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Bioecologia de Cactoblastis cactorum (Berg) (Lep: Pyralidae) en

Argentina: bases para su manejo integrado

A partir de la amenaza que constituye Cactoblastis cactorum para la industria de la tuna y la
biodiversidad de cactus de México y Estados Unidos, se estd desarrollando un enfoque
integrado de control de esta plaga. Las investigaciones basicas sobre esta especie invasora y
sus enemigos naturales son imprescindibles para minimizar los efectos nocivos en areas
invadidas. El objetivo principal de este trabajo es estudiar la bioecologia de C. cactorum en
Argentina para favorecer la implementacion de una estrategia de manejo integrado que
incluya al control biolégico. A partir de la estructura genética descripta de C. cactorumy la
existencia de cuatro clados en Argentina, se determiné su distribucién geografica, se estudid
el patrén de uso de plantas hospedadoras (Opuntia spp. nativas y exoéticas), la preferencia de
oviposicion (en campo y laboratorio), el rendimiento en el desarrollo y adaptacién local a
sus hospedadoras, y el grado de compatibilidad reproductiva. Ademas, se realizaron
relevamientos de enemigos naturales y se seleccioné un nuevo candidato del que se estudio
su biologia, especificidad y se disefi6 un método de cria. Se encontroé que la utilizacién de las
especies de Opuntia en el campo fue proporcional a su abundancia para todos los clados. En
laboratorio, C. cactorum utilizé casi todas las Opuntia spp. ofrecidas para oviponer, aunque
algunas especies fueron preferidas. El rendimiento en el desarrollo fue mejor sobre

algunas Opuntia spp., no coincidiendo con la preferencia de oviposicion. No se observo
ningun patrén de adaptacion local a sus plantas hospedadoras ni incompatibilidad
reproductiva entre los clados. Ninguno de estos dos factores estarian determinando la
estructura genética de C. cactorum. Las rutas y dinamica de la invasion se veran influidas por
la calidad y disponibilidad de hospedadoras encontradas que ofreceran espacios libres de
defensa antiherbivoro. Apanteles opuntiarum fue el parasitoide mas comun sobre C.
cactorum y estuvo restringido a dos especies del género. Se desarrollé una técnica de cria en
laboratorio que maximiza su éxito reproductivo y se realizd su primera exportaciéon a una
cuarentena en Florida, EE. UU.

Palabras claves: Cactoblastis cactorum, Opuntia, patron de uso de hospedadores, preferencia,
rendimiento larval, adaptacion local, compatibilidad reproductiva, enemigos naturales,

control biolégico.



Bioecology of Cactoblastis cactorum (Berg) (Lep: Pyralidae) in

Argentina: basis for its integrated management

An integrated control approach is being developed for Cactoblastis cactorum, a threat for the
prickly pear industry and the biodiversity of cactus of Mexico and the United States. The
basic investigations on this invading species and its natural enemies are essential to
minimize harmful effects on invaded areas. The primary goal of this work is to study the
bioecology of C. cactorum in Argentina to favor the implementation of an integrated
management strategy that includes the biological control. Based on the genetic structure
described for C. cactorum and the existence of four clades, their geographic distribution in
Argentina, the host use pattern (native and exotic Opuntia spp.), oviposition preference (in
the field and the laboratory), the larval performance and the local adaptation to their host
plants, and the reproductive compatibility were studied. In addition, natural enemies were
identified and biology and specificity were studied, and a rearing technique developed. For
all the clades, the use of Opuntia spp. in the field was proportional to the hosts abundance. In
the laboratory, C. cactorum used almost all the Opuntia spp. offered to oviposit, although
some species were preferred. The larval performance was higher on some Opuntia spp., but
not in concordance with the oviposition preference. Pattern of local adaptation to the host
plants or reproductive incompatibility between the clades were not observed. None of the
latter factors studied seemed to determine the genetic structure of C. cactorum. The rates,
routes and dynamics of the invasion will be influenced by the quality and availability of
hosts found that would offer antiherbivore defense-free space. Apanteles opuntiarum was
the most common parasitoid on C. cactorum and was restricted to two species of the genus.
A rearing technique was developed that maximized the reproductive success; the first
export of the parasitoid was conducted to quarantine in FL, United States.

Key words: Cactoblastis cactorum, Opuntia, host use pattern, preference, larval performance,

local adaptation, reproductive compatibility, natural enemies, biological control.
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Capitulo 1. Introduccioén al problema: Cactoblastis cactorum.

Las especies del género Cactoblastis son lepidopteros nativos de Sudamérica
(Mann, 1969) que pertenecen a la familia Pyralidae, subfamilia Phycitinae. Cactoblastis
cactorum (Berg), también conocida como la “polilla de la tuna”, se encuentra en forma
natural en Argentina, Uruguay, Paraguay y el sur de Brasil (Mann, 1969). Los adultos son
de habitos nocturnos; las larvas son olig6fagas y se alimentan de manera gregaria 'y
exclusivamente de cactus del género Opuntia en Sudamérica, pero atacan también otros
géneros de cactaceas en zonas invadidas de Norteamérica (Zimmermann et al., 2000).
Las hembras oviponen sobre las pencas de los cactus, y las larvas que emergen penetran
la penca y se alimentan internamente de los tejidos, causando decaimiento de la planta
(Zimmermann et al., 2007) y generando a menudo la introduccion de infecciones
secundarias causadas por patégenos que conducen a la muerte de la planta (Starmer et
al,, 1988).

Cactoblastis cactorum es uno de los agentes de control biolégico mas utilizados
contra distintas especies de Opuntia invasoras en todo el mundo (Zimmermann et al.,
2007). Desde la década de 1920, ha sido utilizado con éxito en Australia y Sudafrica,
donde no hay cactus nativos (Dodd, 1940; Julien & Griffiths, 1998; Moran &
Zimmermann, 1984; Pettey, 1948). En 1957, C. cactorum fue introducida
intencionalmente en la isla caribefia de Nevis y luego en otras islas cercanas donde
control6 efectivamente especies de Opuntia nativas (Simmonds & Bennett, 1966).
Posteriormente la polilla se disperso por el Caribe (Garcia-Turudi et al., 1971) y fue
encontrada en los Cayos de Florida, Estados Unidos, en 1989 (Habeck & Bennet, 1990).

En los Estados Unidos, la distribucién de la polilla se extendié hacia el oeste a lo
largo de la costa del Golfo de México hasta el estado de Louisiana (USDA-APHIS-PPQ,
2009) y hacia el norte a lo largo de la costa Atlantica hasta Bull Island, Carolina del Sur
(Hight & Carpenter, 2009). Ademas, dos poblaciones de C. cactorum encontradas en Isla
Mujeres e Isla Contoy, México, en 2006 y 2007, respectivamente (Bloem et al., 2007;
Hight & Carpenter, 2009) fueron erradicadas eliminando plantas infestadas en

combinacién con la técnica de insecto estéril (su sigla en Inglés, SIT: Sterile Insect
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Technique) (NAPPO, 2009). En los Estados Unidos, un intenso plan de manejo integrado
combina diversas técnicas, tales como el desarrollo y aplicacion del SIT, desarrollo de
una feromona sintética para la deteccion temprana de las polillas en areas de alto riesgo,
campaias de comunicacidn de riesgo y saneamiento por remocién de plantas atacadas
(Hight et al,, 2008). A pesar de que este programa ha tenido éxito parcial desde
Pensacola, Florida, hasta las islas de Mississippi, la polilla sigue dispersandose hacia el
oeste de Estados Unidos y amenaza la biodiversidad de cactus nativos, especialmente a
especies de Opuntia raras y en peligro de extincion (Jezorek et al,, 2010). Muchas
especies en los Estados Unidos y México son de interés ornamental y econémico,
particularmente Opuntia ficus-indica L. Miller lo es para la industria de la tuna,
ampliamente utilizada para forrajeo y alimentacién (Perez-Sandi C., 2001; Soberén et al.,
2001; Strong & Pemberton, 2000).

Hasta el momento, ningiin método ha sido totalmente satisfactorio para controlar a
C. cactorum en los Estados Unidos (Stiling, 2002). El control quimico no ha sido
recomendado por su costo, la sensibilidad ecol6gica de muchas areas donde seria
aplicado, y porque dada la alimentacién interna del insecto, las aplicaciones aéreas
probablemente no serian eficaces (Vigueras & Portillo, 2001). Otro enfoque integrado de
control seria reducir primero las densidades de las poblaciones con agentes de control
bioldgico y luego aplicar el SIT. Las técnicas actuales de control biol6gico implementadas
con alto rigor cientifico evitarian los efectos no deseados como los ocasionados en el
pasado por la liberacion y propagacién de C. cactorum (Pemberton, 2000), como es la
llegada accidental a América del Norte amenazando la industria y biodiversidad de
cactus nativos. Ademas, aumentarian la eficiencia del control biol6gico y su
confiabilidad. Las investigaciones basicas sobre la biologia y la ecologia tanto de la
especie invasora como de sus enemigos naturales son imprescindibles para entender y
manejar la invasibilidad de una plaga (Sakai et al., 2001). El mayor desafio es
caracterizar apropiadamente a las poblaciones de las especies introducidas para
entender su dinamica y dispersion en el rango invadido. En el caso de C. cactorum,
conocer la gama de hospedadoras y los factores que determinan su distribucion en el
area nativa ayudara a determinar el espectro de posibles hospedadoras en las areas

12



donde es invasora, y evaluar el riesgo de su futura expansion. Por otro lado, identificar
enemigos naturales de C. cactorum efectivos para su control biolégico contribuira al

desarrollo de una herramienta mas para un proyecto de control integrado exitoso.

