objetivos de este Capitulo consisten en abordar los mecanismos por los
cuales T. peregrinus elige la planta de la cual se va a alimentar (2.1) y de que manera

utiliza ese recurso (2.2).
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2.1. Seleccidn y aceptacion

El estudio del comportamiento de alimentacidn es un paso crucial a la hora de
comprender la biologia de los insectos fitdgafos, acerca de cémo identifican, seleccionan
y aceptan una planta hospedera como alimento y para describir los dafios producidos

por aquellas especies que adquieren el estado de plaga.

Schoonhoven et al. (2005) consideran que la seleccidén de alimento se basa en
tres parametros. El primero es la seleccién de plantas por el tipo de sustancias quimicas
gue producen y que pueden satisfacer la dieta que el artropodo necesita para su
supervivencia. En segundo lugar caracteristicas morfoldgicas propias del artrépodo,
tales como el aparato bucal o el tamafio, y en tercer lugar la seleccion de la parte de la

planta de la cual se alimentan de acuerdo a las caracteristicas fisiologias del artrépodo.

De acuerdo con Visser (1988), el comportamiento de seleccion por parte de los
insectos fitéfagos puede contemplar dos fases: 1) la busqueda de la planta hospedero y
2) el reconocimiento. La busqueda de hospedero se relaciona con las acciones del
insecto inducidas o mediadas por caracteristicas de la planta, involucrando los
mecanismos y estructuras que actldan en la percepcidn de los estimulos principalmente
visuales y olfativos, que pueden funcionar de manera aditiva en el sistema nervioso
central del insecto. El desarrollo de sistemas olfativos, les permitié adquirir la capacidad
de distinguir los compuestos volatiles especificos que emiten las plantas, y las
variaciones que se presentan de acuerdo con el estado fisiolégico y nutricional de la
misma, asi como las interacciones entre la planta con otros organismos y los cambios
sujetos a condiciones climaticas. Respecto de la forma y color de las plantas, son
caracteristicas menos usadas dado que presentan menor variacién entre las especies,
pero son necesarias para definir los hospederos dentro una atmédsfera atestada de
moléculas volatiles (Visser, 1988; Bernays y Chapman, 1994). Por otro lado, el
reconocimiento se refiere a los mecanismos que inciden en la decisién del insecto de

alimentarse y/u oviponer en determinada planta, se refiere a las caracteristicas
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particulares del sistema perceptivo de un herbivoro, y la percepcién se puede definir
mejor como la forma en que un animal ve e interpreta el ambiente (Dethier, 1969;

Kogan, 1994), y a partir de la cual toma sus decisiones.

Objetivos:

1- Evaluar la capacidad de T. peregrinus de identificar especies de las plantas

hospedadoras mediante el olfato.

2- ldentificar los mecanismos utilizados por T. peregrinus para aceptar una planta

hospedadora como fuente de alimento.

Materiales y métodos

La metodologia utilizada en esta parte de la tesis tiene en cuenta dos aspectos
complementarios pero separados de la seleccién por parte de los insectos. En primer
lugar, se plantearon los estudios de comportamiento de alimentacién mediante el uso
del olfatdmetro. Este disefio permite estudiar la capacidad del insecto para detectar la
planta hospedadora mediante el uso del sentido del olfato. Al no permitir el acceso
directo al material, la determinacién de la seleccién olfativa forma parte de la
orientacién del insecto hacia la planta hospedadora cuando aln esta lejos de la misma.
El segundo aspecto tiene que ver con la aceptacion de la planta como recurso
alimenticio cuando se le permite al insecto el acceso y contacto fisico directo. Al permitir
el acceso directo y registrar el niumero de deyecciones, esta segunda parte permite
verificar la alimentacion efectiva. Tomados en conjunto, ambos ensayos permiten
responder acerca de los mecanismos de orientacidn, aceptacién y alimentacion efectiva

por parte del insecto sobre los distintos recursos ofrecidos.
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a. Respuesta olfativa sin acceso directo al material vegetal ofrecido

La respuesta olfativa sin acceso al material vegetal por parte de Thaumastocoris
peregrinus se evalué mediante ensayos de laboratorio. Estos se desarrollaron en el
laboratorio de Ecologia de la Universidad Nacional de Lujan (UNLu), en condiciones de
temperatura y humedad controlada (23 £ 3 2Cy 70 - 90 % HR). El material de vidrio y/o
de pldstico, asi como las superficies utilizadas fueron limpiadas meticulosamente
primero con agua y luego con alcohol. Posteriormente se secaron con papel absorbente.
Para la fabricacion del olfatémetro se utiliz6 como guia el disefio de Ranjith (2007), se
utilizé6 para tal propdsito un tubo de vidrio en forma de “Y”, mangueras de goma
transparente de igual didmetro y longitud, frascos cilindricos de pldstico, capuchdn de
tela y un aireador. El dispositivo se instald sobre una superficie lisa y limpia. Las hojas de
cada una de las especies vegetales a contrastar de a pares se cortaron en cuatro y
fueron depositadas dentro de los frascos de plastico, los cuales estaban comunicados
mediante las mangueras de goma en cada extremo de la secciéon en “V” del tubo en
forma de “Y” del olfatémetro. El aireador se comunicé mediante mangueras idénticas a

las anteriores a los frascos con las hojas (Figura 2.1).

Figura 2.1. Detalle del disefio del olfatémetro.

31



En cada ensayo se evalud el comportamiento de un individuo de T. peregrinus
realizdndose 20 repeticiones para cada combinacién de hojas de especies de

Eucalyptus.

Se utilizé material vegetal fresco, recolectado el dia del ensayo del arboretum
ubicado en el campo experimental de la Universidad Nacional de Lujan. Las especies
utilizadas fueron: E. camaldulensis, E. globulus y E. cinerea. La seleccién de estas
especies se basd en ensayos previos y observaciones a campo, en los cuales
encontramos (Santadino et al., 2008) que E. camaldulensis es preferido sobre E. globulus
y E. cinerea es una de las especies que no presenta ningun grado de infestacién

observado hasta el momento.

En la realizacién de los ensayos se utilizaron chinches criadas en jaulas dentro del
bioterio. Las mismas fueron colectadas en diferentes estadios ninfales de los arboles del
arboretum de la UNLu. Durante la cria se las alimentd con E. dunni, ya que esta especie
no era de las seleccionadas para los ensayos. Debido a que se observd una mayor
presencia de insectos sobre hojas adultas que sobre hojas juveniles, en los ensayos se
utilizaron solamente hojas adultas de las tres especies de Eucalyptus consideradas. Las
mismas se colocaron comparando las especies de a pares en el olfatdmetro. Los
estimulos olfativos (hojas) se ubicaron a la misma distancia entre si y equidistantes del

insecto.

En cada repeticidn, la chinche fue privada de alimento durante las 4 hs previas al
experimento, colocandose en el extremo del tubo en Y opuesto a las dos ramas del
mismo donde estaban los frascos con las hojas. Cada experimento durd cinco minutos.

Para determinar si hubo una seleccidn se siguieron los siguientes criterios:

a. Si el insecto se dirigia a uno de los dos extremos del tubo y permanecia alli.

b. En caso de visitar ambos extremos del tubo en Y, se decidié por aquel de los
extremos en el cual pasé mas tiempo.
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c. Si el tiempo durante el cual estuvo en cada lado del tubo en Y fue similar, se

decidié a favor de a cudl se dirigié la chinche mayor nimero de veces.

d. Cuando el insecto no se dirigio hacia ninguna de las dos ramas del tubo en Y, se

considero empate.

b- Respuesta alimentaria con acceso al material ofrecido (ensayo de libre eleccién)

La respuesta alimentaria de T. peregrinus se evalué mediante ensayos de
laboratorio. En frascos de vidrio de 1 litro (Figura 2.2), se colocaron dos floreros
equidistantes con las mismas combinaciones de eucalipto utilizadas en el ensayo

anterior.

Se colocd un insecto por frasco y se realizaron 20 repeticiones para cada una de
las combinaciones de eucalipto evaluadas. Al cabo de 48 horas se determiné la seleccion
por parte del insecto contando el nimero de deyecciones en las hojas de cada una de
las dos especies comparadas. Las deyecciones se utilizaron como evidencia de

alimentacion efectiva.

Figura 2.2. Detalle de la arena experimental.
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c- Analisis Estadistico

Se realizd un disefio completamente al azar con 20 repeticiones. Se
determinaron diferencias mediante el test de bondad de ajuste X, (a=0,05) utilizando

la correccién de continuidad propuesta por Yates (Zar, 2010).

Resultados

a- Respuesta olfativa sin acceso al material ofrecido

Como muestra la tabla 2.1, los ensayos de respuesta olfativa, sin acceso directo al
material, no mostraron diferencias significativas entre las especies evaluadas. En el
ensayo de seleccién entre E. cinerea vs E. camaldulensis, si bien la diferencia no fue
significativa con un p = 0,05, el valor calculado de chi cuadrado para un p= 0,1 sugiere

una posible débil seleccidn positiva por E. camaldulensis (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Test de chi cuadrado para el analisis de la respuesta olfativa

(1 gl, esperado para p = 0,05: 3,841; p = 0,10: 2,707; *indican diferencias significativas
p=0,1)

Respuesta
Especie comparadas Valor Calculado
Observada Esperada de X*
E. cinerea 5,5 10
3,2 %
E. camaldulensis 14,5 10
E. cinerea 10,5 10
O NS
E. globulus 9,5 10
E. camaldulensis 10,5 10
O NS
E. globulus 9,5 10

b- Respuesta alimentaria con acceso al material vegetal ofrecido

Los ensayos de la respuesta alimentaria mostraron resultados diferentes a los
observados en el olfatdmetro. La tabla 2.2, muestra la fuerte seleccidén positiva por E.
camaldulensis. En los ensayos E. camaldulensis vs E. cinerea y E. camaldulensis vs E.
globulus, en todas las repeticiones las chiches eligieron al primero, y en ambos casos
con un grado de confianza del 99,9 %. En el ensayo E. cinerea vs E. globulus los

resultados no muestran una diferencia hacia ninguna de las dos especies (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2. Test de chi cuadrado para el analisis de la respuesta alimentaria.

(1 gl, valor esperado para p = 0,01: 10,828; p = 0,05: 3,841; p = 0,10:2,707; **indican
diferencias significativas p=0,01).

. LR Valor Calculado de
Especie comparadas X
Observados Esperado 2
E. cinerea 0 10
18,05 **
E. camaldulensis 20 10
E. cinerea 6,5 10
1,8 NS
E. globulus 13,5 10
E. camaldulensis 20 10
18,05 **
E. globulus 0 10
Discusion

Los ensayos realizados en este capitulo, permitieron estudiar los mecanismos de

seleccion del insecto cuando el mismo tiene o no acceso fisico al material vegetal

ofrecido. Los resultados obtenidos indican que posiblemente el sentido del olfato, al

menos para las especies evaluadas, no parece jugar un papel importante en la decisidon

de T. peregrinus. Por el contrario, cuando los adultos tienen acceso al material, los

resultados son significativamente distintos y resultan similares a los encontrados por

otros autores (Jacob y Neser, 2005; Ide et al., 2011).
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En efecto, el Tabla 2.1 muestra que en el olfatdmetro, la conducta de T.
peregrinus evidencia una posible pero débil seleccion, aunque solamente para E.
camaldulensis y cuando se lo compara con E. cinerea. En los ensayos de respuesta
alimentaria, donde se le permite al individuo acceso fisico directo, el insecto muestra
una muy marcada preferencia positiva por E. camaldulensis, mientras que E. cinerea, no

es preferido en ninguno de los casos.

Estos resultados coinciden con las observaciones de campo, donde las mayores
densidades poblacionales se observan usualmente sobre E. camaldulensis (observacion

personal).

En el caso de la comparacidn entre E.globulus y E. cinerea, el insecto no mostré
preferencia por ninguna de estas dos especies ni en el olfatdmetro sin acceso al
material, ni en los ensayos de respuesta alimentaria con acceso fisico al mismo. Sin
embargo, observaciones a campo mostraron presencia de T. peregrinus sobre arboles de
E. globulus, y no asi sobre arboles de E. cinerea que no presentan daios ni presencia

fisica del insecto sobre sus copas (observacién personal).

La especie E. cinerea posee aceites con efectos larvicidas sobre Aedes aegypti,
mosquito vector del dengue (Cavalca et al., 2010), lo que puede ser una causa de la
ausencia de poblaciones de T. peregrinus sobre este arbol, asi como tampoco sintomas
de ataques y dafios sobre las hojas. La ausencia de diferencias entre E. cinerea y E.
globulus en el olfatdmetro sugiere que el motivo por el cual no hay a campo poblaciones
de T. peregrinus sobre arboles de la primera especie mencionada, no es a causa de
poseer sustancias repelentes volatiles en sus hojas, pero esto deberia ser corroborado
con analisis quimicos. En los ensayos con acceso fisico al material vegetal T. peregrinus

eligié a E. cinerea en pocas ocaciones.

En el caso de E. globulus, el insecto no tiene preferencia olfativa por esta especie

en ninguno de los casos. En los ensayos de respuesta alimentaria con acceso al material,
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tampoco presenta preferencia y al ser comparado contra E. camaldulensis, éste ultimo
es fuertemente seleccionado positivamente por el insecto. Sin embargo la presencia de
T. peregrinus se registra en plantaciones forestales de E. globulus lo que muestra que

puede tener insectos, aunque no es la hospedadora preferida.

Luego de determinar la manera de elegir el alimento, resulta por lo tanto de
interés, conocer el comportamiento alimentario cuando el insecto se encuentra en
contacto directo con el sustrato vegetal y registrar en qué tejido vegetal ocurre

efectivamente la alimentacion.

2.2 Utilizacion del recurso

Para analizar el dafio a los cultivos agricolas es util estudiar el comportamiento
de alimentacién de los insectos, ya que proporciona informacion sobre su biologia y
ecologia (Backus et al., 2005, Behmer, 2009). Sin embargo, la capacidad de observar el
comportamiento de alimentacién depende en gran medida de los habitos de los
insectos. Los hemipteros son dificiles de estudiar por observacién directa porque la
mayoria de sus secuencias conductuales de alimentacién ocurren dentro de los tejidos

de las plantas.

La familia Thaumastocoridae pertenece al suborden Heteroptera, infraorden
Cimicomorpha, que también incluye especies fit6fagas pertenecientes a las familias
Tyngidae y Miridae. Se sabe que los cimicomorfos, como los de estas familias, emplean
como estrategia de alimentacion el lacerado de las células y la succién (Miles 1968,
1972; Backus 1988), que mas recientemente se ha rebautizado como "cell-rupturing" o
ruptura celular (Backus et al., 2005). Estos insectos usan los estiletes para lacerar
vigorosamente las células vegetales en un area pequefia, secretando simultdneamente
saliva acuosa en las capas celulares rotas, y luego ingieren el fluido resultante (Backus et

al., 2007). Los insectos que exhiben este comportamiento alimentario de ruptura celular
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se denominaron principalmente alimentadores de mesdfilo (Miles, 1968), sin embargo,
se ha informado que también podrian ingerir desde sitios secundarios, como las células
de los haces vasculares (Backus, 1988; Wheeler, 2001). Estos habitos de alimentacion se
han documentado en especies de las familias Tyngidae (Buntin et al., 1996; Johnson y
Lyon, 1994; Mathen et al., 1988; Pollard, 1959) y Miridae (Wheeler, 2001; Backus, 2007;
Castaié et al., 2011). Entre los Thaumastocoridae, los estudios sobre el comportamiento
de alimentacidn son escasos y estan especialmente relacionados con los habitos de
alimentacion y el dafio macroscépico producido en sus plantas hospedadoras (por
ejemplo, dafios producidos por la chinche de la palma real, Xylastodoris luteolus Barber
(Schuh vy Slater, 1995; Hill y Schaefer, 2000). Sin embargo, la estrategia de alimentacién
de T. peregrinus no esta claramente documentada. Algunos estudios sugieren que
emplea como estrategia de alimentacion el lacerado de las células y la succién, por el
dafio que se observa en la superficie de la hoja (Gonzalez et al., 2012), mientras que
otros autores lo clasifican como un insecto que se alimenta mediante la succién de

fotoasimilados (Laudonia y Sasso, 2012; Oumar y Mutanga, 2014; Nadel et al., 2015).

De acuerdo a los resultados obtenidos previamente, surge la necesidad de entender

cuadl es la fuente de alimentacidn. Por lo que los objetivos de esta seccion fueron:

1. Describir la actividad alimentaria de T. peregrinus sobre hojas de Eucalyptus sp.

2. Identificar su fuente primaria de alimentacién.
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Materiales y métodos

Plantas e insectos

Para este ensayo se usaron hojas adultas de Eucalyptus camaldulensis. Las hojas
se obtuvieron de arboles de diez afios, cultivados en el arboretum del campo
experimental de la Universidad Nacional de Lujan, (UNLu), Lujan, Buenos Aires,
Argentina (34° 34' 41" S 59° 05' 14" O). Para los experimentos, utilizamos hojas maduras
gue se recogieron el mismo dia de los ensayos. Seleccionamos esta especie porque es la
qgque exhibe mayor preferencia por parte del insecto. Como informacién
complementaria, E. camaldulensis es una de las especies mas cultivadas en Argentina

(Invernoz, 2011).