1.1. Antecedentes
1.1.1. Control bioldgico

Las especies invasoras, una vez establecidas, generan un dafio que es dificil de
revertir, a menudo persisten indefinidamente, y suelen extender sus limites de
distribucién. La reduccién del dafio en pequefias areas mediante control quimico o
fisico-mecanico es posible para sistemas de alto rendimiento econémico si se dispone de
fondos y personal. Pero a nivel de paisaje, estas herramientas funcionan solamente en
areas pequeias o aisladas, evitando la re-infestacion rapida. En areas continentales de
mayor extension, las especies invasoras no son erradicadas facilmente (Mohan &
Sathiamma, 2007). Para estos casos, el control biol6gico (CB) es una herramienta a ser
considerada, porque si es exitoso, trae un cambio ecolégico permanente (Van Driesche
etal., 2008).

En el CB se utilizan enemigos naturales de un insecto plaga o maleza para reducir
su densidad poblacional, cobertura, etc. (Beddington et al., 1978; Van den Bosch, 1971).
En la practica, se distinguen varios tipos de CB (Roderich & Navajas, 2003): 1) el
conservativo protege el habitat para aumentar la abundancia, diversidad y efectividad
del enemigo natural ya presente; y 2) el aumentativo se basa en la cria masiva del
enemigo natural para su posterior liberacion. Este tltimo tipo de CB puede ser a)
inoculativo (o control biolégico clasico), en donde organismos exoticos se importan,
crian y liberan para el control de una plaga exética y que evolucioné en asociacion; se
reproducen y perpetdan en el ambiente por si mismos; o b) inundativo, cuando los
organismos liberados se reproducen pobremente y deben volver a liberarse
periddicamente. Una variante en el CB inoculativo puede ser la “nueva asociaciéon”, que
se refiere al uso de un organismo para el CB de otro con el que no tuvo conexion
evolutiva previa. Pimentel (1963) fue quien introdujo este concepto, que reliine nuevas

combinaciones de enemigos naturales y plagas. Por ejemplo, cuando las plagas son
13



especies nativas pueden ser controladas con enemigos naturales recolectados de
especies emparentadas con dicha plaga presentes en otras regiones biogeograficas. Para
tales proyectos, la fuente potencial de enemigos naturales serian especies cercanamente
relacionadas (del mismo género o tribu) o ecolégicamente similares a la plaga a
controlar pero que se encuentran en areas biogeograficas separadas con climas

similares.

1.1.2 Biologia de Cactoblastis cactorum

El ciclo de vida de C. cactorum fue descripto en detalle por Dodd (1940), Pettey
(1948) y Mann (1969). Las larvas de esta polilla se alimentan de manera gregaria dentro
de las pencas de cactus, consumiendo su interior, y evitando generalmente los troncos
lefiosos. El amarillamiento y la transparencia de las pencas infestadas, asi como el
excremento que es empujado al exterior a través de pequefios orificios, son sefiales de
infestacion (Figura 1.2). Cactoblastis cactorum se desarrolla a través de cinco o seis
estadios larvales dentro de la planta. Las larvas maduras son de color naranja brillante
con bandas negras transversales (continuas o interrumpidas) y alcanzan unos 3 cm de
longitud. Cuando llegan al dltimo estadio larval, salen de las pencas, se dirigen al suelo y
tejen capullos de seda en lugares protegidos (Figura 1.3), principalmente debajo de las
pencas secas o en putrefaccion en la base de la planta infestada.

Las polillas adultas (Figura 1.3) emergen durante el crepuisculo, se aparean
temprano en la mafiana y las hembras comienzan a oviponer a la mafiana siguiente. Los
huevos tienen forma de moneda, y son colocados uno encima del otro, formando un
pequefio bastén que se asemeja a una espina de cactus (en inglés “eggstick”) y que es
adherido a la planta hospedadora, frecuentemente a la punta de una espina (Dodd, 1940;
Mann, 1969; Pettey, 1948). Los adultos no se alimentan y viven unos pocos dias.
Generalmente, C. cactorum tiene dos o tres generaciones por afo, dependiendo de la
latitud y de la planta hospedadora (Mann, 1969). La habilidad dispersiva de una hembra
fue estimada en Australia en 24 kildmetros (Dodd, 1940) y se calcul6 que la dispersion
de la poblacion hacia el oeste en las costas del Golfo de México fue de 160 km/afio (Hight
etal, 2002; Solis et al., 2004).

14



Hay cinco especies descriptas pertenecientes al género Cactoblastis: C. cactorum, C.
bucyrus Dyar, C. mundelli Heinrich, C. doddi Heinrich y C. ronnai (Brethes), aunque esta
ultima tiene una validez taxonémica dudosa. Las especies son distinguibles por su
genitalia (Heinrich, 1939) y el patrén de coloracion de las larvas (McFadyen, 1985), y
todas ellas estan confinadas al sur de Sudamérica. Recientemente se han identificado y
caracterizado genéticamente las poblaciones de C. cactorum de Argentina, y se
distinguieron al menos cuatro clados aislados (Marsico et al,, 2011), basdndose en la
estructura de los datos de la secuencia del gen mitocondrial “COI”. También
demostraron que todas las poblaciones introducidas en el resto del mundo se originaron

de una Uinica coleccion hecha en Entre Rios.

1.1.3. Plantas hospedadoras de Cactoblastis cactorum: Opuntia spp.

La familia Cactaceae estd muy diversificada en morfologia, adaptaciones al medio
ambiente y en sistemas de reproduccion. Esta familia esta formada por 1600-1800
especies y 125 géneros restringidos a América (Anderson, 2001; Barthlott & Hunt,
1993), de los cuales Opuntia es el que presenta el mayor niumero de especies. La
taxonomia dentro del género es altamente confusa debido a tres factores: a) sus
fenotipos varian de acuerdo con las condiciones ecolégicas y el grado de poliploidia, b)
su reproduccion, es tanto vegetativa como sexual; y c) la existencia de numerosos
hibridos interespecificos (Kiesling 1999; Anderson 2001). Dentro de las cactaceas, las
especies del género Opuntia poseen una amplia distribucién geografica y ocupan una
gran diversidad de habitats. Son originarias de América tropical y subtropical y en la
actualidad se encuentran en forma silvestre o cultivada en todo el continente americano.
Ademaés han sido introducidas a Africa, Asia, Europa, y Oceania, donde también se
cultivan o se encuentran de forma silvestre (Anderson, 2001; Bravo-Hollis, 1991;
Griffith, 2004; Kiesling, 1999).

En nuestro pais, este género esta representado por aproximadamente 20 especies
distribuidas desde Rio Negro hasta el limite con Paraguay y Bolivia (Kiesling, 1999).
Algunas especies fueron introducidas, como ocurre con O. ficus-indica, que es cultivada
desde hace mas de 500 afios. Los habitos de crecimiento son muy variables. Por ejemplo,
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entre las especies nativas de Argentina, O. arechavaletae Speg. tiene un tronco erecto
muy ramificado (1-3 m de altura) con segmentos de tallo alargado y espinas
ampliamente separadas (2.5-5 cm); O. elata var. elata Link & Otto ex Salm-Dyck es una
especie arbustiva con pencas gruesas y a veces sin espinas, que se la diferencia de la
variedad O. elata var. cardiosperma (K. Schum.) R. Kiesling por sus artejos mas estrechos
y elipticos y mayor cantidad de espinas y de mayor longitud; 0. megapotamica Arechav.
es un cactus arbustivo de pencas redondeadas, espinas largas y mucilago denso
caracteristico; 0. anacantha Speg. es una especie generalmente postrada, con artejos
alargados y poco espinosos, muy ramificada y que forma matas intrincadas; 0. quimilo K.
Schum. es una especie muy comun y es el cactus arboreo nativo mas grande de
Argentina (4 m) con espinas largas (7-15 cm) y grandes areolas prominentes; y O.
sulphurea G. Don in Loudon es rastrera y forma especies con numerosas espinas
irregulares (2-6 cm de largo) (Kiesling, 2005). Esta altima especie crece dentro de la
distribucién de C. cactorum pero se la observa frecuentemente atacada por la especie
hermana Cactoblastis doddi (Zimmermann et al., 1979).

Estudios de campo indican que C. cactorum utiliza varias especies de Opuntia como
hospedadoras, y que algunas especies nativas, como 0. quimilo, serian resistentes a su
ataque (Zimmermann et al.,, 2007; Zimmermann et al,, 1979). Sin embargo, estos
estudios son imprecisos y no se realizaron con muestreos ni de manera sistematica. Es
comun encontrar la afirmacién que C. cactorum utiliza todas las especies de Opuntia
presentes en Argentina, sin especificar la identidad de las especies. Ademas se sabe poco
sobre los factores que determinan la seleccion y aceptacién de las plantas hospedadoras.

Relevamientos preliminares realizados por Logarzo y Varone indican que C.
cactorum es una especie comun y ampliamente distribuida en Argentina, que ataca con
distinta intensidad a varias especies de Opuntia. Ademas, se observaron diferentes
patrones geograficos de utilizacion de las especies de Opuntia (Brooks et al., 2012)

basados en la estructura genética encontrada por Marsico et al. 2010 (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Distribucién geografica de clados de C. cactorum en Argentina, su area de
distribucion nativa. Los circulos morados corresponden al grupo geografico del oeste,
los naranjas al grupo del este, los verdes al grupo de noroeste y los amarillos al grupo
del noroeste. Mapa tomado de Marsico et al. 2010.
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Figra 1.2. Larvas de Cactoblastis cactorum de Ultimo estadio alimentandose de manera

gregaria de una Opuntia sp. (izquierda) y signos externos de alimentacién (derecha).

1.2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es estudiar la bioecologia de C. cactorum en
Argentina para proveer la informacion necesaria para la elaboracion de estrategias de
manejo integrado que incluyan al control biol6gico. Para ello, se propusieron los

siguientes objetivos particulares:

1) Establecer el patrén de uso de hospedadores y su distribucién geografica.

2) Estudiar la preferencia de oviposicién y el rendimiento en desarrollo sobre las
plantas hospedadoras de Opuntia cominmente encontradas en Argentina.

3) Estudiar la adaptacion local a sus plantas hospedadoras y la compatibilidad
reproductiva entre poblaciones de C. cactorum.

4) Identificar enemigos naturales y sus espectros de hospedadores mediante
relevamientos de estadios inmaduros de C. cactorum.

5) Disefiar métodos de cria para los enemigos naturales seleccionados.
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Capitulo 2. Patrén de uso, preferencia y rendimiento en el desarrollo
de C. cactorum sobre plantas hospedadoras del género Opuntia en

Argentina.

2.1. Introduccion

Un aspecto tedrico central en biologia y ecologia es conocer la combinacién de
factores que determinan la distribucion de especies (Darwin, 1859; von Humboldt,
1805); y en el contexto de las interacciones insecto-planta, la elecciéon de hospedadores
por parte de las hembras es considerado un tema central (Bernays & Chapman, 1994).

Los insectos herbivoros estan necesariamente asociados con sus plantas
hospedadoras, y la distribucién de los individuos entre las especies de plantas a nivel de
paisaje puede describirse como “patrén de uso de hospedadores”. Las poblaciones de
insectos fit6fagos de una misma especie exhiben frecuentemente diferencias geograficas
en el uso de plantas hospedadoras, como han demostrado muchos estudios ecolégicos y
evolutivos (Fox & Morrow, 1981; Logarzo et al., 2011; Singer, 1983; Thomas et al., 1990;
Thompson, 1988b; Wiklund, 1974).

Estas diferencias geograficas en el uso de hospedadores se han atribuido
generalmente a uno de dos factores: 1) la variacion espacial en la abundancia de las
plantas hospedadoras en el ambiente geografico (Courtney & Forsberg, 1988; Wiklund,
1974), o 2) las diferencias en las preferencias de las hembras entre las poblaciones de
insectos de una misma especie (Forister, 2004; Singer, 1983; Singer et al., 1991;
Thompson, 1988b).

La preferencia es considerada como un rasgo comportamental cuando la
alimentacién y/o la oviposicién es méas probable que ocurra sobre alguna especie
particular de planta, que sobre especies alternativas (Singer, 2000). Convencionalmente,
la preferencia de las hembras se evaliia ofreciendo varios hospedadores
simultaneamente y esperando que ella siga un orden jerarquico de eleccion sobre los
mismos (Thompson, 1988a). Otro método para evaluar la existencia de selectividad de
las hembras entre poblaciones de diferentes areas geograficas es comparar la

proporcion de recursos en la dieta de los herbivoros en funcién de su disponibilidad
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(Singer, 2000). Si los insectos encuentran hospedadores en proporcién a su abundancia,
y la probabilidad de aceptacion de cada tipo de hospedador no cambia con la
abundancia, la selectividad sera similar a través de un paisaje con diferentes
abundancias relativas de los diferentes tipos de hospedadores (Kuussaari et al., 2000). Si
las hembras tienen la misma selectividad, las diferencias en el uso de hospedadores en
poblaciones distantes podrian simplemente reflejar la variacion geografica en la
disponibilidad de especies de plantas aceptables (Thompson, 1988b; Wiklund, 1974).

Alternativamente, se encontraron patrones de uso de hospedadores donde las
hembras difirieron en sus preferencias y se formularon varias teorias que moldean la
relacion entre la preferencia y el rendimiento de su descendencia (revisiones en
Thompson 19883, Jaenike 1990 y Mayhew 1997). La premisa basica de la mayoria de las
teorias establece que la preferencia de las hembras se ve reflejada en el rendimiento de
su descendencia. La seleccion natural debiera favorecer a las hembras que tengan una
habilidad para discriminar entre hospedadores que confieren diferentes ventajas para el
desarrollo larval (Jaenike, 1978; Levins & MacArthur, 1969; Mayhew, 1997). Estas
teorias fueron denominadas indistintamente como “teoria de oviposicién 6ptima”
(optimal oviposition theory), “hip6tesis de preferencia-rendimiento” (preference-
performance hypothesis) o “la madre sabe mejor” (mother-knows-best-hypothesis). De
estas teorias se deriva la prediccion que establece que la descendencia se desempefiara
mejor en las plantas elegidas por las madres, sin considerar los efectos de los
competidores ni los enemigos naturales.

Para los insectos herbivoros invasores, el uso de hospedadores en areas nuevas
pueden ser diferentes de los patrones en su area nativa, porque frecuentemente
encuentran nuevas hospedadoras en las zonas invadidas. Como todos los eventos de
colonizacion son iniciados por una hembra que acepta o no una planta como sustrato de
oviposicion (Renwick & Chew, 1994; Stefanescu et al., 2006), los patrones de uso de
hospedadores son determinados por las hembras a través de los comportamientos de
seleccion de hospedador y preferencia. Pero en ultima instancia, la supervivencia de la

descendencia se vera afectada por la planta elegida (Van Nouhuys et al., 2003).
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En el caso de la invasion de C. cactorum, a pesar de que se identificaron cuatro
clados en Argentina, todas las poblaciones exdticas parecen derivar de un solo clado
perteneciente a la poblacion ubicada en el este de su area de distribucion nativa
(Marsico et al., 2011). Esto sugirié que la exportacién de un tunico ecotipo de la polilla
impondria fuertes limitaciones biéticas en su distribucion exdtica. Se propuso que si la
preferencia y espectro de hospedadoras del genotipo exportado fueran limitados y
distintos del resto de los ecotipos, las consecuencias en la dindmica de la invasién serian
diferentes de, por ejemplo, una invasién generada por varios genotipos
simultdneamente, o de una generada por una especie con la misma preferencia para
todos sus genotipos (Brooks et al., 2012). Este dltimo estudio demostré que el uso de
hospedadoras en el area de distribucién nativa difiere entre grupos genéticos y
proporcionaron algunas evidencias de que estos patrones reflejarian la variacion
ecotipica. Sin embargo, la falta de datos regionales sobre la abundancia relativa de las
hospedadoras impidi6 identificar si el patrén observado se relacionaba con la
disponibilidad de hospedadoras o reflejaba selectividad de las hembras.

Si bien se realizaron estudios sobre preferencia de oviposicion de C. cactorumy
desarrollo larval sobre especies de Opuntia, se utilizaron especies nativas o
naturalizadas comunes en México y el suroeste de Estados Unidos que representan
nuevas asociaciones para C. cactorum (Jezorek et al., 2010). En dicho trabajo, se
demostraron ciertas jerarquias en la preferencia de oviposiciéon, pero no se
correlacionaron con el desempefio larval esperado por la teoria de oviposiciéon 6ptima.

Por otro lado, se ha identificado una lista de hospedadoras nativas y exéticas de C.
cactorum en Argentina (Dodd, 1940; Mann, 1969; Zimmermann et al., 1979), pero no se
han realizado estudios sistematicos de uso de hospedadoras en Argentina. Estos
relevamientos se concentraron en la busqueda de agentes de control biolégico para
especies de Opuntia invasoras, y no en determinar especificamente su espectro de
plantas hospedadoras.

Ademas, la sistematica de Opuntia es compleja, confusa y cambiante, debido en
parte al fenémeno de hibridacién, muy comtn en este género (Anderson, 2001; Kiesling,
1999). La larga lista de Opuntia spp. registradas como hospedadoras de C. cactorum en
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América del Sur preparada por Mann (1969), basandose en Dodd (1940), incluye
identificaciones erroneas de varias especies. Por ejemplo, O. delaetiana F.A.C. Weber y O.
monacantha Haworth (Willdenow) fueron inicialmente identificadas como las
hospedadoras nativas de Argentina donde C. cactorum fue originalmente recolectada y
enviada a Australia para el control biolégico de Opuntia spp. invasoras. Hoy, O.
delaetiana es considerada O. elata var. cardiosperma (Kiesling, 2005), y 0. monacantha
pudo haber sido 0. elata var. elata u 0. megapotamica, ya que 0. monacantha es nativa de
Brasil (Lenzi, 2008; Taylor et al., 2002), y se la encuentra actualmente en Argentina,
pero s6lo como especie ornamental y no de forma silvestre (Kiesling, 2005). Por lo tanto,
sigue siendo incierta la especie hospedadora original de las polillas exportadas a
Australia.

El presente capitulo investiga aspectos pendientes en la determinacion de los
patrones de uso de hospedadoras de varios clados de C. cactorum sobre especies de
Opuntia nativas y ex6ticas cominmente encontradas en Argentina, asi como el éxito en
el desarrollo larval en dichas especies. Los datos obtenidos complementaran los
estudios previos y proporcionaran informacién sobre el impacto potencial y la
dispersion de la polilla de la tuna en América del Norte. En la primera parte de este
capitulo se estableci6 el patrén de utilizacién de hospedadoras de C. cactorum basado en
la disponibilidad y uso de especies de Opuntia presentes en Argentina. Se considerd la
abundancia de cada especie hospedadora y presencia de C. cactorum cubriendo el area
de distribucidn geografica de los cuatro clados identificados, y la ampliacién del registro
hacia el sur de su distribucién recientemente documentada (Briano et al.,, 2012). En la
segunda parte, se evalud en laboratorio la preferencia de las hembras de C. cactorum
sobre especies de Opuntia, nativas y exéticas de Argentina y se determind
posteriormente el éxito en el desarrollo. Para cada especie de planta hospedadora, se
estimo la supervivencia y el tiempo de desarrollo larval, y la proporcién de hembras y
fecundidad potencial de los adultos de C. cactorum de la descendencia. Se hipotetiz6 que
el patron de uso de hospedadoras de C. cactorum en las distintas areas geograficas es
producto de la preferencia de las hembras. En caso de existir dicha preferencia, ésta se
corresponderia con el éxito en el desarrollo de su descendencia.
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Patron de uso de plantas hospedadoras en el campo

Los relevamientos para determinar la disponibilidad y utilizacién de plantas
hospedadoras se realizaron entre enero de 2008 y mayo de 2011 siguiendo la
distribucién registrada de C. cactorum en Argentina (Zimmermann et al.,, 1979) y
expandiéndola hacia el sur. Los sitios de muestreo incluyeron cultivos de O. ficus-indica y
parches de otras Opuntia nativas y exoticas en las banquinas de las rutas y areas
naturales. El area total relevada se dividié en seis regiones (Figura 2.1), a saber:
Regiones Oeste (O; entre 26-32° Sy 62-67°), Este (E; entre 28-33° Sy 57-60° O), Noreste
(NE; entre 23y 26° Sy 62-66° 0) y Noroeste (NO; entre 23-27 ° Sy 58-61° 0), que
correspondieron a los diferentes clados de C. cactorum identificados por Marsico et al.
(2011); Region Hibrida (H; entre las regiones Oeste y Este), con presencia de varios
clados; y Region Sur (S; entre 32-40° S y 58-64° 0), que correspondié a poblaciones
genéticamente no analizadas.