Los insectos fueron criados en plantas de E. camaldulensis en una cdmara de
crecimiento JEIO Tech GC-300/1000 a una temperatura de 24 +2 ° C, 60 + 2% de HR, y
16L: 8D de fotoperiodo. Se usaron ninfas de 4to y 5to estadio y hembras adultas de T.

peregrinus.

a- Sitio de alimentacion

A una hembra de T. peregrinus (0-5 d de edad) con 1 dia de ayuno se le
ofrecieron durante 2 dias, hojas de E. camaldulensis para su alimentacion. El area
experimental se limitd usando camaras de alimentacion, con un diametro de exposicidon
de 3 cm. Se usaron hojas sin acceso del insecto como controles. Las hojas de control y
dafio se fotografiaron utilizando un microscopio estereoscépico LEICA EZ5 equipado con
una camara digital RRID 18 HD. Con el fin de detectar evidencia de actividad de
alimentacion, se cortaron pequefios bloques de las hojas expuestas, se fijaron en una
solucion de formaldehido-acido acético-alcohol (FAA) (90 ml de etanol al 70%; 5 ml

acido acético glacial y 5 ml de formaldehido (38%) durante 12 h a temperatura
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ambiente, deshidratado en una serie estandar de etanol, incrustado en Paraplast, y
seccionado en serie a 10 um. Las secciones se tifieron con 0,5% de safranina roja acuosa
y 0,1% de etanol verde rapido, y se cubrieron con Eukkit. Las secciones transversales de
las hojas se examinaron con un microscopio 6ptico Nikon YS2-H equipado con una

camara digital Nikon D40. Se realizaron 20 réplicas.

b- Deteccion de clorofila

i- Espectrofotometria

Para detectar la posible presencia de clorofila dentro del aparato digestivo de los
insectos, se usaron abdémenes enteros (n = 10) e intestinos (n = 10) de adultos y ninfas
de T. peregrinus. Los intestinos se obtuvieron a partir de disecciones utilizando agujas
delgadas bajo un microscopio estereoscopico LEICA EZ5. Se maceraron por separado los
intestinos y los abddmenes de cada etapa de desarrollo en 0,5 ml de acetona al 80%
(Porra et al., 1989) y se usé un espectrofotometro (Shimadzu UV-160A) para determinar

los espectros de clorofila.

ii- Escaneo laser confocal y microscopia de fluorescencia

Para confirmar la deteccién de clorofila por fluorescencia, cinco cortes de hojas
de E. camaldulensis, cinco individuos adultos y cinco ninfas de T. peregrinus se
observaron bajo un microscopio confocal de escaneo laser LEICA TCS SP5. Los ajustes de
excitacion / emisidn para clorofila fueron 633 / 650-730 nm (Carridn et al., 2013) y se
determinaron para cada muestra en un punto los espectros de clorofila. Ademas, se
observaron ninfas (n = 5) y adultos (n = 5) bajo un microscopio Olympus BX-51 de
epifluorescencia con un espejo dicroico de paso largo (corte de longitud de onda de 505
nm).
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Resultados

a- Sitio de alimentacion

Después de 2 dias de alimentaciéon de T. peregrinus sobre hojas de E.
camaldulensis, se visualizaron manchas clordticas puntiformes en las superficies
abaxiales de las hojas cerca de la nervadura principal (Fig. 2.3a). Ademas, se detectaron

varias gotas de excrecion (color verde oscuro) en el area de alimentacién (Fig. 2.3b).
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Figura 2.3. A: Detalle de las manchas cloréticas puntiformes en la superficie abaxial de la
hoja de Eucalyptus camaldulensis después de 2 dias de alimentacion de T. peregrinus. B:
Gotas de deyecciones verde oscuras marcadas con flechas. C: Contexto de la imagen A.
Barra de escala: 1 cm.
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En las secciones histoldgicas, se detectaron depdsitos salivales (saliva sélida) en
relacidon con las células epidérmicas y estomaticas (Figura 2.4 a), lo que indica que la
penetracion del estilete puede ocurrir a través de ellas. La actividad de alimentacion
también se detectd en algunas células subepidérmicas (clorénquima); algunas células
mostraron una disposicién y apariencia de cloroplastos atipica (figura 2.4 b) o una

eliminaciéon completa de ellas (figura 2.4c).

Figura 2.4. Secciones histoldgicas transversales de hojas de Eucalyptus camaldulensis
luego de la alimentacion de T. peregrinus. A: Depdsito salival (flecha) en relacion con las
células estomaticas. B: Disposicion atipica de cloroplastos en las células subepidérmicas
(clorénquima) (flechas); C: eliminacién de cloroplastos (flechas) en las células de
clorénquima. e: célula epidérmica; st: célula estomatica; chl: células del clorénquima; f:
fibra (células del esclerénquima); x: xilema (tejido vascular). Barra de escala: 25 um.
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b) Deteccion de clorofila

i- Espectrofotometria

Los intestinos disectados tanto de adultos como de ninfas de T. peregrinus,

mostraron un color verde (Fig. 2.5).

Figura 2.5. Abdomenes disectados de T. peregrinus mostrando clorofila en el interior del
intestino (flecha). Barra de escala: 1Imm. Imagen tomada usando un microscopio
estereoscopico (LEICA EZ5) equipado con camara digital (RRID 18 HD).

Los intestinos macerados y abddmenes enteros, asi como las hojas de E.
camaldulensis, mostraron un espectro casi idéntico (r = 0,97), con picos a 411 nm y 665
nm (Fig. 2.6). La diferencia entre nuestros resultados y la clorofila tipica con un pico de
430 nm podria ser debido a la interferencia de otros pigmentos y tejidos internos de T.
peregrinus, pero el pico de 665 nm corresponde claramente a la clorofila e indica sin

duda alguna su presencia en el tracto digestivo de los insectos.
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Figura 2.6. Espectros de absorbancia obtenidos de macerados con Acetona al 80 % de
hojas de Eucalyptus camaldulensis (linea punteada) e intestinos de Thaumastocoris
peregrinus (linea continua). r:0,97. Los valores relativos de absorbancia fueron
calculados a la maxima intensidad obtenida para cada muestra. Las flechas muestran los
picos de absorbancias a: 410nmy b: 664nm.

ii. Escaneo laser confocal y microscopia de fluorescencia.

El espectro obtenido mediante microscopia confocal mostré picos de
absorbancia casi idénticos (r = 0,99) para las hojas de E. camaldulensis y los abdémenes

de T. peregrinus (Fig. 2.7).
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Figura 2.7. Espectros fluorescentes in situ de hojas de Eucaliptus e intestinos de
Thaumastocoris peregrinus obtenidas a partir de imagenes confocales. Los ajustes de
Excitacion / Emision fueron 633 / 650-730nm y los picos resultantes fueron 683 nm para
la hoja y 680 para los intestinos. Los valores de intensidad relativa se calcularon con
respecto a la intensidad maxima obtenida para cada imagen.

La clara identificacién de clorofila en el tracto digestivo de individuos de T.
peregrinus (n = 10) a través de microscopia confocal se muestra en la figura 2.8. Las
imagenes de replanteo mostraron una mayor intensidad relativa dentro del abdomen
(alrededor de 90-100 nm de profundidad) claramente relacionada con el contenido del

interior intestinal.
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Figura 2.8. Ubicaciéon de la clorofila en la seccidn transversal del intestino de
Thaumastocoris peregrinus, a través de microscopia confocal. Las imagenes se tomaron
a intervalos de 10 um de profundidad a través del abdomen y la intensidad relativa se
midid como se muestra en las imagenes a continuacion. Los ajustes de excitacion /
emision fueron 633 / 650-730 nm.

Las observaciones con microscopia de epifluorescencia también mostraron la
presencia de clorofila dentro de los abdomenes de T. peregrinus, que se visualizd de

color rojo (Fig.2.9).
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Figura 2.9. Imdagenes de microscopio de epifluorescencia, la flecha indica la presencia de
clorofila dentro del intestino de una ninfa de Thaumastocoris peregrinus.

Discusion

Este es el primer estudio que muestra una fuerte evidencia de que T. peregrinus
se alimenta del mesdfilo de hojas de Eucalipto y que esta especie produce depdsitos
salivales durante la penetracion del estilete, lo que permite una identificacion clara de

los puntos de alimentacion.

Los resultados muestran que después de la alimentacion, T. peregrinus produce
manchas clordticas cerca de la vena principal de las hojas de E. camaldulensis. Esta
evidencia macroscdpica es consistente con la eliminacion de cloroplastos observados en

secciones transversales de células con clorénquima en empalizada de la subepidérmis.
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También es coincidente con la pérdida de superficie fotosintética en las hojas
relacionada con el dafio por alimentacién de T. peregrinus descrito por Jacobs y Neser
(2005). Del mismo modo, estudios realizados por Buntin et al. (1996) mostraron que el
dafio fisico del tejido en empalizada producido por la alimentacion del tingido
Stephanitis pyrioides (Scott) explicaria la clorosis de la hoja observada en hojas de la

azalea (Rhododendrum sp.).

En secciones transversales de hojas de E. camaldulensis, la presencia de saliva
sélida en la epidermis indica la actividad de alimentacidn T. peregrinus. Esta saliva sélida
ha sido denominada "flange" por Miles (1972) y se relaciond con el punto donde
comenzd la penetracion de los estiletes (fig 2.10). La saliva sélida en relacién con las
células epidérmicas y los estomas, indica que la penetracion del estilete puede ocurrir a
través de ellos. Del mismo modo, la penetracion del estilete a través de estomas se
informo para las especies de tingidos, como las chinches de encaje Urentius aegyptiacus
Bergevin que se alimenta de Solanum melongena L. (Pollard, 1959), y Stephanitis
pyrioides (Scott) alimentandose de azalea (Rhododendrum sp.) (Buntin et al., 1996). La
saliva sélida producida por T. peregrinus solo se detectd en la superficie de la hoja y no
se continud en los tejidos internos de la planta. Estas observaciones concuerdan con
Miles (1972) que informd que los grupos fitéfagos dentro de Cimicomorpha, como
Tingidae y muchas especies de Miridae, no producen una saliva solidificante de aspecto
tubular, conocida como vaina-estilete, que caracteriza el comportamiento de los

insectos que se alimentan de los haces vasculares.

Los resultados presentados aqui también muestran que la actividad de
alimentacion ocurre en las células subepidérmicas (tejido en empalizada). De acuerdo
con estos resultados, Miles (1972) afirmd que los tingidos pequefios se alimentan de
células individuales o de un pequefio nimero cerca de la epidermis, y Wheeler (2001)
informé que la lesidn producida por los miridos fitéfagos al alimentarse del parénquima

en empalizada se limita principalmente a las células que realmente penetraron.
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Figura 2.10. Microfotografias electrénicas de barrido de las piezas bucales de
Thaumastocoris peregrinus. La morfologia macroscépica de las piezas bucales se
asemeja a otros hemipteros fitosuccivoros. A) El labio (Ib) que se extiende hasta el nivel
de la coxa anterior; Barra de escala: 100 um. B) labio que alberga estiletes mandibulares
y maxilares (sty); Barra de escala: 50 um. Detalle de estiletes mandibulares (Md)
mostrando dentaduras en su regién apical extrema. Barra de escala: 10 um.

Un punto importante que surge de los resultados de este trabajo, es la evidencia
de la presencia de clorofila en los abdémenes de adultos y ninfas de T. peregrinus. El
espectro obtenido mediante espectrofotometria mostré una coincidencia entre el
espectro de absorbancia de los insectos macerados y el del macerado de hojas de E.
camaldulensis, asi como el espectro obtenido mediante escaneo con laser confocal. La
microscopia de fluorescencia también evidencid la presencia de clorofila en los

abdémenes del insecto.

Ademas, las gotas de excrecidn de color verde oscuro observadas en este estudio
sobre la superficie de la hoja de Eucalyptus después de la alimentacion de T. peregrinus,
fueron consistentes con la tipica excrecidn oscura producida por los insectos que se

alimentan de mesdfilo, tales como los miridos fitéfagos entre otros Cimicomorphas
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(Wheeler, 2001) y por las chicharritas tiflocibinos entre otros Auquenorrincos (Hunter y

Backus, 1989; Brentassi et al., 2010).

Wheeler (2001) sugiere que a pesar de que los miridos fitéfagos son
principalmente insectos que se alimentan lacerando y succionando en el mesdfilo de las
hojas, han sido clasificados como fitosuccivoros de fotoasimilados, aparentemente
sobre la base de observaciones de campo o tal vez sélo la suposicidon de que este habito
es comun en miridos y otros fitdfagos heteropteros. Una presunciéon similar ocurrié con
T. peregrinus, ya que fue clasificado como una especie “sap-sucking” por varios autores.
Los resultados presentados en este trabajo muestran claramente que T. peregrinus se

alimenta del parénquima en empalizada (clorénquima) de las hojas de Eucalyptus.

Los resultados de los estudios presentados en esta parte de la tesis resultan
novedosos e importantes en varios aspectos de la biologia alimenticia de esta especie, e
incluso confusos en la bibliografia sobre la biologia de T. peregrinus. En primer lugar,
sugieren que el sentido del olfato no influye de manera significativa en la seleccién de la
planta hospedadora. T. peregrinus necesita contacto fisico directo con la planta para
decidir aceptarla como item alimenticio. En segundo lugar resulta claro que esta especie
no se alimenta lacerando y succionando, ni tampoco de los haces vasculares. El sitio de
alimentacion es claramente el parénquima en empalizada, y ésta informacion aclara
algunas confusiones al respecto en la bibliografia consultada. El conocimiento de la
manera en la que T. peregrinus identifica, selecciona y utiliza el recurso alimenticio es un
aspecto importante de la biologia de esta especie y es relevante para comprender mejor
los posibles mecanismos implicados en las lesiones alimentarias observadas en las

plantaciones de eucalipto.

Las estructuras defensivas y los productos quimicos, tales como los compuestos
secundarios, son costosos, ya que requieren recursos que podrian ser utilizados por las
plantas para maximizar su crecimiento y/o reproduccion. Se han propuesto muchos

modelos para explorar cdmo y por qué algunas plantas hacen esta inversion energética
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en defensas contra la herbivoria. La hipdtesis de la defensa dptima intenta explicar
como los distintos tipos de defensas vegetales podrian reflejar las amenazas a las que se
enfrenta cada planta individual. Este modelo considera tres factores principales: el
riesgo de ataque, el valor de la parte vegetal, y el costo del mecanismo de defensa

(Stamp, 2003; Trumble et al., 1993; Herms y Mattson, 1992).

Las plantas disponen de diversos mecanismos para compensar la herbivoria,
(Trumble et al., 1993) pero esta compensacion tiene relaciones costo/beneficio que
varian a lo largo del ciclo ontoldgico de la planta y difieren segln la especie (Herms y
Mattson, 1992). Asi, plantas jévenes, con menos area foliar desarrollada, deberian
destinar mas recursos a defensa que plantas adultas. De igual manera, la herbovoria
sobre distintas partes de la planta tiene distintos efectos sobre la maximizacion del
esfuerzo reproductivo y en consecuencia, distinta relacidén costo/beneficio respecto de
los recursos destinados a su defensa. La hipdtesis de la defensa éptima implica que una
planta destinara recursos a mecanismos de defensa de manera distinta segun el riesgo
de herbivoria a distintas partes de la planta y de manera diferencial a lo largo de su
desarrollo. De esta manera, las estrategias de defensa de la planta modulan la seleccién
del hospedador por parte de un insecto herbivoro, asi como las preferencias de

alimentacion, y de oviposicion sobre un hospedador determinado.

Obtener informacién acerca de estos aspectos es el centro de los dos capitulos
gue siguen y resultara de utilidad al momento de determinar especies resistentes a este
insecto, dilucidar aspectos acerca de los mecanismos de defensa de sus distintas
especies hospedadoras y qué tipos de compuesto resultan relevantes, bien como
facilitadores bien como inhibidores, en el comportamiento alimentario. También
permitird determinar qué tipo de translocacion se requiere en aquellos casos en que
puedan ser de utilidad controles quimicos, todos aspectos que seran tratados en el

Capitulo 5.
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Capitulo Il

Preferencia alimentaria de Thaumastocoris

peregrinus sobre varias especies de Eucalyptus
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Introduccion

La selecciéon de las plantas como recurso alimentario por parte de insectos
herbivoros es un proceso complejo que involucra tanto las caracteristicas de las plantas
como el comportamiento de los insectos (Bernays y Chapman, 1994; Schoonhoven et
al., 2005). Se pueden reconocer diferentes patrones de comportamiento en una
secuencia predecible antes de que comience el comportamiento real de la alimentacién:
la busqueda del habitat de la planta hospedante, la ubicacién a distancia de la planta
hospedante, el reconocimiento del hospedante adecuado, la prueba y la aceptacion

(Vinson, 1981; Dethier, 1982, Metcalf y Luckmann, 1994).

Desde el punto de vista de la planta, los mecanismos de defensa usualmente se
dividen en defensas fisicas y una amplia gama de defensas quimicas. Mientras que las
defensas fisicas generalmente impiden el acceso a la planta, las defensas quimicas
provocan respuestas especificas en el insecto, donde la consecuencia final es un rechazo
parcial o total de esa planta como alimento. Estas defensas quimicas dependen de la
asignacion de compuestos que alteran la respuesta de los insectos a la planta. Painter
(1951) clasificé estos mecanismos como de tolerancia, antibiosis y no preferencia (ahora
antixenosis, Kogan y Ortman, 1978). Desde entonces, se han realizado varios estudios
para caracterizar estas categorias de resistencia de plantas contra herbivoros (Smith,
1989; Saldua y Castro, 2011). La antibiosis, afecta a la biologia del insecto (Smith, 2005)
es decir que afecta los pardmetros poblacionales. Son aquellos factores que implican
defensas quimicas y morfoldgicas de las plantas que producen mortalidad de insectos,
reduccion de la oviposicidn y un ciclo de vida prolongado. La tolerancia representa la
capacidad de los hospedantes para superar el ataque de un insecto, sin que tenga una
pérdida significativa de la calidad y cantidad de su producciéon o afecte su éxito
reproductivo. Esta determinada entre otras cosas por la disponibilidad y fuente de
meristemas residuales y procesos fisioldgicos capaces de promover el crecimiento

compensatorio después de la defoliaciéon (Trumble et al., 1993). Por ultimo, la
55



antixenosis es el mecanismo que hace que una planta sea menos preferida que otras

por un insecto para su alimentacién, reproduccion o proteccioén.

Las pruebas de elecciéon se usan para establecer si existe un mecanismo de
antixenosis (o no preferencia), que influya sobre el comportamiento de los insectos. Por
ejemplo, la existencia de factores de antixenosis tales como pubescencia, ceras
superficiales y tamafo y ancho de hoja que afecten negativamente al comportamiento
del insecto (Baker et al., 1981, Reinert, 1982, Johnson-Cicalese et al., 1989, Johnson -
Cicalese et al., 1998).

Todo el proceso de seleccidn y especificidad de la planta hospedante depende de
las respuestas de comportamiento de los insectos a estas defensas de las plantas y, por
tanto, las diferencias de comportamiento son probablemente un factor central en la

evolucién de la especificidad de la planta hospedante (Bernays y Chapman, 1994).

La coevolucién (seleccion natural reciproca entre dos o mdas grupos de
organismos, estrechamente relacionados ecolégicamente pero sin que exista
intercambio de material genético) es un tema relevante en los estudios de las relaciones
entre insectos y plantas. En general se acepta que la gran diversidad de metabolitos
secundarios de las plantas pueden haber evolucionado en respuesta al ataque de los
herbivoros, particularmente los insectos, y que muchos insectos evolucionan en
respuesta a los cambios en sus plantas hospederas. El modelo de Ehrlich y Raven (1964)

constituye la exposicion mas comun de la coevolucién entre plantas e insectos:

1. Muchas especies de plantas producen sustancias fitoquimicas que son
ligeramente nocivas para los insectos y que pueden tener una funcién

autoecdlogica o fisioldgica en las plantas.