Dentro de cada regidn se recorrieron rutas nacionales y provinciales, y algunos
caminos secundarios para cubrir la mayor area posible. En la regién oeste se recorrié la
provincia de Cérdoba por las rutas nacionales n° 8, 9, 38 y 60, y la ruta provincial n°® 13;
la provincia de Catamarca por las rutas nacionales n° 38, 40, 60 y 157; la provincia de La
Rioja por las rutas nacionales n° 38, 40, 74, 79 y 150; y la provincia de Tucuman por las
rutas nacionales n° 9, 38 y 157. En la region este se transit6 por la provincia de Entre
Rios por las rutas nacionales n° 12, 14, 18 y 127, y las rutas provinciales n° 2 y 39; y la
provincia de Corrientes por las rutas nacionales n° 14, 119, 123 y la ruta provincial n°
27.En laregion noreste se recorrio la provincia de Formosa por las rutas nacionales n°
11,81y 95, y la provincia de Chaco por las rutas nacionales n° 11, 16, 89, 95, y la ruta
provincial n° 3. En la region noroeste se transito por la provincia de Salta por las rutas
nacionales n°9, 16, 34, 68 y 81; y la provincia de Jujuy por las rutas nacionales n° 9, 34 y
52. En laregion hibrida se recorrié la provincia de Santa Fe por las rutas nacionales n° 9,

33y 34; y la provincia de Santiago del Estero por las rutas nacionales n° 9, 34 y 64.
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Finalmente, en la region sur se recorri6 la provincia de Buenos Aires por las rutas
nacionales n° 3, 5, 7 y 8; el sector norte de la provincia de Rio Negro por las rutas
nacionales n° 3, 22 y 250; la provincia de Mendoza por las rutas provinciales n° 7, 40,
143y 188; y la provincia de La Pampa por la ruta nacional n° 5, 35 y 151, y la ruta
provincial n° 10.

Los sitios de muestreo fueron seleccionados sistematicamente cada 30 km
aproximadamente, al transitar por las rutas y visualizar un parche de Opuntia. Se
consider6 como un parche a un grupo compuesto por mas de 5 plantas de una misma
especie de Opuntia. Se relevé un total de 228 sitios conteniendo 359 parches de alguna
especie de Opuntia. En cada sitio se registraron: la disponibilidad de Opuntia spp. y la
utilizacién de C. cactorum, contabilizando la cantidad de parches de cada especie de
Opuntia, 1a cantidad de plantas en cada parche y la presencia de C. cactorum. Los parches
con menos de cinco plantas y las especies de Opuntia encontradas en menos de cinco
parches fueron excluidos del andlisis.

En cada una de las seis regiones se determiné la disponibilidad de plantas
hospedadoras como el nimero de parches de cada especie de Opuntia, y el uso de C.
cactorum sobre dichas plantas como el nimero de parches con huevos o larvas. La
presencia de larvas fue confirmada con la apertura de las pencas que mostraron
externamente signos de alimentacién interna (Figura 1.2). Tanto larvas como huevos
fueron transportados al laboratorio para que continuaran su desarrollo sobre la misma
planta donde fueron colectados y su posterior identificacién. En parches compuestos por
5-30 individuos, todas las plantas fueron inspeccionadas visualmente; en parches mas

grandes se inspeccionaron sé6lo 30 plantas seleccionadas al azar.
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2.2.2. Preferencia de las hembras: experimento de eleccion multiple

La preferencia de oviposicion de C. cactorum se evalu6 con dos experimentos de
eleccion multiple realizados en jaulas de tela (1.7 x 1.7 x 1,7 m) ubicadas en el jardin del
laboratorio. En el primer experimento se incluyeron 10 especies de Opuntia en maceta,
las 7 especies nativas mas frecuentemente encontradas en forma silvestre durante los
relevamientos: O. elata var. cardiosperma, O. elata var. elata, 0. megapotamica, O.
quimilo, 0. anacantha, O. arechavaletae y O. sulphurea; y 3 especies nativas de México: O.
ficus-indica, O. robusta y O. leucotricha, halladas de manera silvestre o en cultivos. El
segundo experimento se llevo a cabo con un subconjunto de seis especies para reducir
un eventual factor de confusidn de las hembras al tener tantos sustratos de oviposicion
disponibles. La situacién de encontrar seis hospedadoras simultaneamente se observo
varias veces durante los relevamientos a campo. Para este segundo experimento, las
plantas hospedadoras fueron seleccionadas de la siguiente manera: la dos especies
mexicanas atacadas mas de lo esperado por azar en el experimento anterior (O. ficus-
indica y O. leucotricha); y cuatro especies de América del Sur, dos especies de Opuntia
menos elegidas en el primer experimento (0. megapotamicay O. elata var. elata); y las
dos especies registradas en la literatura como no hospedadoras de C. cactorum, O.
quimilo y O. sulphurea (Mann, 1969; Zimmermann et al., 2007).

Las plantas en maceta se prepararon 18 meses antes de las pruebas. Los
cladodios (pencas) de cada especie hospedadora fueron recolectados en el campo,
transportados al laboratorio y plantados en macetas con tierra para la regeneracion de
las plantas. Antes de los experimentos, se estimé el tamano de cada planta sumando el
area de cada una de las pencas utilizando la férmula de una elipse (m.ri.r2).

En los dos experimentos con 10 y 6 hospedadoras, las macetas con las diferentes
Opuntia fueron colocadas al azar en disposicion circular dentro de las jaulas y se
liberaron en el centro 10 parejas de adultos recién emergidos de C. cactorum. Después
de cuatro dias (supervivencia estimada de adultos), las plantas fueron inspeccionadas
individualmente y se registraron el nimero de bastones de huevos y la cantidad de

huevos/bastén. Se realizaron 10 réplicas de cada experimento.
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Los individuos de C. cactorum utilizados en este estudio provinieron de una
colonia establecida a partir de huevos recolectados en O. ficus-indica, en una plantacion
en Villa Quilino, provincia de Cérdoba, Argentina (S 30 ° 12’ 16.4 “W 64 ° 28’ 30,9”). La
colonia fue mantenida bajo condiciones controladas de temperatura y luz, en camaras de
cria (25+29Cy 14/10 L/0). El protocolo general de cria de C. cactorum fue el siguiente:
1) Recolecciéon de bastones de huevos en Villa Quilino y traslado al laboratorio; 2)
Colocacidon de los bastones en cajas de Petri pequefias y cubiertas con film para impedir
su deshidratacion hasta su maduracion (color oscuro); 3) Colocacién de cada bastén
maduro sobre una penca de O. ficus-indica (para evitar la manipulacién de las larvas de
primer estadio que emergen y penetran en forma gregaria); 4) Colocacion de las pencas
con los huevos en un contenedor plastico ventilado con arcilla granulada libre de
agregados quimicos (Absorsol®) en la parte inferior para absorber los exudados de la
pencay de las larvas durante el desarrollo, reemplazada periédicamente; 5) Inspeccion
periddica de los contenedores para suministrar alimento adicional segin fuera
necesario, hasta pupacion; 6) Traspaso de los capullos a vasitos de plastico de 20 ml
hasta la emergencia de las polillas; 7) Confinamiento de los adultos emergidos en jaulas
cilindricas de tul con soporte interno de alambre (10 x 15 x 40 cm) para su

apareamiento y posterior oviposicion.

2.2.3. Rendimiento en el desarrollo: Experimento de no-eleccion

El rendimiento en el desarrollo larval (del inglés “larval performance”) fue
considerado como un término combinado entre las variables supervivencia y desarrollo
larval, tiempo de desarrollo de huevo a pupa, y fecundidad potencial y proporcién de
hembras de los adultos resultantes, ya que los componentes no siempre estan
correlacionados (Thompson, 1988a). El rendimiento en el desarrollo de las larvas
obtenidas de los huevos depositados durante los experimentos de eleccion multiple fue
comparado entre las especies de Opuntia, permitiendo el desarrollo de las larvas hasta
alcanzar el estado pupal en las mismas plantas en maceta donde fueron ovipuestos, y su

posterior desarrollo hasta adulto fuera de la planta.
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Para obtener datos de rendimiento en al menos tres repeticiones de cada especie
de Opuntia, se adicionaron manualmente bastones de huevos (secciones de 30 huevos)
sobre aquellas especies que fueron poco o no elegidas para oviponer durante los
experimentos de eleccion multiple.

Luego de la eclosion de los huevos, se registré el nimero de larvas emergidas y se
cubrieron las macetas individualmente con mangas de tela voile para evitar el escape de
las larvas, asf como para restringir el acceso de enemigos naturales. Como las larvas de
C. cactorum se alimentan del tejido interno de la penca dejando intacta sélo la cuticula,
cuando se quedan sin alimento en una penca se desplazan a otra utilizando los
internudos. Por lo tanto, cuando las larvas consumian completamente casi todas las
pencas de una planta, la tiltima penca con larvas alimentandose dentro era transferida a
una nueva planta en maceta de la misma especie y colocada en su base sobre la tierra.
Cuando esta ultima penca era consumida integramente, las larvas salian al exterior y
penetraban en una penca de la nueva planta ofrecida. Una vez completado el desarrollo
larval, se recolectaron cuidadosamente los capullos del suelo de la maceta o de las
paredes de la jaula y se los coloc6 en vasitos de plastico de 20 ml hasta la emergencia de
los adultos, que se fijaron en etanol 96% y se almacenaron refrigerados a -122C.

Para estimar el rendimiento en el desarrollo se analizaron las variables respuesta
de supervivencia y desarrollo larval, tiempo de desarrollo de huevo a pupa, y fecundidad
potencial y proporcién de hembras de los adultos resultantes. La supervivencia y
desarrollo larval se estimé como la proporcién de larvas que alcanzaron el estado pupal.
Se registraron las fechas de oviposicion y las subsecuentes fechas de pupacién para
calcular el tiempo de desarrollo desde huevo a pupa. Se registro la proporcién de
hembras y se estim¢ la fecundidad potencial como el nimero de foliculos de huevos

maduros visibles después de disecar el abdomen de las hembras.

2.2.4. Analisis estadistico
Se utiliz6 el software DIVA-GIS 7.5.0.0 (Hijmans, 2012) para mapear los sitios
muestreados en Argentina. Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa
InfoStat (Di Rienzo et al., 2008). Se reporta media * error estandar (EE).
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2.2.4.1. Patron de uso de plantas hospedadoras

La preferencia de C. cactorum por alguna planta hospedadora fue analizada segin
el método de Neu et al. (1974), comparando la disponibilidad de las plantas con la
proporcion de su uso mediante una prueba de bondad de ajuste de Chi-cuadrado. La
disponibilidad fue considerada como el nimero de parches con una especie de Opuntia y
el uso como la proporciéon de parches donde se encontré ataque de C. cactorum (con
huevos o larvas). Se compararon ambas variables en cada regién por separado y en
todas las regiones agrupadas.

Los supuestos del modelo son que todas las observaciones de los insectos son
independientes y que la disponibilidad de cada planta hospedadora es la misma para
todas las polillas. Se pusieron a prueba dos hipdtesis nulas: 1) C. cactorum utiliza las
especies de plantas en proporcion a su disponibilidad, teniendo en cuenta todas las
especies de plantas hospedadoras simultaneamente; 2) C. cactorum utiliza la especies de
plantas en proporcion a su disponibilidad relativa, teniendo en cuenta todas las especies
de plantas por separado. La prueba de bondad de ajuste Chi-cuadrado fue utilizada para
probar la hipétesis 1. Cuando se detecté una diferencia en el uso de alguna planta, se
calcularon intervalos de confianza (IC) simultaneos utilizando una prueba de t de

utilizando una prueba de t de Bonferroni para probar la segunda hipétesis,
IC = ﬁj + taiZk.n—l\!ﬁj (1- ﬁ}'f';'n:

donde p; esla proporcién de plantas utilizadas por C. cactorum y a/2k es utilizado para

asegurar que los k (ndmero de parches analizados) ICs simultdneos tienen un valor total
de a = 0,05. De esta manera, se establecieron tres categorias: 1) preferencia, si la
utilizacién de la hospedadora fue mayor que su disponibilidad (la disponibilidad de la
planta fue menor que el limite inferior del IC); 2) uso en proporcion, si la utilizacion de la
hospedadora fue proporcional a su disponibilidad (la disponibilidad de la planta cay6
dentro del IC); y 3) evitacion, si el uso de la hospedadora fue menor que la

disponibilidad (la disponibilidad de la planta fue mayor que el limite superior del IC).
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2.2.4.2. Preferencia de las hembras: Experimento de elecciéon multiple

La preferencia de las hembras de C. cactorum también fue analizada con el
método de Neu, comparando la disponibilidad de hospedadoras (igual a 1 para todas las
opciones) con la proporcién relativa de huevos totales puestos en cada especie de
planta. La cantidad de huevos puestos por planta se compard entre las especies de
Opuntia con una prueba de Friedman. La cantidad total de huevos puestos por especie
en funcién del tamafio de la planta se analiz6 con una prueba de Kruskal-Wallis. Se

consideraron siete categorias de tamafios de planta.

2.2.4.3. Rendimiento en el desarrollo: Experimento de no-eleccion

Las proporciones de larvas que sobrevivieron fueron transformadas a arcoseno
de la raiz cuadrada y comparadas entre las especies de Opuntia mediante un ANOVA de
un factor. El tiempo de desarrollo de huevo a pupa y la fecundidad potencial fueron
transformadas a raiz cuadrada y comparadas con un ANOVA de un factor anidado,
siendo la planta individual el factor anidado dentro de las especies de Opuntia. Para
estimar el tiempo de desarrollo y la fecundidad potencial s6lo se utilizaron las especies
de Opuntia donde dos o mas repeticiones produjeron pupas o hembras,
respectivamente. La proporcion de hembras de la descendencia fue comparada entre

especies de Opuntia utilizando una prueba de Kruskal-Wallis.

2.2.5. Identificacion de insectos y plantas hospedadoras

Los individuos de Cactoblastis fueron identificados en estado larval segtin
McFadyen (1985) y confirmados mediante analisis moleculares realizados por T.
Marsico de la Universidad Estatal de Mississippi, Mississippi, EE.UU. Las especies de
Opuntia y otras cactaceas fueron identificadas por F. Font (Facultad de Farmacia y
Bioquimica, Herbario Museo de Farmacobotanica Juan Dominguez, Buenos Aires,
Argentina), basandose en el sistema de clasificacion presentado por Kiesling (2005) y
Kiesling y Meglioli (2003). Tanto especimenes de insectos como de plantas se

encuentran depositados en la colecciéon de FUEDEL
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2.3. Resultados

2.3.1. Patron de uso de plantas hospedadoras en el campo

Las especies de Opuntia mas utilizadas como plantas hospedadoras fueron las
mas abundantes en cada region. De los 228 sitios relevados, en 123 (53,9%) estuvo
presente C. cactorum. Como se encontraron entre 1-6 especies de Opuntia por sitio, se
registroé un total de 334 parches, de los cuales C. cactorum atacé 119 (35,6%) (Tabla
2.1).

De las 16 especies de Opuntia encontradas, 8 fueron cominmente halladas y 8
fueron consideradas especies raras dada su baja frecuencia de apariciéon (menor a 5
parches en Argentina), y fueron excluidas del analisis. La tabla 2.2 muestra la
disponibilidad y utilizacién de Opuntia spp. por C. cactorum tanto de las especies raras
como de las especies comunes pero registradas en menos de 5 parches en algunas
regiones.

La disponibilidad de especies de Opuntia varié entre las seis regiones, tanto en
abundancia de parches como en riqueza y prevalencia de especies. La region oeste
concentré la mayor abundancia de parches, con un total de 92, seguida por las regiones
noreste y sur, con 59 y 57 parches, respectivamente. La especie exdtica Opuntia ficus-
indica fue la Unica encontrada en las seis regiones. En las regiones oeste, este y sur se
registraron las mayores riquezas de especies, con cuatro especies de plantas
hospedadoras en cada una, mientras que en las restantes regiones (noreste, noroeste e
hibrida) se hallaron sélo tres especies (Tabla 2.1).

La utilizacién de parches de Opuntia por C. cactorum también vari6 entre
regiones. Cactoblastis cactorum fue hallada en mayor cantidad de parches en las
regiones oeste y este, estando presente en 34 y 30 parches, respectivamente, y en menor
cantidad en la regidn sur, en 9 parches, y en la noroeste, en 7 parches (Tabla 2.1, Figura
2.1). En las regiones oeste, noroeste e hibrida, 0. ficus-indica fue la especie hospedadora
mas utilizada por C. cactorum, en las regiones este y noreste fue O. elata var.
cardiosperma, y en la region sur 0. megapotamica (Tabla 2.1). Opuntia sulphurea fue la

Unica de las 8 especies cominmente encontradas que no estuvo atacada por C. cactorum,
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sin embargo, si fue atacada por la congenérica C. doddi en el 14,3% de los parches
disponibles con dicha especie.

Agrupando las regiones, el patrdn de utilizacion mostré nuevamente que las
Opuntia mas abundantes fueron las mas utilizadas, siendo Opuntia ficus-indica la de
mayor abundancia con 114 parches, seguida por O. elata var. cardiosperma con 48
parches y luego por 0. megapotamica con 44 parches. Contrariamente, en O. bonaerensis
se registrd la menor abundancia, con sélo 15 parches. Lo mismo ocurrié con la
utilizacién de C. cactorum, siendo maxima y atacando 47 parches de O. ficus-indica,
seguida por 27 parches de 0. elata var. cardiosperma y 18 parches de 0. megapotamica, y
minima sobre O. bonaerensis, con s6lo 1 parche atacado (Tabla 2.1).