2. Algunas especies de insectos se alimentan de estas plantas, reduciendo la

eficacia bioldgica de las mismas.
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3. Una mutacion en la planta causa la produccidon de una nueva sustancia mas
nociva, que puede aparecer independientemente en distintos grupos de plantas

relacionadas.

4. Laalimentacion del insecto se reduce a causa de esta nueva sustancia, por lo que
las plantas que incrementen las sustancias nocivas podrian ser seleccionadas por

la menor presién de herbivoria.

5. Asuvez, se produce una radiacién evolutiva de las plantas.

6. Los insectos evolucionan tolerancia, o incluso atraccién y utilizaciéon del nuevo
compuesto, de manera que un insecto puede especializarse en comer solo

plantas con el nuevo compuesto.

7. El ciclo puede repetirse, resultando en la produccién de mds sustancias

fitoquimicas y una posterior especializacién de los insectos.

En relacién al insecto, los aspectos morfolégicos vy fisiolégicos son importantes,
especialmente los relacionados con la presencia de los quimiorreceptores adecuados, y
los aspectos bioquimicos vinculados con la capacidad de excretar, de biodegradar y de
secuestrar metabolitos toxicos destinados a evitar el ataque de depredadores (Dethier,

1980; Metcalf y Metcalf, 1992).

En relacidon al cultivo y como consecuencia de los 400 millones de afios de
coevolucién entre herbivoros y plantas, en ellas pudo haber ocurrido un proceso de
seleccion durante el cual se han desarrollado defensas quimicas que funcionan como
barreras contra los herbivoros, dificultando el consumo de las plantas por los insectos
(Futuyma y Keese, 1992; Thompson, 1994). Los autores mencionados sugieren que esto
configuraria la defensa pasiva de las plantas contra los herbivoros, por tanto las que
poseen propiedades que las tornan menos adecuadas para el consumo, estan en ventaja

con respecto a las que no tienen estas propiedades (Rhoades, 1985).
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Frazier y Chyb (1995) sefalaron un mecanismo de coevolucién a través de
mutaciones al azar, por las cuales el genoma vegetal condujo, en algin momento del
proceso evolutivo, a la sintesis de sustancias semioquimicas que impedian al insecto
alimentarse de la planta. Las plantas que de ese modo se transformaron en resistentes
al ataque de las plagas, se multiplicaron tornandose mas abundantes. De acuerdo con
este mecanismo de coevolucién, en una etapa posterior, bajo la fuerte presidn selectiva
ejercida por las sustancias semioquimicas vegetales, los insectos desarrollaron algun
mecanismos de detoxificacion, o bien, comenzaron a utilizarlos en su propio beneficio,
transformandolos en claves para reconocer al hospedante, o secuestrandolos con fines
defensivos, tal como hace la mariposa monarca, Danaus plexippus (Fabricius, 1793). Este
proceso trajo aparejado que ciertos herbivoros polifagos o generalistas (que se
alimentan de especies de distintas familias) se adaptaran convirtiéndose en
especialistas, en unos casos oligéfagos (cuando se alimentan de especies de una misma
familia) y en otros mondfagos (cuando se alimentan de especies de un mismo género).
Esto es lo que ocurre con los fitoquimicos presentes en especies de la familia
Brassicaceae, se caracteriza por la presencia de un grupo de compuestos denominados
glucosinolatos que se encuentran almacenados en las vacuolas celulares (Hopkins et al.,
2009). Cuando los tejidos sufren algun dafio, por ejemplo debido a la herbivoria, estos
metabolitos son liberados quedando en contacto con enzimas especificas (mirosinasas)
gue los convierten en productos que actian como repelentes, antialimentarios y toxicos
para la mayoria de los organismos fitéfagos (Rask et al., 2000; Hopkins et al., 2009). Sin
embargo, para cierto grupo de herbivoros que se ha especializado en el consumo de
Brassicaceae, estos productos constituyen atrayentes de oviposicidon y alimentacion
(Fahey et al., 2001; Hopkins et al., 2009) como es el caso de Microtheca ochroloma

Stahl. (Coleoptera, Chrysomelidae) (Riquelme et al., 2014).

Por lo tanto, el rol de los fitoquimicos en la interaccidn insecto-planta es variado

y puede involucrar respuestas favorables o desfavorables para la planta, todas ellas
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interacciones de alta especificidad que se han desarrollado a través del proceso de

coevolucién (Bernays, 2001)

En la literatura se ha observado una tendencia a centrarse principalmente en los
aspectos taxondmicos de la seleccién del hospedante, mientras que hay menos estudios
sobre los factores utilizados por los insectos fitéfagos en la seleccidn de la calidad de las

plantas dentro de su gama de hospedantees (Bernays y Chapman, 1994)

Los aceites esenciales de hojas de eucalipto se definen como compuestos
volatiles al vapor con un peso molecular inferior a 500 Da, una mezcla de hidrocarburos,
terpenos y sesquiterpenos, y compuestos oxigenados como alcoholes, ésteres, éteres,
aldehidos, cetonas, lactonas y fenoles (Brophy y Southwell, 2002). Las glandulas de
aceites se encuentran dentro de las hojas de eucalipto, muy por debajo de la cuticula
epidérmica y otras células que forman las capas superficiales del follaje de la hoja

(Denny, 2002).

Las defensas quimicas con biosintesis, acumulacion y perfiles de terpenoides
juegan un papel importante en la ecologia quimica como compuestos repelentes o
disuasivos (Edwards et al., 1993) y como estimulantes de alimentacién (Delrio et al.,
1983). Martins y Zarbin (2013) compararon los compuestos organicos volatiles liberados
por plantas de Eucalyptus benthamii que afectaron a T. peregrinus, y estudiaron la
preferencia de hembras virgenes y fecundadas a estos compuestos. Se compararon
diferentes perfiles de terpeno que liberaron VOC (compuestos organicos volatiles) de
plantas dafadas o plantas con dafios mecanicos. Las hembras T. peregrinus fecundadas
preferian las plantas no dafiadas a las plantas dafiadas por herbivoros, mientras que las
hembras virgenes no mostraban ninguna preferencia entre las plantas dafadas o las no

dafadas

Este estudio examina las diferencias en los perfiles de aceites esenciales entre

seis especies de Eucalyptus y la relacidon entre la preferencia de alimentacion de T.
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peregrinus y los componentes de aceites esenciales individuales encontrados en las

especies de Eucalyptus probadas.

El objetivo fue: determinar y analizar la preferencia de T. peregrinus hacia seis especies

de Eucalyptus y su relacién con la composicién quimica de los aceites esenciales.
Materiales y Métodos

a) Preferencia por tipo de hoja: hoja joven versus hoja adulta

Se realizaron ensayos sobre la respuesta alimentaria de Thaumastocoris
peregrinus en laboratorio sobre hojas jévenes y adultas de distintas especies de
eucalipto. Las especies analizadas fueron Eucalyptus viminalis, E. camaldulensis, E.
globulus, E. dunnii, E grandis y E. tereticornis. Las hojas jovenes y adultas utilizadas en
los experimentos se extrajeron del arboretum ubicado en el campo experimental de la
Universidad Nacional de Lujan. Se utilizaron individuos adultos de T. peregrinus criados

en laboratorio sobre E. maidenii.

Todos los ensayos se llevaron a cabo en condiciones controladas de luz,
temperatura y humedad (22 ¢C+ 0,5 2C, 60 % HRy 12 L: 12 O). Se utilizé una camara de
cria (JEIO Tech GC-300/1000).

En recipientes de vidrio de un litro, se colocaron de manera equidistante dos
frascos conteniendo hojas jovenes y adultas de las especies de eucalipto a contrastar,

las mismas fueron cosechadas el mismo dia del ensayo, del arboretum de la UNLu.

Se colocé un insecto por recipiente realizandose 20 repeticiones. Al cabo de 48
horas se determind la seleccién por parte del insecto observando la presencia o
ausencia de deyecciones en las hojas. Las deyecciones se utilizaron como evidencia de

alimentacion efectiva (Santadino et al., 2008).
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b) Preferencia de alimentacion de T. peregrinus sobre diferentes especies de

Eucalyptus en el laboratorio.

La preferencia alimentaria de adultos de Thaumastocoris peregrinus por distintas
especies de Eucalyptus se evalué en el laboratorio mediante la realizacion de
experimentos de eleccidn bajo un disefio de comparaciones de a pares (David, 1988; de
Vries, 1998), en el que a cada individuo se le ofrecié un par de hojas de cada una de las
seis especies de Eucaliptus ensayadas en cada una de las quince combinaciones
posibles. En cada caso el numero de réplicas fue 20. Este disefio fue elegido por sobre
los experimentos de cafeteria (Gross et al., 1991, Crist y MacMahon, 1992), porque
cuando mas de dos items son ofrecidos, es posible que los individuos elijan sin evaluar el
conjunto completo. (Pirk y Lopez de Casenave, 2011). Las especies de Eucalyptus
evaluadas fueron: E. viminalis, E. dunni, E. tereticornis, E. maidenii, E. globulus y E.

grandis por ser las de mayor superficie de cultivo en Argentina.

Los ensayos fueron realizados en el laboratorio de Zoologia Agricola de la
Universidad Nacional de Lujan, en una camara de crecimiento JEIO Tech GC-300/1000

bajo las siguientes condiciones: 24+2 °C; 60+10% HR; Fotoperiodo 12L:120.

Los insectos utilizados para el ensayo fueron colectados de un monte de
Eucalyptus camaldulensis en el campo experimental de la Universidad y criados sobre
esta misma especie en jaulas dispuestas a tal fin hasta alcanzar el estado adulto con el

gue se realizaron los ensayos.

El material vegetal utilizado para los bioensayos fue colectado el mismo dia y se
colocé en frascos de 5 cm? a razén de una hoja por frasco. Las arenas consistieron en

dos frascos de vidrio de 1 litro, cada uno con una hoja adulta de las especies ensayadas.

Los items se ubicaron a la misma distancia entre si y, alternando al azar su
ubicacion a izquierda o derecha del sitio de colocacidn inicial del insecto, respecto de la
direccion de la fuente de luz.
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Previo ayuno de dos horas se colocd un adulto por contenedor en una posicién
equidistante de los dos frascos. Al cabo de 48 horas se determind la seleccién por parte
del insecto observando la presencia y contando el nimero de deyecciones en las hojas
de cada una de las especies comparadas. Las deyecciones se utilizaron como evidencia

de alimentacién efectiva (Santadino et al., 2008)

¢) Composicion quimica de los aceites esenciales

Material vegetal y extraccidn de aceites esenciales.

El material vegetal, hojas frescas de las seis especies de eucalipto utilizadas en
los bioensayos fue recolectado durante agosto de 2014. Los aceites esenciales se
obtuvieron mediante hidrodestilaciéon utilizando un dispositivo de tipo Clevenger
modificado. El procedimiento de extraccidén se realizd6 durante 70 minutos, tiempo al
cual el rendimiento permanecié constante (Lucia et al., 2008). Después de la extraccion,
los aceites esenciales se separaron del agua, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y

se mantuvieron a -4 ° C hasta su uso.

Estdndares quimicos y andlisis GC-MS de aceites esenciales

Todos los estandares quimicos se adquirieron en Sigma-Aldrich® Argentina: a-
pineno (98%), (R)-(+)-canfeno (80%), (S)-(-)-B-pineno (98%), a-terpineno (85%), p-
cimeno (99%), (S)-(-)-limoneno (96%), 1,8-cineol (99%), y-terpineno (97%), linalol (97%),
(S)-(-)-borneol (90%), (S)-(+)-4- terpineol (96%), () -a - terpineol (99%), 6xido de

cariofileno (99%).

Los aceites esenciales se analizaron en un cromatégrafo de gases Shimadzu GC-
17A conectado a un espectrometro de masas cuadrupolo Shimadzu (GCMS-QP5050A) y
equipado con dos columnas DB-WAX iguales (J & W Scientific, Agilent Technologies, 30
m x 0,32 mm i.d. x 0,25 um de espesor de pelicula) conectado en serie (Conector HP

5041-2174). Las muestras de los aceites esenciales se diluyeron en hexano (0,5 mg / ml)
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y se inyectaron 0,5 pl utilizando una relaciéon de separacidon de 1:35. La rampa de
temperatura comenzé a 50 °C (10 minutos de tiempo de espera), luego aumento a 68 °C
(1 °C / min) y finalmente hasta 230 °C (3 °C / min) con un tiempo de espera final de 3
minutos. La presiéon de entrada de la columna se establecié a 61,6 kPa (velocidad lineal
de 31,4 cm / s), la columna de flujo fue de 1,5 ml / min. Inyector y detector, se fijaron a

240°Cy 245°C, respectivamente.

Los espectros de masas se registraron entre 40 y 350 amu y la energia de
ionizacion de 70 eV. La cuantificacién se realizé usando areas de pico relativas
normalizadas obtenidas de los cromatogramas de GC. Los componentes individuales
fueron identificados por diferentes métodos: (a) los espectros de masas obtenidos de
cada compuesto se compararon con los datos de la base de datos (Wiley mass spectral
database ver.7, base de datos NIST), (b) los tiempos de retencién de cada compuesto
con los de las normas quimicas, y (c) los indices de retencién lineal obtenidos por co-
inyeccion con una serie homdloga de n-alcanos (C9-C17) comparados con datos

bibliograficos.

d) Analisis estadisticos

Las diferencias entre las frecuencias de consumo, tanto para cada variable
individualmente como para evaluar si un item fue significativamente mds aceptado
frente a cualquier otro, se estudiaron mediante el test de bondad de ajuste X* (p<0,05)

(zar, 2010).

Para clasificar las especies de Eucalyptus de acuerdo a las preferencias de estos
insectos, los datos se analizaron en matrices de comparaciones de a pares, este tipo de
analisis ha sido ampliamente utilizado y mejorado por los etélogos para el estudio de las

relaciones de dominacién de un grupo social de los individuos (Appleby, 1983; Boyd y
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Silk, 1983; de Vries 1995, 1998, de Vries et al., 2006). Tres pasos posteriores se llevaron

a cabo:
1) Se construyd una matriz de comparaciones pareadas

2) se calculé un indice de linealidad y su significacion estadistica para poner a prueba si

las preferencias de las distintas especies mostraban una jerarquia lineal y

3) se calculd un indice cardinal para asignar un valor de preferencia para cada tipo de

Eucalipto (indice de David).

Las matrices de comparaciones de a pares fueron por lo tanto de 6 x 6,
representando cada celda ij, el nimero de veces que la especie i fue preferida sobre Ia

especie .

Antes de clasificar de acuerdo a las preferencias de la chinches, es necesario
verificar que las preferencias son jerdrquicas (Boyd y Silk, 1983). Cuando todos los
elementos en un disefio de comparaciones de a pares se pueden organizar en un
estricto orden jerdrquico, la jerarquia se dice que es lineal. Una jerarquia perfectamente
lineal requiere que todas las relaciones posibles entre todos sus elementos sea
transitiva (A es preferida sobre B y B es preferida sobre C, por lo tanto A debe ser

preferida sobre C).

Para probar la linealidad y su nivel de significacién se siguié la metodologia
propuesta por De Vries (1995): para un caso en que se admiten empates y no existen
relaciones desconocidas, utilizando el indice de linealidad de Landau “h” (Landau,
1951). Este indice varia entre 0 y 1, donde uno indica una jerarquia de preferencia
completamente lineal y O indica que todas las especies son igualmente preferidas. El

nivel de significacién del indice calculado se consulté en Appleby (1983).

Para realizar la estimacion de linealidad se implementd el método propuesto por

De Vries (1995) en el programa R (R Development Core Team, 2010), mientras que el
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célculo del “indice de David"” se realizé utilizando el paquete 'steepness' (Leiva y de

Vries, 2011).

Las preferencias detectadas se probaron luego contra la composicion quimica del
aceite esencial con analisis de regresion y GLM. Estos se realizaron utilizando el software
Statistical Graphics SGWIN® (Statgraphics Plus 4.0, Statistical Graphics Corporation,
1994-1999, Herndon, VA, EE.UU.). El Modelo Lineal Generalizado (GLM), utilizando la
distribuciéon 'binomial' para modelar la variable de respuesta (preferencia de
alimentacion (%)) y la funcion de enlace 'logit’, se utilizé para analizar las diferencias
entre las especies con el mayor o el menor contenido de 1,8-cineol. El nivel de
significancia fue a P<0.05. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando Infostat (di

Rienzo et al., 2014).

Por cada par de especies de eucalipto evaluado, se analizo que porcentaje de
insectos elegian, o bien la especie con mayor porcentaje, de 1,8-cineol, o bien, con el

menor porcentaje de dicho compuesto.

Los pares probados, E. maidenni vs E. globulus y E. grandis vs E. tereticornis,
fueron eliminados porque sus contenidos de 1,8-cineol fueron similares. Los valores de
concentracion relativa de 1,8-cineol (%) en los aceites esenciales se transformaron y se
consideraron significativamente diferentes, si los limites de confianza del 95% no se
superpusieron (GraphPad Instat® Vers. 3.01, Copyright 1992-1998, San Diego, California,
EE. UU.).

RESULTADOS
a) Preferencia hoja joven versus hoja adulta

Thaumastocoris peregrinus prefiri6 de manera muy altamente significativa la

hoja adulta sobre la hoja joven en todas las especies de eucalipto testeadas (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1: Resultados del ensayo de preferencia de Thaumastocoris peregrinus entre
hoja adulta y hoja joven, de las distintas especies de Eucalyptus. Test de chi cuadrado
para el andlisis de la respuesta alimentaria (1 gl, valor esperado para p = 0,05: 3,841, *
se rechaza la hipétesis)

Ti

Especie |po.s de Observado | Esperado | Valor calculado
hojas
Adulta 20 10

E. viminalis 20,05 *
Joven 0 10
Adulta 20 10

E. globulus 20,05 *
Joven 0 10
Adulta 20 10

E. grandis 20,05 *
Joven 0 10
Adulta 20 10

E. dunnii 20,05 *
Joven 0 10
Adulta 20 10

E. camaldulensis 20,05 *
Joven 0 10
Adulta 20 10

E. tereticornis 20,05*
Joven 0 10
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b) Preferencia de alimentacion sobre diferentes especies de Eucalyptus en el

laboratorio.