El analisis estadistico de Neu no mostré ninguna preferencia de C. cactorum sobre
las especies de Opuntia hospedadoras disponibles en todas las regiones juntas. Casi
todas las especies fueron utilizadas en proporcién a su disponibilidad, con la excepcién
de O. bonaerensisy O. sulphurea que fueron evitadas (X2 = 25,1; P=0,0007; gl = 7;
proporcién de plantas disponibles 0,04, intervalo de confianza de la proporcién uso CI =
0,03/-0,02 para O. bonaerensis; proporcion de plantas disponibles 0,08; proporcién de
uso = 0 para O. sulphurea). Cuando se analiz6 la disponibilidad y el uso dentro de cada
region, tampoco se encontré una interaccion positiva en ninguna de ellas. En la mayoria
de las regiones, C. cactorum utiliz6 las especies de Opuntia proporcionalmente a su
disponibilidad (este: X2=0,23; P=0,97; gl = 3; noreste: X2 =7,36; P = 0,06, gl = 3;
noroeste: X2 =0,43; P=0,56; gl = 1; hibrida: X2=1,77; P=0,44; gl= 2y sur: X2 =4,42; P =
0,22; gl =3); con excepcion de la region oeste (X2=7,98; P=0,0018, g/ = 2) donde O.
ficus-indica y 0. megapotamica fueron atacadas al azar, pero O. quimilo y O. sulphurea
fueron evitadas (proporcion de plantas disponibles 0,28 y 0,13; intervalo de confianza
de la proporcién de uso CI =0,12/-0,06 y 0/0 para O. quimilo y O. sulphurea

respectivamente).
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Figura 2.1. Distribucién de Cactoblastis cactorum sobre especies de Opuntia
hospedadoras en Argentina. Las areas punteadas corresponden a regiones geograficas
con diferentes clados de C. cactorum segiin Marsico et al. (2011): oeste (O), noroeste
(NO), noreste (NE), este (E), una region hibrida con clados superpuestos (H), y
poblaciones del sur (S) que no fueron genéticamente analizadas. Los circulos negros
indican sitios con parches positivos con huevos o larvas de C. cactorum, y los circulos
blancos corresponden a sitios con parches de Opuntia libres de ataque.
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Tabla 2.1. Disponibilidad de plantas hospedadoras del género Opuntia cominmente
encontradas en seis regiones de Argentina y su utilizacion por diferentes clados de

Cactoblastis cactorum.
Numero de parches disponibles (% de frecuencia relativa) por region

Especie/variedad

Oeste Este Noreste Noroeste Hibrida Sur Total
0. ficus-indica! 45 (48,9) 7 (14,0) 10 (17,0) 24 (61,5) 15 (40,5) 13 (22,8) 114 (34,1)
0. el var. cardiosperma vy 18 (36,0) 30 (50,8) v vy v 48(14,4)
0. megapotamica 13 (14,2) 11 (22,0) 0 0 v 20 (35,1) 44(13,2)
0. quimilo 22 (23,9) 0 v 8(20,5) 9 (24,3) 0 39(11,6)
0. el var. elata v 14 (28,0) 0 0 13 (31,7) v 27 (8,1)
0. sulphurea 12 (13,0) 0 0 7 (17,9) v 9 (15,8) 28 (8,4)
0. anacantha v v 19 (32,2) v 0 0 19(5,7)
0. bonaerensis 0 0 0 0 0 15 (26,3) 15 (4,5)
Total 92 (27,5) 50 (15,0) 59(17,6) 39(1,7) 37(11,1) 57(171) 334 (100)

Numero de parches utilizados (% de frecuencia relativa)

Especie/variedad

Oeste Este Noreste Noroeste Hibrida Sur Total
0. ficus-indical 22 (64,7) 5(16,6) 2(8,0) 6 (85,7) 8(57,1) 4 (44,4) 47 (39,5)
0. el var. cardiosperma - 11 (36,7) 16 (64,0) 0 - - 27 (22,7)
0. megapotamica 8(23,6) 6(20,0) - - - 4 (44,4) 18 (15,1)
0. quimilo 4(11,7) - - 1(14,3) 2 (14,3) - 7 (5,9)
0. el. var. elata - 8(26,7) - - 4 (28,6) - 12 (10,1)
0. sulphurea 0 - - 0 - 0 0
0. anacantha - - 7 (28,0) 0 - - 7 (5,9)
0. bonaerensis - - - - - 1(11,2) 1(0,8)
Total 34 (28,6) 30(25,2) 25(21,0) 7 (5,9) 14 (11,7) 9(7,6) 119 (100)

Porcentaje de parches utilizados/disponibles
Oeste Este Noreste Noroeste Hibrida Sur Total
36,9 60,0 42,4 17,9 37,8 15,8 35,6

Y Especies presentes en la region pero excluidas del analisis estadistico (método de Neu) dadas sus bajas frecuencias

(< 5 parches).
10rigen México.

33



Tabla 2.2. Disponibilidad y utilizacion de Opuntia spp. por Cactoblastis cactorum
excluidas del analisis. Las especies raras fueron encontradas en menos de cinco parches
en total en Argentina, y las comunes en menos de cinco parches en algunas regiones. El
area relevada fue dividida en seis regiones de acuerdo a la existencia de clados de C.
cactorum.

Parches utilizados/disponibles por region

Opuntia spp.

Oeste Este Noreste Noroeste Hibrida Sur Total
Especies raras
0. leucotricha DC.1 1/1  0/2 0/1 1/1 2/5
0. robusta H. L. WendL. ex Pfeiff.! 1/1 1/4 5/5
0. arechavaletae Speg. 0/4 0/4
0. monacantha (Willdenow) Haworth 0/1 0/2 0/3
0. penicilligera Speg. 0/1 1/2 1/3
0. salmiana Parmentier ex Pfeiffer 0/2 0/2
0. auriantiaca Gilles ex Lindleyand 1/2 1/2
0. microdasys (Lehm.) Pfeiffer? 0/1 0/1
Subtotal 1/1 1/6 0/0 0/2 1/2 3/14 6/25
Especies comunes
0. elata var. cardiosperma 0/1 0/1 1/1 0/1 1/4
0. megapotamica 1/2 1/2
0. quimilo 0/3 0/3
0. elata var. elata 1/2 0/3 1/5
0. sulphurea 0/1 0/1
0. anacantha 0/3 1/3 0/3 1/9
Subtotal 1/6 1/3 0/3 0/4 2/4 0/4 4/24
Total 2/7 2/9 0/3 0/6 3/6 3/18 9/49

10rigen México.

2.3.2. Preferencia de las hembras: Experimento de eleccion multiple

Cactoblastis cactorum utiliz6 todas las Opuntia spp. ofrecidas como sustratos de
oviposicidn, con la tnica excepcion de 0. anacantha. Sin embargo, algunas especies
fueron preferidas y recibieron mas huevos que otras. En el experimento de elecciéon
multiple con 10 opciones, las hembras ovipusieron un total de 3.290 huevos repartidos

en 97 bastones. El nimero total de bastones de huevos puestos en cada especie de
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Opuntia oscil6 entre 0 y 24 (considerando las 10 réplicas). Segun el método de Neu,
Opuntia quimilo, O. leucotricha, O. ficus-indica y O. elata var. cardiosperma fueron las
especies que recibieron la mayor cantidad de huevos totales (rango 402-624 huevos),
siendo las preferidas y utilizadas como sustratos de oviposicién mas de lo esperado por
azar (X?=44,59; gl=9; P<0,0001) (Tabal 2.3). Por otro lado, O. sulphurea y O.
arechavaletae fueron seleccionadas para oviponer segun lo esperado por azar, y las
restantes O. robusta, 0. megapotamica, O. elata var. elata y O. anacantha fueron evitadas.
Asimismo, O. quimilo y O. leucotricha recibieron las mayores cantidades de huevos por
planta, 62,4 + 26,7 y 50,0 + 16,9, respectivamente, seguidas por 0. ficus-indica con 49,3 *
24,7 huevos; siendo todas atacadas en 6 de las 10 réplicas. Estas cantidades de huevos
fueron significativamente diferentes s6lo de los 6,0 + 4,1 huevos puestos en O. elata var.
elata, con 2 plantas atacadas (Friedman T = 1,32; gl =8; P = 0,03).

Cuando se utiliz6é un subconjunto de seis plantas hospedadoras, las hembras
colocaron un total de 2.916 huevos en 96 bastones, entre 3 y 29 bastones por especie de
Opuntia. Opuntia ficus-indica, O. leucotricha y O. quimilo fueron las especies que
nuevamente recibieron mas huevos de los esperado por azar, junto con 0. megapotamica
(X2=28,89;gl=5; P<0,0001) (Tabla 2.3). Las restantes O. elata var. elata y O. sulphurea
fueron evitadas. Opuntia quimilo recibi6 80,7 + 23,5 huevos, siendo ésta la mayor
cantidad, con plantas atacadas en 7 oportunidades. Esta cantidad de huevos sélo fue
significativamente diferente de los 7,5 + 5,0 huevos puestos en 0. elata var. elata y los
23,8 £ 12,7 huevos en O. sulphurea (Friedman T = 2,96; gl = 5; P = 0,02), con 2 y 4 plantas
atacadas, respectivamente (Tabla 2.3). El tamafio de la planta no estuvo relacionado a la

cantidad total de huevos puestos (Kruskall-Wallis H = 21,36; gl =9, 7; P = 0,55).
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Tabla 2.3. Experimentos de elecciéon multiple con 10 (prueba 1) y 6 (prueba 2) especies
de Opuntia ofrecidas a hembras de Cactoblastis cactorum.

Especie/variedad Huevos totales Preferencia Huevos/planta Plantas
. atacadas
(bastones) S (media = EE)
oviposicion?! totales
Prueba Prueba Prueba Prueba Prueba Prueba Prueba Prueba
1 2 1 2 1 2 1 2
Origen México
0. ficus-indica 493 (13) 694 (23) + + 49,3 + 24,73b 69,4 + 28,9bc 6 6
0. leucotricha 500 (16) 353 (11) + + 50,0 + 16,9 35,3 + 7,0abc 6 8
0. robusta 333(7) - 33,2 +21,23b 3
Origen América del Sur
0. megapotamica 251 (6) 749 (24) - + 25,1+ 11,52 74,9+ 24,2bc 4 6
0. el. var. elata 60 (3) 75 (3) - - 6,0 £4,12 7,5+ 5,02 2 2
0. el .var. cardiosperma 402 (8) + 40,2 + 24,4ab 4
0. quimilo 624 (24) 807 (29) + + 62,4 +26,7b 80,7+ 23,5¢ 6 7
0. arechavaletae 246 (9) r 24,6 + 16,22b 3
0. anacantha 0 - 0 0
0. sulphurea 382 (11) 238 (6) r - 38,2+ 16,73 23,8+ 12,7 5 4
Total 3290 (97) 2916 (96)

Medias con letras distintas son significativamente diferentes (P < 0,05).
1Segtn el método de Neu:
+: especies utilizadas para oviponer mas de lo esperado por azar.
-: especies utilizadas menos de lo esperado por azar.
r: especies utilizadas al azar.
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2.3.3. Rendimiento en el desarrollo: Experimento de no-eleccion

La supervivencia y desarrollo larval fue diferente entre las especies de Opuntia.
Las mayores proporciones fueron alcanzadas en las tres especies mexicanas. En O.
robusta sobrevivié una proporcién de 0,86 + 0,05 larvas, seguida por 0,45 * 0,14 en O.
ficus-indica, y 0,34 + 0,14 en O. leucotricha. S6lo la proporcién de larvas sobrevivientes
en O. robusta fue significativamente diferente de las proporciones obtenidas en las
especies sudamericanas (Tabla 2.4; F = 4,64; gl = 8,59; P=0,002), siendo
extremadamente bajas en las dos variedades de O. elata. Opuntia sulphurea fue excluida
del analisis porque todas las larvas murieron en todas las repeticiones. Los tiempos de
desarrollo de huevo a pupa también fueron diferentes entre las Opuntia spp. (F = 26,33;
gl=6,818; P<0,0001), siendo mas cortos en O. robusta y O. ficus-indica, con duraciones
de 84,57 + 0,82 y 84,19 + 1,20 dias respectivamente, y mas largos en 0. elata var.
cardiosperma, siendo 107,59 = 1,91 dias y en 0. megapotamica 106,33 + 1,02 dias.
Ademas, el analisis anidado indicé diferencias en la duracion de la etapa huevo-pupa
entre las plantas individuales de Opuntia dentro de cada especie (P < 0,0001). Las
fecundidades potenciales fueron significativamente diferentes entre las hospedadoras
de Opuntia (F = 25.0; gl = 5, 241; P<0,001), siendo mas alta en O. ficus-indica con 166,24
+ 7,71 huevos/hembra, seguida de O. robusta con 135,61 * 3,48, y O. leucotricha con
122,17 + 11,77 huevos/hembra y significativamente diferentes de la menor fecundidad
obtenida en O. anacantha, con 53,90 + 0,50 huevos/hembra (Tabla 2.4). El andlisis
anidado nuevamente indicé diferencias entre las repeticiones dentro de cada especie (P
< 0,0031). La proporcién de hembras de la descendencia no fue significativamente
diferente entre las hospedadoras (Kruskall-Wallis H = 12.65; gl = 8; P = 0,08),
encontrandose entre 0,14 y 0,58 (Tabla 2.4).
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Tabla 2.4. Rendimiento larval de Cactoblastis cactorum en Opuntia spp. mexicanas y
sudamericanas encontradas en Argentina. Se reporta media * EE.

Proporcién Dias de desarrollo Numero de Proporcién de
Especie /variedad supervivencia huevo - pupa huevos/hembra hembras
larval (n) (n) (n)

(n)

Origen México

0. ficus-indica 0,45 £ 0,142 84,19 + 1,202 166,24 + 7,710 0,57 £ 0,07
9) (153) (66) (6)

0. leucotricha 0,34 + 0,142 96,11 + 2,39b 122,17 +11,77v 0,58+0,13
9) (108) (43) (6)

O. robusta 0,86 + 0,05 84,57 £ 0,822 135,61 + 3,48 0,51+ 0,03
(6) (292) (94) (6)

Origen América del Sur

0. megapotamica 0,13+0,122 106,33 £1,02¢ 75,68 + 5,24ab 0,54+ 0,12
(6) (60) (19) (2)

0. el. var. elata* 0,09 £ 0,072 -- -- --
(5)

0. el var. cardiosperma 0,07 £ 0,062 107,59 +1,91¢ 100,17 £ 11,7742 0,45+ 0,05
(7) (22) (6) (2)

0. quimilo 0,23 £0,102 99,60 + 1,25bc 80,68 + 6,433b 0,40+ 0,10
9) (126) (31) (6)

0. arechavaletae* 0,15+ 0,072 95,36 +1,22b -- --
(6) (58)

0. anacantha 0,22 £ 0,072 96,54 + 4,95b 53,90 + 5,024 0,30+0,13
(8) (54) (15) (8)

Medias con letras distintas son significativamente diferentes (P < 0,05).
* Especies donde sobrevivieron pupas y/o hembras en menos de dos repeticiones y fueron excluidas del

analisis.

2.4. Discusion

En Argentina, C. cactorum mostré un patréon geografico de utilizacion de plantas

hospedadoras relacionado con la oferta de plantas en cada regién y no con la preferencia

de las hembras. Las especies mas utilizadas fueron las mas abundantes (Tabla 2.1).

Previamente, se sugirio que la estructura genética de las poblaciones de C. cactorum

correspondia a los patrones de uso de hospedadoras, ya que se observd una asociacion

positiva entre la presencia de larvas en las regiones este y noreste con la especie O. elata

var. cardiosperma, y de larvas de las regiones oeste y noroeste con O. ficus-indica
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(Brooks et al., 2012). Sin embargo, nuestro relevamiento extendido destaco que la alta
frecuencia de ataques contra dichas especies fue consecuencia de su gran abundancia.

Como tendencia general, la especie mexicana O. ficus-indica fue la planta
hospedadora mas cominmente encontrada y utilizada por C. cactorum en Argentina.
Esto se debe, probablemente, al buen desempefio larval sobre esta especie y a la gran
disponibilidad de O. ficus-indica ya que es utilizada como cultivo para la obtencién de
fruta, y es muy frecuente encontrar grandes plantaciones de hasta 30 hectareas y/o
pequefios parches en las inmediaciones de viviendas familiares. Contrariamente, el resto
de las Opuntia nativas fueron encontradas solamente en estado silvestre y en parches
pequefios o medianos, y el éxito en el desarrollo larval fue inferior.

El espectro de hospedadoras de C. cactorum incluy6 a la mayoria de las Opuntia
spp. encontradas en Argentina y fue proporcional a su abundancia, con excepcion de O.
sulphurea, O. bonaerensis y 0. quimilo. De estas ultimas especies, O. sulphurea es la Gnica
que no pertenece al espectro de hospedadoras ya que nunca fue encontrada atacada por
C. cactorum. Con respecto a las otras dos especies, el ataque fue menor a lo esperado por
su abundancia. En ambientes exéticos principalmente del Caribe, Sudafrica y Estados
Unidos, C. cactorum ha sido encontrada atacando también cactaceas de los géneros
Consolea y Nopalea, (Jezorek et al., 2010; Zimmermann et al., 2007) que, al no estar
presentes en Argentina, representarian nuevas asociaciones insecto-planta a nivel de
género. Sin embargo, la ubicacién filogenética de los géneros Consolea y Nopalea es
problematica y un estudio realizado recientemente ubica a Nopalea dentro del clado
Opuntia, mientras que se sugiere que Consolea no debe considerarse dentro del mismo
clado (Majure et al., 2012). Estos resultados contintan reforzando la estrecha asociacion
entre Cactoblastis y cactus del género Opuntia como plantas hospedadoras.

En los experimentos de eleccion multiple en laboratorio para investigar la
preferencia de las hembras se observo que todas las hospedadoras expuestas fueron
seleccionadas como sustratos de oviposicion, con la inica excepcién de 0. anacantha, a
pesar de ser una hospedadora natural de C. cactorum en la region NE. Algunas especies
fueron preferidas para oviposicion, registrandose mas huevos de lo esperado por azar
en 0. quimilo, O. leucotricha, O. ficus-indica en ambos experimentos, y ademas O. elata
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var. cardiosperma 'y O. megapotamica cuando habia disponibles 10 y 6 opciones,
respectivamente. Las restantes especies fueron elegidas segun lo esperado por azar o
fueron evitadas en ambos experimentos. La cantidad total de bastones de huevos
puestos fue similar y muy consistente en ambos experimentos (97 y 96 con 10y 6
opciones, respectivamente). Sin embargo, cuando la oferta era de 10 especies diferentes,
la cantidad total de huevos fue bastante mayor, indicando que los bastones de huevos
fueron, en promedio, mas grandes. La reduccién en el numero de opciones no parece
alterar la preferencia de las hembras.

El patrén de uso de hospedadoras de Opuntia encontrado en el campo no coincide
totalmente con los resultados obtenidos a partir de los experimentos de eleccién
multiple de laboratorio. En el campo C. cactorum utiliza las plantas hospedadoras en
funcién de la disponibilidad, y en laboratorio se encontré consistentemente en dos
experimentos que las hembras prefirieron algunas especies de Opuntia sobre otras. Sin
embargo, casi todas las especies ofrecidas durante las pruebas de laboratorio fueron
utilizadas como sustratos de oviposicién, indicando que las hembras de C. cactorum
seleccionan un amplio espectro de hospedadores de Opuntia. Esta falta de coincidencia
parcial entre el uso de hospedadoras en el campo (proporcional a la disponibilidad) y la
preferencia de oviposicidn por algunas especies encontrada en el laboratorio podria
explicarse si las hembras fallan en encontrar en el campo las especies preferidas. Dado
que el tiempo de vida de los adultos es corto, 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). Los modelos desarrollados por estos dltimos 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 mas
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 desempeifio larval, e ignorar cualquier especie rara (aunque
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de mayor calidad) incluso cuando la hembra se posa en ella (West & Cunningham, 2002).
Esto se ha demostrado, por ejemplo, con el comportamiento del lepidéptero Helicoverpa
armigera (Hiibner), como resultado del aprendizaje previo de la hembra (Cunningham
etal, 1998).

Estudios previos sobre C. cactorum demostraron que las hembras son atraidas a
oviponer en plantas de Opuntia previamente atacadas (Myers et al., 1981; Robertson,
1987), generando agregacion de huevos en una planta, fen6meno también observado en
nuestro estudio en una oportunidad, con una planta de 0. quimilo que recibié 12
bastones de huevos, valor superior a la tasa promedio de ataque de 2,5 bastones de
huevos/planta.