Cuando E. viminalis fue comparado con las otras cinco especies de Eucalyptus,
los ensayos mostaron que T. peregrinus exhibié una preferencia positiva por E. viminalis
mucho mayor que por E. maideni (p=0,0014) y E. globulus (p=0,0045), ligeramente
mayor que por E. dunni (p=0,0441), y similiar a la exhibida por E. grandis (p=0,0736) y E.
tereticornis (p=0,0736). Cuando E. grandis fue comparado con las otras cuatro especies
de Eucalyptus los ensayos mostaron que T. peregrinus exhibié una preferencia positiva
por E. grandis mucho mayor que por E. maideni (p=0,00001) y E. globulus (p=0,0124) y
similar a la exhibida por E. tereticornis (p=0,0736) y E. dunni (p=0,179). A su vez E. dunni

fue significativamente mas preferido que E. maideni (p=0,0139).

La Figura 3.1 muestra los resultados de las comparaciones pareadas, mientras
qgue la Figura 3.2 muestra el andlisis de preferencias, con las especies ordenadas por

preferencia de acuerdo con el valor del Indice de David.
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Figura 3.1: Las barras muestran el porcentaje de preferencia de Thaumastocoris
peregrinus adultos de una especie de Eucalyptus sobre otra en las pruebas de
comparacion de a pares (N = 20). La barra negra muestra el primer nombre y la barra
blanca el segundo. Los asteriscos indican niveles de significancia en las pruebas de Chi-
cuadrado (ns; no significativo., * P <0.1; ** P <0.05; *** P <0.01)

Los resultados del analisis muestran un indice de linealidad de Landau h =1,y
una ausencia completa de bucles (d = 0). Estos resultados muestran que existe una
jerarquia de preferencias de alimentacién significativa (p = 0.022) y estricta por T.

peregrinus entre las seis especies de eucaliptos probadas.
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Figura 3.2: Preferencias significaticas de T. peregrinus adultos entre las especies de
Eucalyptus probadas. Se muestra el valor de linealidad (h) y el indice de David. Un valor
h de 1 indica una jerarquia lineal estricta en las preferencias probadas. Un valor d de O
indica que no hay bucles en la jerarquia lineal de preferencias.

¢) Composicion quimica de los aceites esenciales

La composicion quimica cualitativa y cuantitativa de los aceites esenciales de
estas especies de Eucalipto se muestra en la Tabla 3.3. Los resultados indican que el

principal componente de los aceites esenciales de E. maidenii y E. globulus fue el
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monoterpeno 1,8-cineol, con valores de 88,98% y 89,96%, respectivamente. Ademas, los
siguientes monoterpenos principales para estos aceites esenciales fueron a-pineno
(3,2% y 4,4%), limoneno (2,5% vy 1,6%) y otros constituyentes menores,
respectivamente. En el caso de los aceites esenciales de E. dunnii ademas del 1,8-cineol
(60.1%), lo caracteriza la presencia de a-pineno (6.5%), globulol (5.2%), trans-
pinocarveol (5.1%), a-terpinil acetato (5.7%) y otros componentes menores. En
contraste, el extracto del aceite esencial de E. grandis fue dominado por a-pineno
(48.8%) y 1,8-cineol (18.1%), seguido de limoneno (2.2%), p-cimeno (7.9%), y-terpineno
(13.4%), a-terpineol (13.4%) e Isobutirato de isobutilo (1.3%). El aceite esencial de E.
viminalis presentd tres compuestos principales; 1,8-cineol (34,3%), globulol (25,1%) y a-
pineno (17,3%) seguido de limoneno (2,2%), p-cimeno (2.1%), aromadendreno (2.8%),
trans-pinocarveol (0.9%), a-terpineol (1.8%), epiglobulol (3.9%) y viridiflorol (3.9%). Por
otro lado, el aceite esencial de E. tereticornis muestra a p-cimeno (30,2%), a-terpinil

acetato (24,5%) y 1,8-cineol (18,4%) como los principales constituyentes.
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Tabla 3.3. Composicién quimica (%) de los aceites esenciales de Eucalyptus analizados
mediante cromatografia gaseosa.

Método de
Compuestos LRI E.v. E.gr. E.d. E.t. E.m. E.gl.
identificacion®

a-pineno 1017 LRI, MS, RC 17.27 48.82 6.49 2.37 3.21 4.38
a-tujeno 1019 LRI, MS - - - 0.66 -

campheno 1054 LRI, MS, RC - 0.16 - - - -
Propionato de isobutilo 1075 LRI, MS - 0.26 - - - -
Isobutirato de isobutilo 1089 LRI, MS - 1.34 - - -
B-pineno 1102 LRI, MS, RC - - 0.11 0.09 0.08 0.17
sabineno 1113 LRI, MS - - - 0.33 - -
a-felandreno 1154 LRI, MS - - - 0.12 - -
B-mirceno 1157 LRI, MS - - - 0.20 0.16 -
a-terpineno 1167 LRI, MS, RC - - - 0.11 - -
limoneno 1190 LRI, MS, RC 2.18 2.19 1.71 3.18 2.48 1.58

isobutil acido isopentanoico

1194 LRI, MS B 0.31 - - - -
ester
B-felandreno 1198 LRI, MS - - - 0.52 - -
1,8-cineol 1205 LRI, MS, RC 34.32 18,06 60.13 18.41 88.98 89.96
trans-beta-ocimeno 1229 LRI, MS 0.20 - 0.70 - 0.16
y-terpineno 1235 LRI, MS, RC 13.42 0.28 1.72 0.07 -
p-cimeno 1259 LRI, MS, RC 2.10 7.96 1.56 30.16 0.07 -
a-terpinoleno 1272 LRI, MS 0.24 - - - -
Isovalerato de isoamil 1294 LRI, MS 0.20 0.10 - - -
a-tujona 1432 LRI, MS - - 0.19 - -
linalool 1553 LRI, MS, RC 0.37 - 0.44 0.03 -
Pinocarvona 1567 LRI, MS - 2.15 - - 0.56
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fenchol 1588 LRI, MS 0.25 0.20 - - -
trans-cariofileno 1593 LRI, MS - 0.12 - 0.08 -
aromadendreno 1605 LRI, MS 2.78 - - - - -
4-Terpineol 1605 LRI, MS, RC 0.96 0.52 2.02 0.56 0.26
alo-aromadendreno 1647 LRI, MS - - - 0.03 -
trans-pinocarveol 1663 LRI, MS 0.90 - 5.13 - 0.08 0.55
criptona 1675 LRI, MS - - 1.72 - -
a-terpinil acetato 1701 LRI, MS - 5.71 24.46 - -
o-terpineol 1705 LRI, MS, RC 1.82 2.64 1.54 - 2.70 0.78
borneol 1711 LRI, MS, RC 0.66 0.24 - - -
felandranal 1726 LRI, MS - - 0.30 - -
carvona 1742 LRI, MS - - 0.11 - -
Cuminaldehido 1789 LRI, MS - - 2.37 - -
cis-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol 1807 LRI, MS - 0.89 - - 0.13
trans-Carveol 1844 LRI, MS - 0.25 - - 0.06
cis-Carveol 1876 LRI, MS - 0.09 - - -
tzr_f)rl’s'p'Me”tha'l(”'g'die”' 1899 LRI, MS - 0.64 - - 0.10
epiglobulol 2030 LRI, MS 3.93 - 0.76 - 0.08 0.09
Globulol 2098 LRI, MS 25.10 - 5.21 0.50 0.53 0.55
Viridiflorol 2105 LRI, MS 3.98 - 0.62 - 0.11 0.08
espatulenol 2140 LRI, MS - - 5.06 - -
TOTAL (%) 94.38 97.99 94.38 95.69 99.22 99.37

%LRI: Indice de retencidon lineal de cada

column),

componente en los aceites escenciales (DB-WAX

°MS: Espectro de masa comparado con la bibliografia, RC: Tiempo de retencién comparado con

los estandares quimicos, LRI: Comparacion con los de la bibliografia.

E.v.: E viminalis; E.gr.: E. grandis; E.d.: E. dunnii; E.t.: E.tereticornis; E.m.: E. maidenii; E.gl.: E.

globulus
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d) Relacidén entre preferencias alimentarias y aceites esenciales

Se observo una correlacién negativa entre el indice de David (preferencia de
alimentacion) y la concentracion del 1, 8 cineol (P<0,01), pero no se encontrd
correlacidon con los otros componentes analizados. El anadlisis de regresién mostré una
relacion estadisticamente significativa entre las preferencias alimentarias estimadas
mediante el indice de David y la concentracién de 1,8-cineol, segun la siguiente

ecuacion:

indice de David = 7,44 - 0,14 x 1,8-cineol (%)
p<0,05; R 2 =75,65; F= 12,43

Coeficiente de correlacion: -0,86

No se observd una relacién estadisticamente significativa entre la concentracion
de p-cimeno y la preferencia (p>0,1). Sin embargo, cuando p-cimeno se incluyé en el
modelo lineal anterior, el nuevo modelo explicd 95,40% de la varianza, con un valor de F
de 31,14. Las dos variables independientes mostraron una relacién estadisticamente
significativa con la preferencia alimentaria de T. peregrinus (1,8-cineol, p <0,01; p-
cimeno, p <0,05). Por lo tanto p-cimeno se incluyé en el modelo, resultando en la

siguiente ecuacion:

indice de David = 12,76 - 0,21 x 1,8-cineol (%) - 0,27 x p-cimeno (%)
p<0,01; R 2=95,40; F= 31,14

Coeficiente de correlacion: -0,88
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DISCUSION

Las interacciones planta-insecto son esenciales en la adquisicion de mecanismos
de proteccion de las plantas frente el ataque de insectos (Zabala, 2010) y son
consecuencia, al menos en parte, de la coevolucion entre plantas y herbivoros (Futuyma
y Keese, 1992; Bernays, 2001). Los metabolitos secundarios tdxicos de moléculas
volatiles, tales como aldehidos, alcoholes, ésteres y terpenoides inducidos por la
herbivoria, actian como defensas contra ellos (Vivanco, et al., 2005). Estas defensas
guimicas pueden variar cualitativa y cuantitativamente entre distintas poblaciones

locales de una misma especie vegetal (Villar et al., 2004).

Para un herbivoro el mejor recurso alimenticio es aquel que, en condiciones no
limitantes, permite el mejor desempefio del mismo, y la preferencia alimentaria
usualmente es coincidente con la calidad del recurso (Jaenike, 1978; Van Nouhuys et al.,
2003). En este trabajo se analizé la preferencia de T. peregrinus respecto de hojas
jovenes y adultas de seis especies de Eucalyptus. Respecto de la fenologia de la hoja T.
peregrinus mostrd una marcada preferencia positiva hacia las hojas adultas de todas las
especies de Eucalyptus lo que es consistente con las observaciones realizadas a campo.
En E. globulus existen caracteristicas fisicas diferentes entre hojas jévenes y adultas
(Barafiao et al., 2005) asi como en los niveles de componentes quimicos de aceites
volatiles (Li et al., 1994; O'Reilly- Wapstra et al., 2007; McArthur et al., 2010). La
diferenciacion estructural y la funcién de los metabolitos secundarios, asi como la
asignacién diferencial de energia y materiales para la defensa quimica (Berenbaum,
1995), podrian explicar los resultados brindados por el ensayo de preferencia entre hoja
joven y hoja adulta. Por estas razones es de esperar que en la mayoria de las especies de
Eucalyptus, las hojas jovenes tengan menor susceptibilidad a determinadas plagas,

favoreciendo la supervivencia de los arboles jovenes.

Respecto de las preferencias hacia hojas de diferentes especies de Eucalyptus la

preferencia de alimentacién de T. peregrinus fue menor en aquellas especies con alto
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contenido de 1,8-cineol en sus aceites esenciales: E. dunnii, E. maideniiy E. globulus (Fig.

3.3).
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Figura 3.3: Porcentaje de insectos que prefieren la especie con el 1,8-cineol mas alto
qgue el que tiene el contenido mas bajo para todas las pruebas de eleccién de dos vias. N
(total): 280 insectos. P <0,0001; Desviacion residual: 135.3070; df: 11. 1,8-cineol (>%)
representa la especie con mayor contenido de 1,8-cineol y 1,8-cineol (<%) representa la
especie con menor contenido de 1,8-cineol en los aceites esenciales para todos las
pruebas de eleccion de dos vias. Las barras marcadas con letras diferentes son
significativamente diferentes
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El compuesto 1,8-cineol fue un componente comun confirmado de todas las
muestras analizadas, pero su proporcién fue diferente segun las especies. Los resultados
muestran que la preferencia alimentaria fue significativamente menor en las especies de
Eucalipto con un alto contenido de 1,8-cineol. Estos resultados apoyan fuertemente
hipétesis de la actividad repelente del 1,8-cineol. Por otra parte, las concentraciones de
p-cimeno fueron mas altas en las especies mas preferidas de Eucalipto: E. viminalis, E.

grandis, y E. tereticornis.

Los resultados presentados aqui son consistentes con las observaciones de
campo respecto de la densidad y dano de insectos, siendo E. viminalis, E. grandis y E.
tereticornis las especies preferidas (Jacob y Neser, 2005; Cuello et al., 2014), mientras
qgue las especies menos preferidas tienen menores densidades de insectos y danos (Ide

etal., 2011).

Es bien sabido que algunos constituyentes de aceites esenciales exhiben
propiedades atrayentes de insectos. Por ejemplo, p-cimeno ha demostrado tener
actividad atrayente en el laboratorio en hembras de mosca de olivo, Bactrocera oleae
(Delrio et al., 1983) y en la larva de la mosca de la fruta del arandano, Rhagoletis
mendaz (Lugemwa et al., 1989). Ademas, Coutinho-Abreu et al. (2014) informd que el
psilido asiatico de los citricos (ACP), Diaphorina citri, es atraido por plantas citricas ricas
en p-cimeno donde se alimenta de la savia y la usa como sitio para el apareamiento, la
oviposicion y el desarrollo de las ninfas. En otro trabajo, Herndndez-Sanchez et al.
(2001) probaron el atractivo de los terpenos volatiles a partir del mango (Mangifera
indica) a Ceratitis capitata en jaulas de laboratorio. Este monoterpeno también se
describié como un compuesto fagoestimulante de la mosca minadora de hojas de

castafo de indias, Cameraria ohridella (Kordan et al., 2013).

Una composicion quimica similar de los aceites esenciales del eucalipto también
fue encontrada y publicada por otros autores. En el caso de E. maidenii, los resultados

son similares a los obtenidos por Lucia et al. (2008), en cuanto a que contenia 1,8-cineol
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(77,91%), a-pineno (5,84%), a-terpineol (6,04%), y-terpineno (4,82%) y p-cimeno
(2,31%). En el mismo trabajo, determinaron que los principales compuestos del aceite
esencial de E. globulus fueron 1,8-cineol (76,66%), a-pineno (11,09%) y a-terpineol
(1,45%). Los resultados de otros trabajos publicados muestran la composicion de los
aceites esenciales de E. dunnii similar al presentado aqui (Lucia et al,. 2008; Mizrahi et
al., 1997; Toloza et al., 2010). Para E. grandis, Dagne et al. (2000) encontraron a a y [3-
pineno como componentes principales, aunque Mora Martinez et al. (2002) y Lucia et al.
(2007) encontraron principalmente a-pineno y 1,8 cineol, mientras que Estanislau et al.

(2001) determinaron como principales aceites a y-terpineno, Ocimeno, y B-pineno.

Respecto a E. viminalis resultados de Miller da Silva et al. (2006) muestran una
alta concentracion de 1,8-cineol (83,8-85,6%). Estos resultados son similares a los
publicados por Lucia et al. (2008). La presencia de p-cimeno como componente principal

del E. tereticornis fue publicada por Bossou et al. (2013) y Alitonou et al. (2004).

Por otra parte, el 1,8-cineol ha demostrado ser un repelente natural y hay varios
informes que muestran su bioactividad. Mediante el uso de experimentos de no
eleccion, experimentos de eleccién / no eleccidén y experimentos manipulativos, el
consumo de hojas por escarabajos de Navidad (Anoplognathus pallidicollis) se
correlaciond negativamente con las concentraciones de 1,8-cineol y los aumentos
artificiales en la concentracién de 1,8-cineol redujeron auin mas el consumo de hojas
(Matsuki et al., 2011). El mismo efecto fue observado por Edwards et al. (1993), quien
informé que los arboles de Eucalipus con un alto contenido de 1,8 cineol mostraron
menos susceptibilidad a la herbivoria por los escarabajos de Navidad. Ademas, existen
varios informes que muestran la bioactividad del 1,8-cineol frente a un amplio espectro
de plagas de insectos. Por ejemplo, Klocke et al. (1987) encontraron que el 1,8-cineol, el
principal monoterpenoide presente en el aceite volatil de Hemizonia fitchii (Asteraceae),
fue moderadamente eficaz como repelente alimenticio y altamente efectivo como
repelente oviposicional contra los adultos de Aedes aegypti, el mosquito de la fiebre

amarilla.
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Ademads, 1,8 cineol provocdé una fuerte accion repelente contra Sitophilus
granarius y Sitophylus zeamais pero fue moderadamente repelente a Tribolium
castaneum y Prostephanus truncatus, bien documentado por Obeng-Ofori et al. (1997).
Por otro lado, Liu et al. (2011) observaron una fuerte repelencia para el 1,8-cineol (como
compuesto principal de aceites esenciales de Cyperus rotundus y Eucalyptus robusta) en
la cucaracha alemana Blattella germanica L. Al evaluar el aceite esencial de Tanacetum
vulgare, Palsson et al. (2008) encontraron un fuerte efecto de repelencia sobre Ixodes

ricinus, la garrapata de ricino.

La toxicidad de aspersiones de aceites esenciales de Eucalipto contra diferentes
insectos se atribuyd a 1,8-cineol: Musca domestica Linnaeus (Tarelli et al., 2009),
Rhodnius prolixus Stahl (Sfara et al., 2009), Pediculus humanus capitis De Geer (Toloza et
al., 2008), Haematobia irritans Linnaeus (Juan et al., 2011), Aedes aegypti Linnaeus

(Lucia et al., 2008, 2009, 2012) y Blattella germanica Linnaeus (Alzogaray et al., 2011).

En un estudio sobre Glycaspis brimblecombei Moore, Lucia et al. (2016) también
obtuvieron resultados similares. Evaluaron la correlacidn entre el nivel de infestaciéon de
G. brimblecombei en trece especies de Eucalipto vy su relacién con la composicién
guimica de los aceites esenciales. Como resultado, seis de las especies no infestadas
exhibieron contenidos muy altos del terpeno 1,8-cineol, que oscilaba entre 49 y 91% del
total de aceites. Sus resultados sugieren que la abundancia de este insecto fue
significativamente menor en aquellas especies de Eucalipto con alto contenido de 1,8-
cineol, de acuerdo con las presentadas aqui. En general, los resultados presentados en
esta tesis, muestran la importancia de seleccionar especies de Eucalipto en areas

infestadas por Thaumastocoris peregrinus.
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CAPITULO IV

Preferencia de oviposicion y desempeno de
Thaumastocoris peregrinus sobre distintas

especies de Eucalyptus
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Introduccion

Un principio en la teoria de la Historia de vida (Life history theory) es que los
rasgos del ciclo vital y demograficos evolucionan en respuesta a factores ecoldgicos, si
bien el proceso esta limitado por la variabilidad genética y la historia evolutiva (Stearns,
1992). Respecto de insectos herbivoros, desde hace tiempo se reconoce que las plantas
difieren en su calidad como recurso alimenticio, aspecto de particular importancia para
las especies de insectos cuyas etapas inmaduras son relativamente inméviles (Ehrlich y
Raven, 1964). Por lo tanto, en ausencia de enemigos naturales relevantes (Enemy-free
hypothesis) (Price et al., 1980), la seleccién natural deberia favorecer a las hembras con
la capacidad de discriminar entre las plantas de diferente calidad alimenticia para el
desarrollo de su progenie (Preference-performance hypothesis) (Jaenike, 1978). De
ellas se deriva la prediccién que establece que, sin considerar los efectos de los
competidores ni los enemigos naturales, la descendencia se desempefiara mejor en las

plantas elegidas por las madres.

Para los insectos herbivoros invasores, el uso de hospedadores en areas nuevas
puede ser diferente de los patrones de uso en su area nativa. Esto puede deberse a que
frecuentemente encuentran nuevas plantas hospedadoras en las zonas invadidas, o bien
a que no todos los hospedadores presentes en su habitat nativo se encuentran
disponibles en la nueva area, o a ambas. Como todos los eventos de colonizacién, el
proceso de establecimiento en el nuevo habitat es iniciado por una hembra que acepta
0 no una planta como sustrato de oviposicion (Renwick y Chew, 1994; Stefanescu et al.,
2006), y por lo dicho antes, la planta elegida afectard la supervivencia de la

descendencia (Van Nouhuys et al., 2003).

Las plantas en general y los arboles en particular, poseen una variedad de
mecanismos de resistencia, desde muy generalistas, es decir, contra una gran diversidad

de potenciales atacantes, a muy particulares enfocados sobre una reducida variedad de
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atacantes o una sola especie. Painter (1951) estudié los mecanismos de defensa de las
plantas frente a los insectos y definid tres categorias bdsicas que caracterizan la

resistencia de las plantas: antixenosis, tolerancia y antibiosis.

La antixenosis (o no preferencia) afecta en forma adversa el comportamiento del
insecto no permitiéndole servirse ciertos genotipos de sus plantas hospedantes
evitando asi ser utilizada para oviposicidn, alimento o refugio. La tolerancia es la
capacidad que tiene la planta de resistir o recuperarse del dafio causado por los
herbivoros. En tanto la antibiosis se presenta cuando la planta ejerce un efecto adverso
directo sobre el herbivoro que se alimenta de ella, y que se manifiesta de varias
maneras: (1) muerte de insectos generalmente en estadios tempranos; (2) alargamiento
de la duracién del ciclo de vida del insecto; (3) conversién anormal del alimento; (4)
fallas en el proceso de pupacidon o de emergencia de adultos; (5) emergencia de adultos
muy pequeiios o malformados; y (6) fecundidad y fertilidad reducidas. Cuando Ia
antibiosis es muy elevada causa una disminucién de la tasa de incremento poblacional
del insecto, por lo cual la poblacién local puede llegar a desaparecer. Por su efecto, la

antibiosis es, sin duda, el mas importante de los mecanismos de resistencia a insectos.

Una misma planta puede portar mas de un mecanismo de resistencia y la
combinacidn de distintas categorias provee de mayor resistencia a la planta respecto de

otras plantas que presentan estos mecanismos en forma individual (Smith, 1989).

Las defensas quimicas, que actuan repeliendo a la plaga o intoxicandola, son el
principal ejemplo de mecanismos que generan antibiosis. Estas defensas estan
representadas principalmente por compuestos producidos por el denominado
metabolismo secundario no siendo esenciales para el normal funcionamiento fisioldgico
de las plantas (Vivanco et al., 2005). Entre las sustancias que actian como defensa
guimica, los arboles presentan compuestos carbonados de espectro mas generalista,
como por ejemplo terpenos y polifenoles, cuyos efectos dependen de su concentracion

por lo que se los considera defensas cuantitativas. Los eucaliptos cuentan con glandulas
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secretoras de terpenoides.

El analisis de las relaciones entre los insectos fitéfagos y sus posibles hospederos
involucra conocer, ademas de los mecanismos de atraccién o repelencia, cémo la
calidad nutricional de la planta afecta el desempeno del insecto. Este desempefio hace
referencia al éxito reproductivo, afectando diferentes aspectos relacionados con su
fertilidad y fecundidad, tales como el tamafio y calidad de huevos, el tamafio corporal y
longevidad del adulto, peso pupal, tiempo de desarrollo y supervivencia preimaginal
(Awmack y Leather, 2002; Hasan y Ansari, 2011). La calidad nutricional de la planta, en
tanto, hace referencia al modo en que ésta serd incorporada en la dieta del insecto y se
evalua a partir de la magnitud de alimento consumido, digerido, asimilado, excretado,
metabolizado y convertido en biomasa (Scriber y Slansky, 1981). Entre los componentes
nutricionales, suelen considerarse el contenido de nitrégeno, la relacidon
carbono/nitrégeno y la presencia de algunos elementos traza como el cobalto o el

selenio y metabolitos secundarios (Awmack y Leather, 2002; Hasan y Ansari, 2011).

Respecto del desempefio, la supervivencia preimaginal del herbivoro es
relevante y se evalla registando los individuos que mueren segun la edad y/o estado de
desarrollo. En términos generales se consideran tres tipos de distribuciones de
supervivencia que corresponden a otras tantas estrategias evolutivas; tipo |: son
poblaciones en las que la mortalidad se concentra en las edades avanzadas; tipo Il: la
tasa de mortalidad es constante, independientemente de la edad de los individuos tipo
lll: la mortalidad se concentra en las primeras etapas de desarrollo (Deevey, 1947;

Rabinovich, 1980; Begon et al., 2006).

En este contexto, los resultados obtenidos en esta tesis y desarrollados en
capitulos anteriores referidos a la seleccién de la especie hospedadora, sitio de
alimentacion y aceites esenciales, se considerd imprescindible el estudio de desempefio

de T. peregrinus sobre distintas especies de Eucalipto.
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Hipotesis:

Thaumastocoris peregrinus  prefiere oviponer sobre aquellas especies de

Eucalyptus que maximizan su desempefio.

La preferencia de oviposicidn esta correlacionada ademas con la preferencia de

alimentacion de los adultos.

OBIJETIVOS

o Determinar la preferencia de oviposicion de T. peregrinus sobre distintas

especies de eucaliptus.

o Determinar el desempeiio de T. peregrinus sobre las mismas especies de

eucaliptus evaluadas en el punto anterior.

e Evaluar la correlacién entre la preferencia de oviposicidén, la preferencia de
alimentacion de los adultos y el subsecuente desempefio sobre estas mismas

especies de Eucalyptus spp.
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MATERIALES Y METODOS:

a) Preferencia de oviposicion

La preferencia de oviposicion de T. peregrinus sobre distintas especies de
Eucalyptus se evalud en laboratorio mediante la realizacién de experimentos de eleccién
bajo un disefio de comparaciones de a pares (David, 1988; de Vries, 1998). A cada grupo
de individuos, una hembra y dos machos virgenes (réplica) (N = 20), se le ofrecié un par
de hojas de cada una de las seis especies de Eucaliptus ensayadas en cada una de las
qguince combinaciones posibles. Las especies de Eucalyptus evaluadas fueron: E.

viminalis, E. dunni, E. tereticornis, E. maidenii, E. globulus y E. grandis.

Los ensayos se realizaron en el laboratorio de Zoologia agricola de la Universidad
Nacional de Lujan (UNLu), Argentina. Se utilizé una cdmara de crecimiento JEIO Tech GC-
300/1000 a una temperatura de 24 + 29C, 60 + 2% de HR y un fotoperiodo de 12L: 12D
(Fig. 4.1)

Figura 4.1: Camara utilizada para los estudios de desempefio.
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Los insectos utilizados para los ensayos fueron colectados de E. camaldulensis,
especie no utilizada en los ensayos, del campo experimental de la UNLu, y criados en el
laboratorio en la misma especie hasta la emergencia del adulto. Las arenas
experimentales consistieron en frascos de 1 | con dos contenedores, cada uno de ellos

con material vegetal de una sola especie de eucalipto.

En cada prueba, los items se colocaron a la misma distancia entre si respecto del
sitio de colocaciéon de los insectos, y la asignacién de la posicion fue al azar, a la
izquierda o derecha del sitio respecto de la posicion en la cdmara. Se colocaron tres
individuos por frasco entre los dos recipientes pequeios. Después de una semana de
iniciado el ensayo, se determind la seleccién de insectos contando la presencia y el

nuimero de huevos en las hojas de cada especie ensayada.

b) Desempefio

Para investigar posibles diferencias en el desempeno de T. peregrinus de acuerdo
a la especie de eucalipto de la cual se alimente, se recolectaron adultos de T. peregrinus
del arboretum del campo experimental de la Unlu segun se describié mas arriba. Se los
colocé en jaulas de plastico para su apareamiento y durante la cria fueron alimentados
con hojas de E. camaldulensis, especie no incluida en los ensayos. De estas jaulas de cria
se recolectaron los huevos, que fueron incubados dentro de cajas de Petri con papel tisu
y hojas frescas de eucalipto, en una camara de crecimiento JEIO Tech GC-300/1000 bajo
las mismas condiciones que el ensayo anterior: 24£0,5 °C; 60£10% HR, 12 0. 12L,

siguiendo la metodologia de Noack y Rose (2007).

Una vez emergidas las ninfas de primer estadio fueron separadas bajo lupa
estereoscapica en grupos de 10 individuos, debido a su condicién gregaria, y colocadas
con pincel sobre hojas frescas de cada especie de Eucalipto. El material vegetal se
cambid cada dos dias. Se realizaron 15 réplicas por cada una de las especies de

85



eucalipto.

Los tratamientos se realizaron sobre hojas colectadas el mismo dia de arboles

adultos de E. viminalis, E. dunnii, E. grandis, E. tereticornis, E. maidenii y E. globulus.

Se realiz6 un seguimiento diario de las cohortes desde el estadio ninfal | (N1)
hasta la muerte del dltimo individuo adulto. Se registré diariamente el niumero de

sobrevivientes y la presencia de exuvias para determinar la duracion de cada estadio.

Con los datos recolectados se confeccionaron las tablas de vida horizontales,

calculando los siguientes factores:

e (l,): Proporcion de sobrevivientes diarios y por estadio

e (dy): Numero de individuos que mueren entre las edades x-1y x

® (qgy): Probabilidad de morir entre las edades x-1 y x

e (e,): Esperanza de vida

e (Lx): Media de la probabilidad de supervivencia entre dos edades sucesivas

e (Tx): Numero total de dias que quedan por vivir a los sobrevivientes que han

alcanzado la edad x

Con estos datos se construyeron las curvas de supervivencia por dia y por estadio.

c) Analisis estadistico

Para clasificar las especies de Eucalyptus de acuerdo a las preferencias de
oviposicion de estos insectos, los datos se analizaron en matrices de comparaciones de a
pares (Appleby, 1983; Boyd y Silk, 1983; de Vries, 1995, 1998; de Vries et al., 2006),

siguiendo la metodologia descripta en el capitulo precedente.

Las curvas de supervivencia se compararon, previa transformacién de los datos
86



de supervivencia por edades (Ln( Ix)), mediante Ancova, tomando a la edad de los
individuos como covariable, mediante el test de Tukey. Se considerd un a = 0,05. Para

todos los analisis se utilizé el programa Infostat.

Al encontrar diferencia significativa entre curvas, y para analizar cual era dicha
diferencia, entonces se realizé el test “log Rank”, para analizar cada par de curvas de
supervivencia y se compararon con los datos de preferencia de alimentacion obtenidos

en el Capitulo Il

RESULTADOS:

a) Preferencia de oviposicion

La Tabla 4.1 muestra los resultados de las comparaciones pareadas, mientras que
la Figura 4.2 muestra el analisis de preferencias, con las especies ordenadas por

preferencia de acuerdo con el valor de puntuacién de David.

Los resultados del analisis muestran un indice de linealidad de Landau h = 0,34,
este valor indica que las preferencias son muy débiles, no lineales o no jerarquicas. El
valor d (d=5,75) diferente de O indica la existencia de varios bucles. Estos resultados
muestran que no existe una jerarquia de preferencias de oviposicion significativa (p =

0,518) ni estricta por T. peregrinus entre las seis especies de eucaliptos ensayadas.
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Tabla 4.1. Matriz de preferencia con valores de comparaciones pareadas.

E. . E. . E. E.
viminalis E. grandis tereticornis E. dunni maideni | globulus
E. viminalis 0 8 14 5,5 12,5 5,5
E. grandis 12 0 12,5 6 3 6,5
E. tereticornis 6 7,5 0 14,5 6,5 7,5
E. dunni 14,5 12 5,5 0 10 7
E. maideni 7,5 17 13,5 10 0 18
E. globulus 14,5 13,5 12,5 13 2 0
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E. viminalis

E. grandis

N\

E. dunni

E. teretic,f)rnis 77

E. globulus

/

E. maideni

PREFERENCIA HIPOTETICA

(]

h=0.34, d=5.75 p-value=0.518

Figura 4.1. Preferencias de oviposicidn significaticas de T. peregrinus entre las especies
de Eucalyptus ensayadas. Se muestra el valor de linealidad (h) y el valor de puntuacién
de David. Un valor h de 0,34 indica que no existe una jerarquia lineal estricta en las
preferencias probadas. Un valor d de 5,75 indica la existencia de bucles en la jerarquia
de preferencias. Las flechas indican el sentido de la preferencia.

b) Desempefio

Los resultados obtenidos indican que la supervivencia y el desarrollo ninfal de T.
peregrinus fueron diferentes, dependiendo de las diferentes especies de eucaliptus

ofrecidas como alimento.

La comparacién de las curvas de supervivencia de T. peregrinus sobre las
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distintas especies de Eucalyptus, difirieron significativamente entre si (F: 123,48;

p<0,0001), separando las especies ensayadas en tres grupos bien diferenciados.

Los datos obtenidos muestran que las especies de Eucalyptus sobre las que T.
peregrinus tuvo mayor supervivencia fueron E. viminalis y E. dunnii, y los peores
hospedadores resultaron E. globulus y E. maidenii, mientras que la cria sobre E. grandis

y E. tereticornis mostro valores intermedios (Fig. 4.2).
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Figura 4.2. Curvas de supervivencia de T. peregrinus diarias por especies. Ln de la
supervivencia en funcion del tiempo.
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Al analizar la supervivencia de a pares, se encontré diferencias significativas

entre las diferentes especies, como se muestra en la Tabla (4.2).

Tabla 4.2: Test log Rank, valores p, que indican si existen diferencias significativas entre
las cuvas de supervivencia.

Especies de E. E.
Eucaliptus E. viminalis | E. maidenii | globulus | E. grandis | tereticornis
E. viminalis

E. maidenii 0,00000

E. globulus 0,00000 0,00001

E. grandis 0,03172 0,00003 0,00000

E. tereticornis 0,04360 0,00001 0,00000 0,77270

E. dunnii 0,12744 0,00000 0,00000 0,49759 0,69050

Se confeccionaron las tablas de vida sobre las distintas especies de eucaliptos

por dia y por estadio.

Tabla 4.3. Tabla de vida por estadio de T. peregrinus alimentado sobre Eucalyptus

viminalis. El 27.3% de las ninfas 1 llega a adulto

Estadio n(x) Ix dx gx Lx Tx ex
N1 150 1 0,37333 | 0,37333 | 0,81333 2,6 2,6
N2 94 0,62667 | 0,15333 | 0,24468 0,55 1,78667 | 2,85106
N3 71 0,47333 | 0,07333 | 0,15493 | 0,436667 | 1,23667 | 2,61268
N4 60 0,4 0,07333 | 0,18333 | 0,36333 0,8 2

N5 49 0,32667 | 0,05333 | 0,16326 0,3 0,43667 | 1,33673
Adulto 41 0,27333 | 0,27333 1 0,13667 | 0,13667 0,5
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Tabla 4.4. Tabla de vida por estadio de T. peregrinus alimentado sobre Eucalyptus

dunnii. El 19.75% de las ninfas 1 llega a adulto

Estadio n(x) Ix dx gx Lx Tx ex
N1 162 1 0,4321 0,4321 | 0,78395 | 2,27778 | 2,27778
N2 92 0,56790 | 0,11728 | 0,20652 | 0,50926 | 1,49383 | 2,63043
N3 73 0,45061 | 0,13580 | 0,30137 | 0,38272 | 0,98457 | 2,18493
N4 51 0,31481 | 0,06790 | 0,21568 | 0,28086 | 0,60185 | 1,91176
N5 40 0,24691 | 0,04938 0,2 0,22222 | 0,32099 1,3
Adulto 32 0,19753 | 0,19753 1 0,09876 | 0,09876 0,5

Tabla 4.5. Tabla de vida por estadio de T. peregrinus alimentado sobre Eucalyptus

grandis. El 13.3% de las ninfas 1 llega a adulto

Estadio n(x) Ix dx gx Lx Tx ex
N1 195 1 0,47692 | 0,47692 | 0,76154 | 2,04872 | 2,04872
N2 102 0,52308 | 0,11795 | 0,22549 | 0,46410 | 1,28718 | 2,46078
N3 79 0,40513 | 0,12308 | 0,3038 | 0,34359 | 0,82308 | 2,03164
N4 55 0,28205 | 0,07692 | 0,27273 | 0,24359 | 0,47949 1,7
N5 40 0,20513 | 0,07179 0,35 0,16923 | 0,2359 1,15
Adulto 26 0,13333 | 0,13333 1 0,06667 | 0,06667 0,5
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Tabla 4.6. Tabla de vida por estadio de T. peregrinus alimentado sobre Eucalyptus
tereticornis. El 15.3% de las ninfas 1 llega a adulto

Estadio n(x) Ix dx gx Lx Tx ex
N1 150 1 0,47333 | 0,47333 | 0,76333 | 2,08667 | 2,08667
N2 79 0,52667 | 0,17333 | 0,32911 0,44 1,32333 | 2,51266
N3 53 0,35333 0,04 0,11321 | 0,33333 | 0,88333 2,5
N4 47 0,31333 | 0,07333 | 0,23404 | 0,27667 0,55 1,75532
N5 36 0,24 0,08667 | 0,36111 | 0,19667 | 0,27333 | 1,13889
Adulto 23 0,15333 | 0,15333 1 0,07667 | 0,07667 0,5

Tabla 4.7. Tabla de vida por estadio de T. peregrinus alimentado sobre Eucalyptus

maidennii. El 9% de las ninfas 1 llega a adulto

Estadio n(x) Ix dx gx Lx Tx ex
N1 150 1 0,64 0,64 0,68 1,27333 | 1,27333
N2 54 0,36 0,16667 | 0,46296 | 0,27667 | 0,59333 | 1,64815
N3 29 0,19333 | 0,09333 | 0,48276 | 0,14667 | 0,31667 | 1,63793
N4 15 0,1 0,04 0,4 0,08 0,17 1,7
N5 9 0,06 0 0 0,06 0,09 1,5
Adulto 9 0,06 0,06 1 0,03 0,03 0,5
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Tabla 4.8. Tabla de vida por estadio de T. peregrinus alimentado sobre Eucalyptus

globulus. EI 0% de las ninfas 1 llega a adulto.

Estadio n(x) Ix dx qx Lx Tx ex
N1 150 1 0,86 0,86 0,57 0,7 0,7
N2 21 0,14 0,1 0,71428 0,09 0,13 0,92857
N3 6 0,04 0,02667 | 0,66667 | 0,02667 0,04 1
N4 2 0,01333 | 0,00667 0,5 0,01 0,01333 1
N5 1 0,00667 | 0,00667 1 0,00333 | 0,00333 0,5
Adulto 0 0 0 0 -1,1926™°| 0,0

Las mayores tasas de mortalidad de ninfas se registraron en el primer estadio
ninfal que muestra la tasa de mortalidad especifica mas alta, siendo la menor de todas
la ocurrida en E. viminalis (gqx = 0,37) y la mayor en E. globulus (gx= 0,86), variando en el

resto de los estadios.

LN Supervivencia por estadio

E. globulus

=@—L. Wiminalis
=[. madenini
====E. chinni

e #—E. tareticormis

Estadios

Figura 4.3. Logaritmo natural (Ln) de la supervivencia por estadio de individuos de T.
peregrinus alimentados sobre las distintas especies de Eucalyptus ensayadas.

94




DISCUSION

Al oviponer un insecto fitéfago debe elegir entre plantas hospedadoras de
diferente calidad respecto del desempefiio de sus crias, debido a que la disponibilidad de
sustratos adecuados a menudo esta restringida espacial y temporalmente. La eleccién,
sin embargo, suele depender no sélo de las preferencias exhibidas por el insecto y la
oferta ambiental, sino también por estado del insecto respecto del tiempo estimado que
le queda por vivir y del complemento de huevos por oviponer. En este marco
conceptual, si la hembra es demasiado exigente respecto a dénde oviponer, puede
invertir demasiado tiempo en la busqueda de la planta adecuada y morir antes de que
haya depositado todos sus huevos, situacién denominada “time limited”. Por el
contrario, si no es lo suficientemente selectiva, puede depositar sus huevos en plantas
de diferente calidad y agotarlos cuando aun le queda tiempo por vivir, situacidon

denominada “egg limited” (Stephens y Krebs, 1986; van Alphen y Visser, 1990).

Luego, en condiciones éptimas, seria esperable que las plantas seleccionadas por
el insecto debido a su superior calidad alimentaria sean también las seleccionadas para
oviponer ya que permiten el mejor desempefio de la descendencia. Este es el caso de

Altica fragariae Nakane (Coleoptera: Chrysomelidae) (Xue et al., 2007).

Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio indican una situacion
distinta. Las hembras de T. peregrinus no mostraron una preferencia de oviposicion
definida y por lo tanto el desempefio de la descendencia aparece desacoplado de la
preferencia de oviposicidon, pero no asi con la de alimentacién. Este fenédmeno fue
observado por otros autores, en los que la preferencia de oviposicidén fue diferente a la
preferencia de alimentacidén y/o al desempefio de su descendencia (Martinez et al.,

2017).

Estos resultados aparentemente contradictorios, permiten indagar acerca de

cuales pueden ser los mecanismos responsables de este desacople. Varios factores
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pueden estar influyendo de manera dispar las distintas decisiones del insecto. Uno de
ellos es que el insecto puede tener poca capacidad sensorial o locomotora. Esto seria
compatible con una baja presiéon de seleccidn por estas caracteristicas, debido a una
ubicua dispersién de diferentes hospederas adecuadas en su lugar de origen. Una
hipétesis alternativa seria la teoria del forrajeo optimo (Scheirs y De Bruyn, 2002) segun
la cual una hembra que arriba a un arbol tiende a permanecer en ese hospedador,
debido a la incertidumbre de encontrar un hospedador de mayor calidad. Otro posible
factor estaria representado por las plantas hospederas presentes, que seria diferentes a
las de su lugar de origen, por lo que su periodo de adaptacién a los nuevos hospedantes

no estd resuelto aun en el territorio nuevo.

Por ultimo, los resultados son compatibles con la teoria del espacio libre de
enemigos naturales. En este sentido, la baja selectividad por hospedadores donde
oviponer, desacoplada de la alta selectividad alimentaria, puede actuar como
mecanismo de dispersién del parasitismo dificultando asi el aprendizaje de busqueda

por parte del enemigo natural, con la consiguiente disminucidn del parasitismo total.

En general, las especies de plantas que carecen de una historia evolutiva en
asociacion con herbivoros invasores han demostrado poseer menos defensas contra
ellos y esto favorece al herbivoro en su éxito en la invasién (Parker et al., 2006; Gandhi y
Herms, 2010; Desurmont et al., 2011; Woodard et al., 2012). Sin embargo, casi todas las
especies ofrecidas durante las pruebas de laboratorio fueron utilizadas como sustratos
de oviposicién, indicando que las hembras de T. peregrinus utilizan un amplio espectro

de hospedadores de eucaliptos y no presentan preferencia.

Esto se puede deber ademas, al tiempo de vida de los adultos. Cuando las
hospedadoras de mayor calidad son raras o estan ausentes, las hembras podrian
oviponer sobre otras especies menos favorables al acortarse su tiempo de vida. De esta
manera, la experiencia previa puede aumentar la aceptabilidad de un hospedador

particular (Jaenike, 1978; Kareiva, 1982; Rausher, 1985), aun cuando el desempefio
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sobre el mismo sea subdptimo. Los modelos desarrollados por estos ultimos autores
muestran varios mecanismos que favorecerian a los individuos que desvian sus
jerarquias de preferencia hacia las especies hospedadoras mas abundantes, ya que es
mas probable que las hayan experimentado en el pasado. En particular, como las
especies hospedadoras mds abundantes son encontradas con mas frecuencia, el
comportamiento de aprendizaje puede conducir a una mayor preferencia por dichas
especies, independientemente de sus preferencias innatas y el desempeno de la
descendencia, e ignorar cualquier especie rara (aun de mayor calidad) incluso cuando la
hembra se posa en ella (West y Cunningham, 2002). Esto se ha demostrado, por
ejemplo, con el comportamiento del lepidéptero Helicoverpa armigera (Hibner), como
resultado del aprendizaje previo de la hembra (Cunningham et al., 1998). La
inconsistencia encontrada entre el desempeio y la preferencia de oviposicion se ha
registrado también para otras especies (Thompson, 1994; Mayhew, 1998; Forister,

2004).

El desempefio de las ninfas de T. peregrinus en las diversas plantas
hospedadoras fue diferente. Se encontrd una estrecha relacién entre el desarrollo y la
supervivencia de las ninfas, y la preferencia de alimentacién de los adultos analizada en
el capitulo anterior. La mortalidad especifica de los distintos estadios de T. peregrinus
en las distintas especies de Eucalyptus mostrd un patrdn similar al observado por otros
autores, con tasas de mortalidad mas altas durante los primeros estadios ninfales
(Soliman et al., 2012; Martinez et al., 2014). En general, el desempefio de T. peregrinus
en E. viminalis fue superior a las otras especies. E. globulus demostrd ser un alimento
subéptimo para las ninfas de T. peregrinus, con tasas de mortalidad mas altas,
particularmente en los primeros estadios, no pudiendo completar su ciclo de vida. Estos
resultados estdan claramente en linea con la preferencia estrictamente lineal de

alimentacion.

Los resultados presentados aqui son consistentes con las observaciones de

campo de la densidad y dafio de insectos, donde E. viminalis, E. grandis, y E. tereticornis
97



son las especies preferidas por los adultos (Jacob y Neser, 2005; Cuello et al., 2014),
mientras que las especies menos preferidas o sobre las cuales el desempeiio es menor,

tienen menores densidades de insectos y dafios (Ide et al., 2011).

Los resultados de la tesis presentados este Capitulo son relevantes,
particularmente cuando son analizados a la luz de los resultados presentados en los dos
Capitulos anteriores. Thaumastocoris peregrinus muestra claras diferencias en su
desempeiio medido a través de la supervivencia y el tiempo de desarrollo, segun la
especie de Eucalyptus sobre la que se alimenta. Estas diferencias en el desempefio, se
correlacionan con la preferencia de alimentacion del insecto, la cual es estrictamente
lineal y sin ningun bucle (Capitulo 3, Fig. 3.2) en la jerarquia de preferencias. Esta
correlacion entre preferencia de alimentacién de los adultos y desempefo resulta
claramente adaptativa y se han identificado los aceites esenciales probablemente
responsables de la preferencia detectada, por un lado al atraer al insecto al hospedador
y por otro lado un posible repelente. Es la combinacién de ambos aceites esenciales la
gue parece mediar en la preferencia de alimentacidn. Resulta inesperado e interesante
el encontrar una casi absoluta correlacién entre desempefio y preferencia de

alimentacidn, no asi con la preferencia de oviposicién.

El analisis cuyos resultados son presentados en la Fig. 4.1 muestra la falta
completa de linealidad y un promedio de 5,75 bucles (relaciones no lineales) para solo 6
especies ensayadas. Esta aparente falta de adaptacién, puede ser explicada por varios

mecanismos, algunos de los cuales fueron discutidos.

El tiempo de vida de los adultos de T. peregrinus asi como la baja capacidad
sensorial, pueden atentar contra una alta selectividad en la preferencia de oviposicién, y
aunque resultan consistentes con los resultados obtenidos, no parecen ser explicaciones
suficientemente sélidas. Por un lado el tiempo de vida puede no ser un factor relevante,
dado que los adultos viven alrededor de 30 dias, en la mitad de los cuales las hembras

son capaces de oviponer. No parece que este factor imponga un limite a la selectividad
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del insecto para oviponer, sobre todo si de ésta depende su éxito reproductivo. Por otro
lado, la baja capacidad sensorial, detectada a nivel del sistema olfativo, no implica la
falta de capacidad de reconocimiento de un hospedador apropiado: cuando se le
permite el acceso directo, el insecto reconoce y selecciona los mejores hospedadores

desde el punto de vista de su futuro desempefio.

La presencia de un rango de especies de Eucaliptos hospedadores distintas aqui
gue en su rango de origen resulta evidente con solo consultar la bibliografia, pero no es
posible experimentar con ellas aqui, donde el rango de hospedadores disponibles es
mucho mas restringido. Tampoco es posible indagar acerca del espacio libre de
enemigos naturales, dada la ausencia de los mismos en Argentina. Si bien se han
detectado algunas especies que han comenzado a incorporar a T. peregrinus en sus
dietas y se han realizado liberaciones locales de uno de sus parasitoides (Andorno, com
pers.), la situacidon es aun demasiado reciente como para esperar resultados claramente
relevantes. Son estas preguntas que quedaran abiertas a futuros proyectos de

investigacioén sobre esta especie.
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Capitulo V

Estrategias para el manejo de Thaumastocoris

peregrinus
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Manejo integrado de plagas

El manejo integrado de plagas (MIP) es una estrategia conformada por un
conjunto de técnicas tendientes a reducir el impacto de las especies plaga en los
sistemas agricolas. El manejo de plagas mediante un esquema integrado, surge en
respuesta a los efectos negativos derivados del uso intensivo de insecticidas de sintesis
guimica como Unica practica de control. Segun Walter (2003) esta nueva vision sobre la
sanidad de los cultivos permite diferenciar claramente dos conceptos: mientras que
tradicionalmente el “control” de plagas perseguia “eliminar” al agente de dafio, el
“manejo” busca sostener sus poblaciones por debajo de un nivel de dafio econdmico. En
la aplicacidn del MIP la seleccidn y aplicacidon de técnicas requiere de un conocimiento
adecuado sobre el cultivo asi como de la ecologia de la especie plaga y la interaccidn con

sus enemigos naturales (Thacker, 2002).

En cultivos plurianuales como los forestales, la dinamica espacial y temporal de Ia
plaga, el tamafio y forma de los parches de plantacién, y las condiciones del ambiente
donde estas se desarrollan, son relevantes al momento del disefio de un plan de manejo

basado en el concepto del MIP.
Dentro de las técnicas comunmente empleadas para el MIP se incluyen:

e la seleccibn de plantas hospedadoras resistentes (por ejemplo, por

mejoramiento genético);
e la conduccién del cultivo mediante la asociacién y rotacion de especies;

e v el control activo del agente de dafio, a través del control fisico o mecanico,
bioldgico e incluso, quimico. Precisamente lo que propone el manejo integrado,
es armonizar las diversas técnicas de control, favoreciendo el impacto de los

enemigos naturales (control bioldgico) al manejar de una manera selectiva y
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oportuna el uso de insecticidas (control quimico), que debe emplearse como
refuerzo dentro del programa y no como un elemento disruptor del equilibrio
(Viggiani, 1990). Sin embargo, en el caso particular de T. peregrinus, en Argentina

no hay plaguicidas disponibles registrados.

Hasta el momento, no existe un plan de manejo de la chinche del eucalipto en la
Argentina. Al igual que en otros paises de la region se estd apostando al control
biolégico mediante la importacidn, liberacién y posterior establecimiento de potenciales
enemigos naturales, tales como el parasitoide oodfago Chleruchoides noacke
(Hymenoptera, Mymaridae) (Lin et al., 2007; Barbosa et al., 2017). Sin embargo, la
introduccion de un enemigo natural supuestamente adecuado a las condiciones
ambientales del nuevo ecosistema, conlleva su cuarentena, multiplicacion y liberacién
controlada. Aun si se superaran estos pasos y el enemigo natural se establece, es posible
qgue el nivel de control alcanzado no sea suficiente por si solo como para disminuir
significativamente la densidad poblacional de la plaga. En Sydney, Australia, estudios
realizados por Cross (2009) en laboratorio y a campo con C. noackae mostraron un

porcentaje de parasitismo modesto, que oscild entre el 25% y el 21%, respectivamente.

5.1. Estrategias de manejo

Seleccion de variedades o clones resistentes de Eucalyptus

La susceptibilidad de los arboles al ataque de artrépodos plaga estd relacionada
basicamente con el estado fisioldgico en el que se encuentren y por condiciones
intrinsecas al individuo. En el primer caso, la respuesta no serd la misma si se trata de un
arbol vigoroso creciendo en un sitio sin condiciones limitantes, que si el arbol esta
estresado por factores bidticos (por ejemplo enfermedades) o abidticos (por ejemplo
falta de humedad o nutrientes). Por el contrario, en el segundo caso, aun en arboles
creciendo bajo las mismas condiciones, se verifica una respuesta diferencial que esta

dada por caracteristicas inherentes a cada uno de los individuos en gran medida
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reguladas genéticamente (Pastorino, 2009). Como vimos en los capitulos precedentes,
las plantas ponen de manifiesto distintos mecanismos de defensas que le brindan
proteccion frente al insecto, afectando la fertilidad, longevidad, crecimiento u
oviposicion de estos. Por ejemplo, en los estudios de preferencia alimentaria de T.
peregrinus presentados en el Capitulo 3, se encontré una menor eleccion por E. globulus
y E. maidenii que por las otras especies analizadas (Fig. 5.1), mostrando en los primeros
una importante antixenosis. En funcion de la preferencia de la chinche por las distintas
especies de Eucalyptus se podria recomedar la incorporacidon de los genotipos menos

preferidos en los planes de mejoramiento genético.
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Figura 5.1. Preferencia alimentaria de T. peregrinus entre las especies de Eucalyptus
probadas. Valor de linealidad (h): h=1 indica una jerarquia lineal estricta en las
preferencias probadas, h=0 indica que no hay bucles en la jerarquia lineal de
preferencias) (P = 0.022).
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Complementariamente, al analizar la resistencia por antibiosis (en capitulo 4), se
observo que estas mismas especies de Eucalyptus producen la mayor mortalidad de
ninfas de T. peregrinus cuando son alimentadas exclusivamente con dichas especies (Fig.

4.3).
5.2. Control biolégico

La introduccion de especies en nuevos entornos y su establecimiento como
especies invasoras plaga constituye un problema creciente a escala mundial. Una razén
para este fendmeno es la ausencia de controles naturales en el nuevo rango invadido
(Carvallo, 2009). El control biolégico tal como se lo conoce actualmente se inicid en
California alrededor de 1888 como practica para el control de la cochinilla algodonosa
Icerya purchasi Maskell en cultivos citricolas mediante el coccinélido Rodolia cardinalis
(Mulsant) (Van Driesche y Bellows, 1996). Transcurridos aproximadamente 100 afios
desde 1888, se llevaron a cabo alrededor de 1200 programas de control bioldgico en
todo el mundo con enemigos naturales nativos y exoticos (Van Driesche y Bellows,
1996). De estos programas, alrededor del 17% lograron completo control de la plaga y

un 43% control parcial.

En el caso particular de plagas forestales un programa de control biolégico es la
mejor alternativa debido a los altos costos del control quimico y en el caso de T.
peregrinus, como fue mencionado, porgue no hay plaguicidas disponibles registrados en

Argentina.

A la fecha de esta tesis, dos microhimenopteros mimaridos, Cleruchoides
noackae Lin y Huber y una especie no identificada del genero Stethynium Enock, se han
confirmado atacando los huevos de T. peregrinus en Australia (Lin et al., 2007).
Cleruchoides noackae, se ha introducido en Sudafrica y América del Sur (Nadel y Noack,
2012), pero los resultados sobre el éxito del uso de estos enemigos naturales a campo
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en sus rangos introducidos aun no se han publicado. Por otro lado, Souza et al. (2012)
reportaron al depredador Supputius cincticeps (Hemiptera: Pentatomidae)
alimentandose de T. peregrinus en Brasil, que constituye el primer registro de enemigos

naturales que se alimentan de la chinche del bronceado en Sudamérica.

Objetivo

Determinar la existencia de posibles enemigos naturales locales de T. peregrinus

MATERIALES Y METODOS

Para determinar si existen en la provincia de Buenos Aires enemigos naturales
gue puedan estar utilizando como recurso a T. peregrinus, se llevd a cabo desde
diciembre de 2010 hasta febrero de 2011 un programa de muestreo intensivo para
buscar enemigos naturales. El muestreo se llevd a cabo en el bosque de eucaliptos del

arboretum experimental en la Universidad Nacional de Lujan.

Dos especies de hemipteros fueron registrados repetidamente consumiendo
ninfas y adultos de T. peregrinus. Los huevos de cada especie predadora fueron
recolectados de hojas de E. camaldulensis infestado con T. peregrinus y se criaron
individualmente en condiciones de laboratorio (26 ° Cy 60% HR). Las ninfas predadoras
fueron alimentadas ad libitum con ninfas grandes (estadios IV y V) y adultos de T.
peregrinus. Se registré el consumo y el tiempo de desarrollo de la etapa ninfal de cada
predador. Los especimenes adultos de cada especie de predador obtenidos en el

laboratorio se colocaron en tubos con alcohol a 70¢.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dos especies fueron encontradas asociadas a T. peregrinus. Las especies fueron
identificadas por la Dra. Cecilia Melo y el Dr. Pablo Dellapé como Atrachelus cinereus

Fabricio (Hemiptera: Reduviidae: Harpactorinae) (Fig. 5.3) y Podisus australis Berg
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(Hemiptera: Pentatomidae: Asopinae) (Fig. 5.4). Los especimenes voucher fueron

depositados en la coleccidn del Museo de Ciencias Naturales de La Plata.

Figura 5.3. a. Oviposicion de Atrachelus cinereus, b. detalle de ninfa de A. cinereus
alimentandose de adultos de T. peregrinus, c. Adulto de A. cinereus.
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Figura 5.4. Podisus australis. a. detalle de huevos y ninfas |, b. Ninfas alimentandose de
adulto de T. peregrinus.

Ambas especies pudieron completar su desarrollo ninfal con T. peregrinus como

el Unico recurso alimenticio, aunque solo una de las seis ninfas de P. aqustralis testeadas

sobrevivio hasta la edad adulta (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. La duracidon media en dias (+tEE) de los estadios ninfales y el nUmero medio
(£EE) de Thaumastocoris peregrinus consumidos por cada etapa ninfal de dos especies

depredadoras.
NinfalV Ninfa V Total del
Especies | Variable Ninfa | Ninfa Il Ninfa Ill estado
(*) (*) Ninfal (*)
Tiempo
de 6.910.34 | 3.7+0.30 | 4.2+0.80 | 6.6+0.40 | 11.0+1.15 | 34.0+0.58
Atrachelus | desarrollo
cinereus (dias)
Consumo | 5.4+0.53 | 4.5+1.18 | 16.4+1.96 | 33.0+2.67 | 47.3+4.91 | 101.7+4.63
Tiempo
. de 8.0+0.58 | 7.3#0.67 | 6.0+0.00 | 6.0+0.00 10.0 37.0
Podisus desarrollo
australis (dias)
Consumo | 30.0+2.38 | 16.7+8.98 | 22.0+4.00 - - -
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Atrachelus cinereus es una especie predadora ampliamente distribuida en
Argentina y otros paises de América Central y del Sur (Melo et al., 2004; Carpintero y De
Biase, 2011; Coscarén y Martin Park, 2011) que se alimenta de pequefios insectos,
especialmente chicharritas (Hemiptera, Auchenorhyncha) (Nanni et al., 2011), y Podisus
australis ha sido registrado en Argentina y Uruguay. Aunque hay poca informacién
disponible sobre los habitos de alimentacion de P. australis (Dellapé et al., 2003), se la
observo alimentandose de larvas del gorgojo del eucalipto, Gonipterus spp.. Debido a
que este predador se considera una especie generalista, es probable que pueda
consumir esta nueva fuente de alimento ya que tanto el gorgojo del eucalipto como T.

peregrinus comparten el mismo habitat (Souza et al., 2012).

Por otro lado, Cuello et al. (2014) identificaron 7 especies de insectos
entomodfagos, tanto nativos como exéticos, asociados a las plagas de Eucalyptus sp.:
cinco predadores generalistas y dos parasitoides especificos. Entre los predadores se
encontraron larvas de Chrysoperla externa Hagen y Ceraeochrysa sp. (Neuroptera:
Chrysopidae) alimentandose de ninfas de T. peregrinus y de Glycaspis brimblecombei a
lo largo de todo el periodo de muestreo, Heza binotata Lepeletier & Serville (Hemiptera:
Reduviidae) fue hallada frecuentemente en arboles de E. dunnii infestados con T.
peregrinus. En este caso no se registraron eventos de predaciéon “in situ”, sin embargo
pruebas realizadas en el laboratorio permitieron confirmar que tanto las ninfas como los
adultos de la chinche son consumidas por el reduvido, posibilitando al predador
completar su desarrollo hasta el estado adulto. Se observaron ninfas de Tylospilus
chilensis Spinola (Hemiptera: Pentatomidae) alimentdndose de T. peregrinus y larvas de
Harmonia axyridis Pallas (Coleoptera: Coccinellidae) depredando ninfas de G.

brimblecombei.
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CONCLUSION

Los resultados de esta parte de la tesis proporcionan el primer registro de estos
dos predadores nativos alimentandose de T. peregrinus en campo. Este dato, junto con
los registros del depredador Supputius cincticeps, indican claramente que la chinche
comenzd a integrarse en la estructura trofica local que ocurre en drboles de Eucalipto en

su nuevo rango adoptado.

Tal informacion mejora la comprension de las interacciones entre predadores
nativos e insectos exéticos y, por lo tanto, podria ser util para el manejo integrado de

plagas.

5.3. Control quimico

A la fecha de esta tesis, no existen insecticidas reglamentados para el control de
T. peregrinus. Dentro del grupo de insecticidas de accién sistémica recomendados para
su uso en plantaciones forestales, se pueden mencionar los siguientes principios activos:
Acefato, Acetamiprid, Imidacloprid y Tiametoxam (Cichén et al., 2004; Noack et al.,

2009; Machado et al., 2015). Todos estos productos son neurotéxicos.

El Acetamiprid, Imidacloprid y Tiametoxam son del grupo de los Neonicotinoides.
Acetamiprid es un insecticida sistémico para aplicaciones al suelo y foliares usado en el
control de Hemipteros, Tisanépteros y Lepiddpteros en un amplio rango de cultivos
(Mateu-Sanchez et al., 2003). Acetamiprid se mueve a través del xilema, en forma
acropeta. EI mismo protege los brotes en crecimiento y tiene un efecto residual

prolongado (Ambrose, 2003; Araya et al., 2006; Elbert et al., 2008).

El Imidacloprid es un insecticida sistémico y de contacto, es de amplio espectro y
se puede absorber tanto por el follaje como por las raices. El Imidacloprid, en diferentes

formas de aplicacién muestra una buena traslocacion acrdopeta a través del xilema hacia
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brotes y hojas, y una pobre translocacién basipeta hacia érganos de reserva de la planta
(Sur y Stork, 2003). Este ha sido efectivo en el control de barrenadores e insectos del
tipo picador-suctor que atacan arboles (Gill et al., 1999; McCullough et al., 2004;
Doccola et al., 2005). Esta sustancia ha tenido un fuerte efecto sobre otros hemipteros

en citrus (Bethke et al., 2001; Castle et al., 2005).

Tiametoxam es un insecticida sistémico, utilizado para el control de plagas en
diversos cultivos, por medio de pulverizaciones en hoja, aplicaciones al suelo vy
tratamiento de semillas (Andrei, 2005). Tiametoxam se trasloca via apoplastica, con un
movimiento sistémico a través del xilema (Westwood et al., 1998; Buchholz y Nauen,
2002; Maienfisch et al., 2001; Weichel y Nauen, 2004). El mismo permite controlar un
amplio rango de insectos del tipo picador-suctor y masticadores en varios cultivos

(Maienfisch et al., 2001).

El Acefato es un insecticida organofosforado del grupo de los alifaticos. Es de
amplio espectro y presenta un alto poder sistémico, se ha usado en aplicaciones al
tronco de arboles de manera exitosa para el control de diversas plagas (Fernandez de
Cérdova y Gallego, 1997) y tiene un potencial de movilidad xilemdatica aun mayor que el
de los neonicotinoides (Byrne et al., 2012). El mismo es efectivo contra plagas del tipo

picador-suctor y masticadoras (Martin y Brown, 1984).

OBIJETIVO

Determinar la eficacia y residualidad de insecticidas de sintesis quimica

sistémicos sobre el control de T. peregrinus.
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MATERIALES Y METODOS

Los ensayos se llevaron a cabo en el invernaculo de Dasonomia, en el campo
experimental de la Universidad Nacional de Lujan, desde abril hasta junio del afio 2015
(figura 5.5). Se evaluaron cuatro productos comerciales en una Unica dosis (Tabla 5.2)
con cinco repeticiones de cada tratamiento y un testigo sin insecticida, mediante un

disefio completamente aleatorizado.

Figura 5.5. Detalle del ensayo en inverndculo, campo experimental de la UNLu.
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Tabla 5.2. Principios activos y dosis que se utilizaron en el estudio.

Principio

. Acefato Acetamiprid Imidacloprid Tiametoxam
activo

75% polvo 20% polvo 35% suspension 25% granulo

Formulacién .
soluble soluble concentrada dispersable

Dosis 75 g/hl 12,5 g/hl 55 ml/hl 30g/hl

Cinco plantas de E. camaldulensis por tratamiento, de aproximadamente dos
anos de edad en macetas de 10 litros, fueron regadas con 400 ml de cada caldo de
aplicacion y con 400 ml de agua en el tratamiento testigo. Las plantas tratadas se
regaron solamente luego de la primera semana post tratamiento, para evitar el lixiviado
del insecticida. Luego se regd y mantuvo la tierra de las macetas cerca a la capacidad de

campo hasta finalizar los ensayos.

Los adultos de T. peregrinus utilizados en el ensayo fueron obtenidos de la cria
en laboratorio en condiciones controladas de temperatura y humedad (24+/-2 °C, 60+/-
2% HR, 12hs L: 12hs O). La misma se llevd a cabo a partir de huevos recogidos del campo
experimental de la UNLu, los que fueron colocados en cajas de Petri para su eclosion, y
posteriormente las ninfas colocadas sobre hojas de E. camaldulensis en jaulas de cria

hasta su completo desarrollo.

a) Eficacia

Para cuantificar la eficacia de los insecticidas, pasadas 48 horas desde la
aplicacion, en cada arbol, se colocd una bolsa de voile de 10 cm x 20 cm (Fig. 5.6)

envolviendo una rama con tres hojas, en la que se liberaron 10 adultos de T. peregrinus.
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Al cabo de 48 horas se cortaron las ramas embolsadas y se realizd el recuento de
individuos vivos y muertos, bajo lupa estereoscépica, para cada tratamiento vy

repeticion.

Figura 5.6. Bolsa de voile.

b) Residualidad

Para evaluar la persistencia de la accidn de los productos, en cada arbol se realizaron
reinfestaciones semanalmente. Se colocd una bolsa de voile de 10 cm x 20 cm
envolviendo una rama con tres hojas, en la que se liberaron 10 adultos de T. peregrinus.
Al cabo de 48 horas se cortaron las ramas embolsadas y se realizé el recuento de
individuos vivos y muertos para cada tratamiento y repeticion. Este procedimiento se

repitié hasta que la mortalidad no presentd diferencias significativas con el testigo.
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c) Analisis de los datos

Con los datos obtenidos se calcularon los porcentajes de eficacia mediante la
formula de Abbott (Abbott, 1925), y se sometieron los datos a andlisis no paramétrico
de Kruskal Wallis y test de comparacion de medias de Tukey. Los andlisis estadisticos se

realizaron utilizando el programa Infostat/E v2012.

En el ensayo de residualidad, se realizé un analisis en cada fecha de reinfestacion.

Férmula de Abbott:

Eficacia= ((Ca - Ta)/ Ca))

Ca: numero de individuos vivos en el testigo post tratamiento

Ta: numero de individuos vivos post tratamiento

RESULTADOS

a) Eficacia

Luego de 48 hs de aplicados los productos, no se registraron diferencias
significativas entre los insecticidas de mayor eficacia, Acefato, Tiametoxam e
Imidacloprid, a diferencia del Acetamiprid, que presentd el menor nivel de eficacia de

control, con solo un 39,6 % (Fig. 5.7).
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Figura 5.7. Porcentaje de eficacia de aplicacidén de los insecticidas en el primer recuento
sobre adultos de T. peregrinus. DDA: Dias después de aplicacién; Act: Acetamiprid; Acf:
Acefato; Tia: Tiametoxan; Imi: Imidacloprid.

b) Residualidad

En los primeros cuatro recuentos, no se registraron diferencias estadisticas
significativas entre las aplicaciones de Acefato, Imidacloprid y Tiametoxam con eficacias
entre 100% y 70% pero si con Acetamiprid cuyo porcentaje de control mas alto se
obtuvo en el segundo recuento; siete dias después de la aplicacion de los insecticidas.

Este fue del 86%, disminuyendo al 3% a los quince dias. El Tiametoxam fue el insecticida
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con mayor residualidad, alcanzando eficacias de control del 95% y 100%, aun treinta y

cincuenta dias después de la aplicacidn respectivamente (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Porcentaje de eficacia a los dias después de la aplicacidn, test de comparacion
de medias de Tukey al 5%. Letras diferentes para una misma fecha en diferentes
tratamientos indican diferencias significativas.

Tratamiento | % Ef2DD | % Ef 7DD | % Ef 17DD | %Ef 24DD | % Ef 32DD | % Ef 57DD
Acetamiprid 39,60 a 85,80 a 3,60 a -- -- --
Acefato 100 b 100 b 91,00 b 74,80 a 63,00 a 11,20 a
Imidacloprid 86,20 b 100 b 69,60 b 94,40 a 73,80 ab 76,60 b
Tiametoxam 91,00 b 100 b 91,00 b 97,20 a 95,60 b 100 c
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Figura 5.8. Residualidad medida como Porcentaje de eficacia de aplicaciéon de los
insecticidas a los, 7, 17, 24, 32 y 54 dias Despues de la aplicacion (DDA) (a, b, c, d, e, f)
sobre adultos de T. peregrinus.
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A los 24 DDA (dias desde aplicacién) el Acetamiprid dejo de tener efecto sobre la
plaga, mientras que el resto, si bien redujeron los niveles de eficacia, aun mostraban un
efecto, sin mostrar diferencias significativas entre ellos. A los 32 DDA se encontraron
diferencias significativas entre el de mejor control, el Tiametoxam, como el insecticida
de mayor eficacia y el Acefato. A los 53 DDA el Acefato redujo considerablemente su
eficacia, siendo este el Ultimo recuento en el que este insecticida provocé mortalidad de

la plaga (Figura 5.8).

A los 59 DDA (Fig. 5.9a) los insecticidas que continuaron presentando una buena
eficacia fueron Imidacloprid y Tiametoxam, sin diferencias significaticas entre ambos,
mayor al 75 %. A los 74 DDA, ultimo recuento, (Fig. 5.9b) el Tiametoxam superé al

Imidacloprid el cual redujo su eficacia por debajo del 50% aunque sin diferencias

significativas.
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Figura 5.9. Porcentaje de eficacia de aplicacién de los insecticidas a los 59 y 74 DDA, (a,
b) sobre adultos de T. peregrinus.

118



DISCUSION

Este ensayo fue disefiado para comparar la eficacia y residualidad de cuatro
insecticidas sistémicos, recomendados para control de insectos fitosuccivoros en arboles

y arbustos.

Durante los primeros cuatro recuentos (hasta 24 DDA) los insecticidas que mayor
eficacia presentaron fueron Acefato, Imidacloprid y Tiametoxam, coincidiendo con lo
reportado por diferentes autores. Udikeri et al. (2008) en ensayos de control con
insecticidas quimicos contra miridos en algoddn, obtuvieron como insecticida de mayor
eficacia al Acefato, compardndolo con Imidacloprid y Acetamiprid, que también
tuvieron, aunque en menor medida, buena eficacia, a diferencia de otros insecticidas
sistémicos. El Acefato presenta un alto poder sistémico (Fernandez de Cordova vy
Gallego, 1997) y tiene un potencial de movilidad xilematica mayor que el de los
neonicotinoides (Byrne et al., 2012), lo cual podria explicar los efectos similares a los

neonicotinoides Imidacloprid y Tiametoxam y superior al Acetamiprid.

Imidacloprid y Tiametoxam presentaron una eficacia del 70 al 100% a los 7 DDA,
en coincidencia con lo observado por Machado et al., (2015) quienes, trabajando con
dosis similares, obtuvieron eficacias del 100% durante los primeros recuentos alos 2y 4
dias post tratamiento en control quimico de adultos de T. peregrinus con Imidacloprid y

Tiametoxam.

Smitha y Pushpalatha (2014) obtuvieron un mayor nivel de eficacia con
Tiametoxam comparado con Acetamiprid e Imidacloprid en el control de Helopeltis

antonii Signoret (Miridae) en Anacardium occidentalis.

El Acetamiprid presenté el mayor efecto sobre esta especie recién en el segundo
recuento lo cual contrasta con lo reportado por distintos autores. Palumbo et al. (2001)
en ensayos de control de Bemisia tabaci obtuvieron un mayor nivel de control con
Acetamiprid que con Imidacloprid, esta diferencia puede deberse a la forma de
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aplicacion del insecticida. La alta solubilidad en agua del Acetamiprid (4250 mg /I a 25 C)
permite una rapida absorcion por el follaje, lo que conduce a una muy buena actividad
translaminar y una distribucién acrépeta a través del xilema en algodén. En
comparacion con el Imidacloprid, el Acetamiprid resultd mas eficaz contra B. tabaci en
algodon cuando se aplico al follaje, y menos eficaz cuando se aplicé al suelo. Esto podria
explicar el aumento de la eficacia de este insecticida en la segunda semana del

tratamiento en el presente trabajo (Palumbo et al., 2001).

Acetamiprid resulté ser el insecticida con menor residualidad de los utilizados,
con una residualidad de 15 dias post tratamiento. Estos resultados coinciden con lo
presentado por diferentes autores. En ensayos con manzanos a campo para control de
Diaspidiotus perniciosus (Hemiptera: Diaspididae) se registrd residualidad de hasta 20
dias post pulverizacién (Sazo et al., 2016). Una posible explicaciéon a este resultado
podria ser que el mismo presenta baja persistencia en suelos a capacidad de campo y
esto se acentla mas en condiciones de altas temperaturas y/o exposiciéon a la luz solar
(Gupta y Gajbhiye, 2007). Estos datos son coincidentes con los encontrados por Park et
al., 2011, quienes determinaron la baja residualidad de este insecticida, y su poca vida
media en los tejidos en rdpido crecimiento, no habiendo detectado residuos del

insecticida a los 7 dias post aplicacion.

El Acefato presentd una eficacia mayor al 50% hasta el quinto recuento (32
DDA). Esto resulta coincidente con ensayos a campo de pulverizacion en limonero
donde se registraron persistencias de hasta 25 dias contra Euseius stipulatus
(Mesostigmata: Phytoseiidae) con eficacias por encima del 50% (Bellows et al., 1985),
aunque la menor persistencia podria deberse a que en los mismos se expuso a las
plantas a las condiciones ambientales y a que la aplicacién fue foliar. En otros ensayos
el Acefato presenté una vida media de 5-15 dias en plantas y una persistencia menor en

tejidos en activo crecimiento (Nigg et al., 1981; Frank et al., 1984).
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Imidacloprid presenté en el ensayo una residualidad de hasta 8 semanas post-
tratamiento, resultando junto al Tiametoxam uno de los insecticidas de mayor
residualidad. Humeres et al., (2009) reportaron en Pseudacysta perseae (Heteroptera:
Tingidae) una residualidad del Imidacloprid de hasta 112 dias post-tratamiento, siendo
aplicado el insecticida a la tierra de la maceta junto con agua. En ensayos realizados
para control de minador de los citricos, Phylocnistis citrella (Lepidoptera: Gracillariidae),
en plantas jovenes de naranja Valencia mediante aplicacidon al suelo, a campo, se logré

mantener las plantas libre de plagas durante mas de 120 dias (Bertuzzi et al., 2016).

El Tiametoxam fue el insecticida con mayor residualidad, alcanzando eficacias de
control del 95% y 100%, aun treinta y cincuenta dias después de la aplicacion
respectivamente. Smitha y Pushpalatha (2014) obtuvieron en control de Helopeltis
antonii signoret (Hemiptera: Miridae), mediante pulverizacidn, el mayor nivel de eficacia
en todos los intervalos de medicion (7, 15, 30 dias) con el insecticida Tiametoxam
superando al Acetamiprid y al Imidacloprid. En ensayos para control de mosca blanca en
algoddn se obtuvo un control significativo de mosca blanca hasta 40 dias post aplicacién
del insecticida Tiametoxam en maceta (Torres y Ruberson, 2004), coincidiendo con lo

obtenido en el presente trabajo.
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Capitulo VI

Consideraciones finales
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La introduccion de especies en ambientes nuevos y el establecimiento de las
mismas como especies invasoras es un problema en aumento, tanto en el nimero de
especies establecidas fuera de su area natural, como en el creciente nimero de areas
afectadas (Vitousek et al., 1996, Mack et al., 2000, Sala et al., 2000, Mooney, 2005). La
teoria ecoldgica predice que una vez establecida, una especie invasora puede
desarrollar explosiones poblacionales, debido a la ausencia de los controles naturales
presentes en su zona de origen (Begon et al., 2006). Dada la poca informacion que se
posee acerca de T. peregrinus, existen al menos dos aspectos tedricos que pueden

explorarse a partir de la informacion generada en este proyecto.

En primer lugar, existen evidencias de que la preferencia de oviposicién por
parte de las hembras de insectos herbivoros esta positivamente correlacionada con el
desempeiio de los individuos de la siguiente generacion (Jaenike, 1978; Thompson,
1994). En efecto, el éxito reproductivo depende de la supervivencia de la descendencia y
estd fuertemente moldeada por la seleccién natural pero, al mismo tiempo, esta
afectada por la forma en que los individuos perciben su ambiente a varios niveles
jeradrquicos (Hassell y Southwood, 1978). Sin embargo, y en segundo lugar, desviaciones
de este supuesto abundan, y existen varias razones que pueden explicar esta falta de
correlacién. Puede ser por ejemplo, que la planta preferida sea rara en el nuevo habitat,
0 sea una reciente introduccién al habitat o una planta hospedera recientemente
colonizada por la especie (Thompson y Pellmyr, 1991). Otra explicacion para la posible
falta de correlacién, puede ser analizada a la luz de la hipdtesis del espacio libre de
enemigos naturales (Jeffries y Lawton, 1984; Berdegué et al,. 1996). La informacion
generada en esta tesis, permite poner a prueba estas hipdtesis en el contexto de una
especie invasora. Los resultados presentados aqui son relevantes, particularmente para
ampliar el conocimiento de la biologia y ecologia de este insecto invasor en relacion al

manejo integrado de plagas forestales.

Medida a través de la supervivencia y el tiempo de desarrollo, Thaumastocoris
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peregrinus muestra claras diferencias en su desempefio segln la especie de Eucalyptus
sobre la que se alimenta. Estas diferencias en el desempeio, se correlacionan
perfectamente con la preferencia de alimentacién del insecto, la cual es estrictamente
lineal y sin ningun bucle en la jerarquia de preferencias. La correlacién entre preferencia
de alimentacion y desempefio resulta claramente adaptativa y se han identificado los
aceites esenciales probablemente responsables de la preferencia detectada, por un lado
al atraer al insecto al hospedador y por otro lado un posible repelente. Es la
combinaciéon de ambos aceites esenciales la que parece mediar en la preferencia de
alimentacion. Resulta inesperado e interesante el encontrar una casi absoluta
correlacién entre el desempefio y la preferencia de alimentacion, con la inexistente

preferencia de oviposicidn.

El analisis de la oviposicion, cuyos resultados son presentados en la Fig. 4.1
muestra la falta completa de linealidad y un promedio de 5,75 bucles (relaciones no
lineales) para solo 6 especies ensayadas. Esta aparente falta de adaptacion, puede ser

explicada por varios mecanismos, algunos de los cuales ya fueron discutidos.

El tiempo de vida de los adultos, asi como la baja capacidad sensorial pueden ser
factores que afecten el proceso de seleccidn en el proceso de oviposicidn. Aunque
consistente con los resultados presentados en esta tesis, los adultos viven alrededor de
30 dias, durante la mitad de los cuales las hembras son capaces de oviponer, por lo que
no pareciera que la falta de tiempo para oviponer imponga un limite a la selectividad del
insecto. Por otro lado, la baja capacidad sensorial, detectada a nivel del sistema
olfativo, no implica la falta de capacidad de reconocimiento de un hospedador
apropiado: cuando se le permite el acceso directo, el insecto reconoce y selecciona los

mejores hospedadores desde el punto de vista de su futuro desempeno.

No es posible experimentar aqui con idéntico rango de especies de Eucaliptos
hospedadores que en su lugar de origen, lo que resulta evidente con sdélo consultar la

bibliografia, ya que aqui el espectro de hospedadores disponibles es mucho mas

124



restringido. Tampoco es posible indagar acerca del espacio libre de enemigos naturales,
dada la recientre liberacion de los mismos en Argentina, cuyos resultados ademas no
han sido evaluados, si bien se han detectado algunas especies que han comenzado a
incorporar a T. peregrinus en sus dietas. Son éstas preguntas que quedaran abiertas a

futuros proyectos de investigacion sobre ésta especie.

Los resultados obtenidos en los estudios de comportamiento alimentario,
permitieron analizar los mecanismos de seleccion del insecto, los cuales sugieren que el
sentido del olfato no parece jugar un papel relevante en el proceso de seleccion de
hospedador. Sin embargo, cuando se evaluaron los insectos en el ensayo de respuesta
alimentaria donde podian acceder al material vegetal, en todos los casos se registré una

fuerte preferencia de alimentacion.

Es interesante destacar aqui que, si bien los resultados de laboratorio son claros
y muestran que algunas especies no son activamente seleccionadas, la presencia del
insecto sobre estas especies ha sido detectada en el campo. Por ejemplo, en el caso de
la comparacién entre E. cinerea y E. globulus el insecto no selecciond a ninguna de las
dos especies. En el campo los arboles de E. cinerea no presentan dafios ni presencia
fisica del insecto sobre sus copas, aunque en algunos ejemplares de E. globulus es

posible encontrarlos.

Los resultados presentados en esta tesis constituyen también el primer estudio
gue muestra evidencia contundente de que este insecto se alimenta del mesdfilo. Toda
la evidencia macroscépica es consistente con la eliminacién de cloroplastos en el
clorénquima en empalizada, esto genera la pérdida de superficie fotosintética en las
hojas relacionada con el dafo por alimentacién, lo que seguramente se traduce en una
menor tasa de crecimiento. El producto de los estudios que se llevaron a cabo, muestra
claramente que la actividad de alimentacidon ocurre en las células subepidérmicas, a
pesar de la presuncién, hecha por varios autores que la consideraron como una especie

fitosuccivora, alimentandose de fotoasimilados.
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En suma, las conclusiones a las que se arribé y que se exponen sobre el
comportamiento alimentario resultan novedosas e importantes en varios aspectos de la
biologia de esta especie, aspectos que eran desconocidos y confusos en la bibliografia. El
sentido del olfato no influye de manera significativa en la seleccién de la planta
hospedadora. T. peregrinus necesita contacto fisico directo con la planta para decidir
aceptarla. También resulta claro que esta especie no se alimenta lacerando vy
succionando, ni tampoco desde los haces vasculares, siendo el sitio de alimentacién el
parénquima en empalizada. Conocer cémo T. peregrinus utiliza el recurso alimenticio es
un aspecto importante de su biologia y es relevante para comprender mejor los
mecanismos implicados en los dafios observados y para elegir el método de control

guimico mas apropiado, dependiendo de su comportamiento en la planta.

En este trabajo de tesis, se determind asimismo una muy marcada preferencia de
T. peregrinus sobre las hojas adultas de todas las especies de Eucalyptus ensayadas.
Otro hallazgo importante es el casi total rechazo de hojas jovenes como fuente de
alimentacidn, con la Unica excepcion de E. viminalis y E. grandis. Aun si el Unico recurso
fuera un arbol joven, no seria utilizado como fuente de alimentacién. Es de esperar
entonces que en la mayoria de las especies de Eucalyptus, las hojas jovenes tengan
caracteristicas particulares, que les permitan tener menor susceptibilidad a
determinadas plagas, favoreciendo asi la supervivencia de los arboles jévenes, como es
lo que ocurre con T. peregrinus. Este es un resultado también relevante dado que, al
menos para las especies mds importantes de Argentina, no es esperable dafio

importante en plantas jovenes de vivero.

Otro resultado importante de esta tesis, es la relacion entre el perfil de aceites
esenciales de cada especie con la preferencia de alimentacién. Los resultados indican
qgue el compuesto 1.8-cineol actia como compuesto repelente mientras que el p-cimeno

seria un fagoestimulante.

En relacion a la eleccidn de sitio para oviponer, las hembras de T. peregrinus no
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mostraron una preferencia de oviposicién definida y por lo tanto el desempefio de la
descendencia aparece desacoplado de la preferencia de oviposicién, aunque no asi con

la de alimentacidn.

Por un lado, el insecto puede tener poca capacidad para identificar su
hospedador a la distancia o baja capacidad de vuelo. Esto puede ser compatible con
una baja presidon de seleccion por estas caracteristicas, debido a la dispersidon de
diferentes hospedadores adecuados en su lugar de origen. Por otro lado, las plantas
hospederas presentes en Argentina no son las mismas que las de su lugar de origen, por
lo que su periodo de adaptacién a los nuevos hospedantes no esta resuelto aun en el
territorio nuevo. Por ultimo, los resultados son compatibles con la teoria del espacio
libre de enemigos naturales. En este sentido, al no existir selectividad por hospedadores
para oviposicidn, a diferencia de la alta selectividad para alimentacién, este mecanismo
puede actuar disminuyendo el parasitoidismo al dispersar el esfuerzo reproductivo y
dificultando el aprendizaje en el proceso de busqueda por parte del enemigo natural.
Esto es relevante, ya que las hembras de T. peregrinus utilizan un amplio espectro de
hospedadores de Eucaliptos y no presentan preferencia, ya que todas las especies

ofrecidas fueron utilizadas de una u otra manera como sitios de oviposicién.

Esto puede ademds, estar influenciado por la edad de las hembras. Cuando las
hospedadoras de mayor calidad son raras o estan ausentes, las hembras podrian
oviponer sobre otras especies menos favorables al acortarse su tiempo de vida. De esta
manera, la experiencia previa puede aumentar la aceptabilidad de un hospedador aun
cuando el desempefio sobre el mismo no sea el éptimo. Varios mecanismos pueden
favorecer a los individuos que prefieren las especies hospedadoras mas abundantes, al
ser mas probable que las hayan experimentado en el pasado. Dado que las especies mas
abundantes son encontradas mas frecuentemente, el aprendizaje puede conducir a una
mayor preferencia por estas especies, sin tener en cuenta las preferencias o el
desempefio de la descendencia, e ignorar cualquier especie de mayor calidad si es poco

comun, o incluso rara. La inconsistencia encontrada entre el desempefio y la preferencia
127



de oviposicién puede obedecer a diversas causas. Thompson (1994) propone que
ademads de la hipodtesis del tiempo insuficiente para la adaptacién, y la hipdtesis de
espacio libre de enemigos mencionadas mas arriba, el desempefio puede verse
influenciado por las caracteristicas de la planta, ademads de los efectos de la edad, la

densidad de poblacién local o la variabilidad en la abundancia del hospedante.

Los resultados de esta tesis muestran que el desempeiio de las ninfas en las
diversas especies de Eucaliptus fue diferente. Se encontrd una estrecha relacién entre el
desarrollo y la supervivencia de las ninfas, y la preferencia de alimentacién. El
desempeiio de T. peregrinus en E. viminalis fue superior al obtenido en las otras
especies ensayadas. Por otro lado E. globulus demostré ser un alimento subdptimo para
las ninfas de T. peregrinus, con tasas de mortalidad mas altas, particularmente en los
primeros estadios, no pudiendo completar su ciclo de vida sobre esta especie. Estos
resultados conciden claramente con los resultados de la preferencia estrictamente lineal

de alimentacion.

En este trabajo de tesis doctoral se pudieron determinar resultados consistentes
con las observaciones a campo de la densidad y dafo de insectos, donde E. viminalis, E.
grandis, y E. tereticornis son las especies preferidas, mientras que las especies menos
preferidas o sobre las cuales el desempefio es menor, tienen menores densidades de

insectos y dafios.

Finalmente, como producto de la realizaciéon de esta tesis se proporciond el
primer registro de predadores nativos alimentandose de T. peregrinus en Argentina que
indican claramente que la chinche comenzé a integrarse en la estructura tréfica local en
Eucalipto en su nuevo rango adoptado. Esta informacién mejora la comprension de las
interacciones entre predadores nativos e insectos exdticos, por lo que serd util para el

disefio de un programa de manejo integrado de esta especie.
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En esta tesis se compararon ademas, la eficacia y residualidad de cuatro
insecticidas sistémicos, recomendados para control de insectos fitosuccivoros en arboles
y arbustos. Se pudo concluir que existe un control diferencial de la chinche del
Eucalyptus, segun los diferentes principios activos de los insecticidas aplicados para su
control. Tiametoxam e Imidacloprid fueron los insecticidas que mayor residualidad y
eficacia presentaron a lo largo del ensayo. Acefato tuvo un alto nivel de control de la
plaga pero su eficacia disminuyd y su residualidad llegd hasta 32 dias después de la
aplicacion. Por su parte, el Acetamiprid presenté el mayor nivel de eficacia recién a los 7
dias, pero se registré control de la plaga solo hasta el dia 17 resultando el insecticida de

menor residualidad.

Finalmente, el Manejo Integrado de Plagas (MIP) se basa en la combinacién de
tacticas de control con el menor impacto posible en los agro ecosistemas, donde las
plagas son consideradas parte integrante de una red tréfica y prestando particular
atencién a la presencia de sus enemigos naturales, principales elementos del sistema
para controlarlas. Un ecosistema forestal bajo MIP promovera a su vez varios de los
servicios ecosistémicos que ofrece la naturaleza, tales como la provisidon de aire y agua
limpios, el mantenimiento de la biodiversidad, el control bioldgico de plagas, malezas y
enfermedades, entre otros (Fiedler et al., 2008). Brevemente, las estrategias de control
gue contempla el MIP son: el control biolégico, (uso de enemigos naturales, tanto
nativos como introducidos) el uso de técnicas culturales (raleos y poda, un bosque bien
manejado, etc.), la utilizacion de variedades resistentes (E. globulus o E. maidenii), el
control quimico usando insecticidas racionales, selectivos y biodegradables. Esta tesis
presenta resultados necesarios para el desarrollo de una combinacién de tdacticas que

permita reducir el impacto que tiene esta plaga sobre la produccion de Eucalyptus.

Una consideracion adicional relevante, es la de los efectos de la paultina
integracion de esta especie invasora a la red trofica local. La introduccion de esta
especie, sobre todo a las muy altas densidades observadas en los primeros estadios de

la invasién, ha probablemente tenido importantes efectos en las distintas especies de
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Eucalipto hospedadoras, efectos que son diferenciales segun las preferencias de
alimentacion estudiadas en esta tesis. También son relevantes los efectos en su propio
nivel tréfico por competencia con otras especies de insectos herbivoros que se
alimentan de Eucalipto, efectos que se extenderdn hacia niveles superiores de la red

trofica sobre las poblaciones de distintos predadores.

Es esperable que la influencia de una especie se ramifique en distintas
direcciones en la red tréfica. Asi, los efectos de esta especie seran sobre las especies
hospedadoras, foco de esta tesis, pero tambien otras especies de herbivoros a través de
competencia directa, o mediada a través de la planta hospedadora debida a posibles
cambios fisioldgicos inducidos por el insecto, incluyendo mecanismos de defensa. A su
vez, estos efectos, se propagardn a través de la red tréfica hacia los depredadores de
cada una de las especies de herbivoros involucradas, lo cual puede a su vez, alterar las
relaciones de competencia entre ellos. Ademas, la informacidn provista en el Capitulo V
de esta tesis, indica que T. peregrinus esta siendo incluida en las dietas de diversos
insectos depredadores en muchas de las regiones del mundo donde se la ha

introducido.

Si bien el estudio de estos efectos bottom-up y top-down queda fuera de los
objetivos de esta tesis, es importante sefialar que las consecuencias de la introduccion
de esta especie no se limitaran a las distintas especies de Eucalipto hospedadoras, sino

gue tendrd ramificaciones que se extenderan por la red tréfica local.
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