Segin la hipétesis de preferencia-rendimiento, se espera que las hembras
ovipongan mas en las hospedadoras que representen una mejor supervivencia para su
descendencia (Jaenike, 1978). Sin embargo, nuestros resultados de laboratorio de
preferencia y desarrollo larval mostraron que no hubo una correspondencia entre la
seleccion de hospedadores y el éxito en el desarrollo larval. Estudios previos realizados
para evaluar el desempefio larval de C. cactorum con cladodios cortados de algunas de
las mismas especies de Opuntia utilizadas en los experimentos aqui presentados
mostraron resultados similares. La supervivencia y desarrollo larval sobre las especies
exoOticas O. ficus-indica y O. robusta fueron las mejores, y sobre las especies nativas
fueron mas pobres, con ninguna larva sobreviviente en O. sulphurea (Varone et al.,
2012). Algunas evidencias sugirieron que cortar la planta puede alterar la alimentacion
de los insectos (Palmer, 1999), sin embargo, los resultados de ambos experimentos son
similares y avalarian el uso de cladodios cortados para comparar el rendimiento larval
de C. cactorum entre especies de Opuntia.

Las hembras de C. cactorum ovipusieron las mayores cantidades de huevos en O.
quimilo, O. leucotricha y 0. ficus-indica. Sin embargo, la supervivencia larval en O. quimilo
fue una de las mas bajas, y en O. ficus-indica y O. leucotricha fueron intermedias.
Curiosamente, las observaciones de campo indican que O. quimilo fue una de las
hospedadoras menos utilizadas, pero la aparente pobre seleccién de esta especie podria
ser un reflejo del mal rendimiento y muerte temprana de las larvas, impidiendo
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encontrar un mayor uso de esta hospedadora. Este idea es apoyada por la numerosa
cantidad de veces que se encontraron durante los relevamientos signos de ataque sobre
0. quimilo, en particular pequefios agujeros caracteristicos de intentos de entrada
fallidos de las larvas de primer estadio.

Otros dos casos contradictorios son O. robusta, que fue evitada como sustrato de
oviposicidn, pero la supervivencia larval fue una de las mejores; y O. sulphurea que si
bien recibié huevos en laboratorio, no es una hospedadora natural de C. cactorum y
todas las larvas murieron.

En general, el rendimiento en el desarrollo larval sobre las especies mexicanas (0.
ficus-indica, O. leucotricha y O. robusta) fue mejor que sobre las especies sudamericanas.
Las especies nativas de Argentina tienen una historia evolutiva mas larga en asociacion
con C. cactorum y probablemente hayan desarrollado defensas contra los herbivoros,
tanto fisicas como quimicas, especialmente el alto contenido de mucilago producido en
respuesta al inicio de la alimentacion de las larvas, mayor densidad de espinas, o menor
contenido nutricional. Estos factores convierten a las especies nativas en hospedadoras
de menor calidad para C. cactorum. Por otro lado, se ha documentado con anterioridad
que O. ficus-indica es una muy buena hospedadora de C. cactorum (Jezorek et al., 2010;
Mafokoane et al., 2007) y posee una calidad nutricional superior (Guzman Loayza &
Chavez, 2007). Ademas, es posible que tanto esta especie como las otras mexicanas
provean un espacio libre de defensas anti-herbivoro, por ser hospedadoras de nueva
asociacién. Sin embargo, es necesario examinar la composicién quimica de las
hospedadoras para confirmar la presencia de defensas quimicas variables o diferentes
calidades nutricionales. Un alto contenido nutricional en O. robusta y O. ficus-indica
puede ser predicho por la extensa seleccion artificial de estas dos especies para
consumo humano y forrajeo.

La inconsistencia encontrada entre el rendimiento larval y la preferencia de
oviposicidn se ha registrado para otras especies (Forister, 2004; Mayhew, 1998;
Thompson, 1988a) y ha sido tentativamente explicado por diversos mecanismos. Por
ejemplo, la “hipotesis del tiempo” propone un tiempo insuficiente para la adaptacion, y
la “hipétesis de espacio libre de enemigos” postula que el rendimiento puede verse
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influenciado por las caracteristicas de la planta y los enemigos naturales (Thompson,
1988a). En el caso de C. cactorum, la primera hipétesis fue propuesta por Jezorek et al.
(2010) cuando realizaron pruebas con cactus norteamericanos argumentando que la
falta de coincidencia entre la preferencia y el rendimiento larval se debia a la falta de
una historia evolutiva previa entre C. cactorum y su conjunto creciente de hospedadoras
de nueva asociacidn. Jezorek et al. (2010) postularon que cuando se enfrentan a nuevas
hospedadoras, las hembras de C. cactorum no siempre “saben” qué es mejor para su
descendencia. Sin embargo, nuestros resultados muestran que incluso entre las especies
nativas, las hembras de C. cactorum no seleccionan a las hospedadoras mas apropiadas
para su descendencia. En cuanto a la segunda hipétesis, tablas de vida construidas sobre
poblaciones contiguas de O. quimilo y O. ficus-indica mostraron un similar impacto de la
mortalidad por enemigos naturales en ambas hospedadoras (Logarzo et al., 2010), por lo
tanto el impacto de los enemigos naturales no seria diferente y no afectaria el
desempefio larval segliin la planta hospedadora.

El tamafio de la planta es también uno de los factores que podria afectar la
preferencia de oviposicién (Thompson & Pellmyr, 1991), y si bien en el presente trabajo
no se encontrd ninguna relacion entre el tamafio de planta con la oviposicién, otros
estudios han demostrado diferentes respuestas al tamano de la planta (Jezorek et al.,
2010; Johnson & Stiling, 1998; Robertson, 1987; Tate et al., 2009). En particular, Myers
etal. (1981) encontraron algin grado de preferencia de las hembras de C. cactorum para
oviponer en plantas mas grandes, que podria ser explicado por la mayor predacién de
huevos en plantas pequefias (Robertson & Hoffmann, 1989). Como tendencia general, se
ha encontrado que la supervivencia de C. cactorum difiere significativamente entre las
especies de plantas hospedadoras (Johnson & Stiling, 1996; Mafokoane et al., 2007;
Pettey, 1948; Robertson, 1987), pero cuando se han identificado preferencias de la
oviposicion, la calidad de la hospedadora no se correspondid con dichas preferencias.

En cualquiera de los escenarios planteados, es clara la oligofagia de C. cactorum
dentro del género Opuntia; su establecimiento y expansion del area de distribucion
geografica dependera mas del éxito en el desarrollo larval que de la eleccién de las
hembras. Las tasas, rutas y dinamica de la invasion se veran influidas por la calidad y
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disponibilidad de hospedadoras encontradas durante la dispersion, y que ofreceran
“espacios libres de defensa”. Cactoblastis cactorum podria ampliar su espectro de
hospedadoras en areas introducidas debido a su baja selectividad por especies de
Opuntia; y la expansion de dicho espectro estara determinada por la capacidad de las
larvas para desarrollarse en el hospedador seleccionado.

A pesar de que la preferencia en laboratorio de las hembras sélo se evalud con el
clado del oeste, los datos de campo indicaron que todos los demas clados poseen el
mismo patréon de uso de hospedadoras, relacionado con la disponibilidad de plantas y no
con la preferencia de las hembras. Se sugiere que todos los clados de C. cactorum, tanto
el exportado (clado de la regidn este) como los otros tres tienen el mismo patrén de uso
de hospedadoras. Si el clado exportado hubiera divergido de los otros clados en el uso de
hospedadoras en el rango nativo, este hallazgo tendria consecuencias diferentes para la
invasion. Dado que las poblaciones exoéticas de C. cactorum exhibiran el espectro
completo de hospedadoras en las zonas invadidas, 1a gama de plantas hospedadoras
adecuadas para el desarrollo sera mucho mas amplia y acorde a la disponibilidad que si
el clado exportado tuviera una preferencia de hospedadoras mas limitada.

Estos resultados contribuyen a comprender la dindmica del uso de hospedadoras
de C. cactorum en el rango nativo y proporcionan informacion util para evaluar el riesgo
y la futura propagacion de la polilla de la tuna, tanto en su area de distribucion exotica

como nativa.
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Capitulo 3. Adaptacion local de C. cactorum a sus plantas
hospedadoras y compatibilidad reproductiva entre clados de

diferentes regiones.

3.1. Introduccion

Las poblaciones de plantas hospedadoras son a menudo altamente heterogéneas
y, regionalmente, pueden presentarse de manera continua o en parches, con areas de
alta abundancia separadas por otras de presencia escasa o nula (Slatkin, 1987).
Frecuentemente, las poblaciones de insectos aparecen estructuradas en grupos
genéticos discretos debido a la presencia de parches (Speight et al., 1999). La estructura
genética espacial es una consecuencia de la deriva y el aislamiento reproductivo, que
ocurren cuando el flujo génico entre poblaciones es restringido. Dichas restricciones
pueden ocurrir por muchas razones, incluyendo eventos estocasticos que aislan algunos
individuos de otros en la poblacién, factores ambientales que aislan unas poblaciones de
otras, o seleccion en contra de los individuos resultantes de cruzamientos entre
poblaciones. En los insectos fit6fagos, la adaptacion local a diferentes plantas
hospedadoras puede conducir al aislamiento reproductivo, promoviendo la
estructuracion genética, e incluso conducir a la especiacién (Restoux et al., 2010).

La formacidén de grupos genéticos discretos puede resultar de eventos
estocasticos (modelo neutral no adaptativo) o de la adaptacién a las condiciones
ambientales locales (estructura genética adaptativa). Bajo condiciones ambientales
locales, una poblacién deberia evolucionar rasgos que le suministren ventajas
adaptativas, independientemente de las consecuencias de esos caracteres para el
rendimiento en otros ambientes (Mopper, 1996). En el caso de los insectos fit6fagos, las
plantas hospedadoras son considerados componentes importantes de su ambiente. La
mayoria de los estudios empiricos sobre este tema se focalizan en detectar un patrén de
adaptacion local en el fitness mostrado por dos o mas poblaciones que se desarrollan en
diferentes habitats en un experimento de trasplante o cria reciproca (Kawecki & Ebert,

2004). Uno de los criterios utilizados para analizar este tipo de experimentos es
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conocido como “local vs. extranjero”, y compara diferencias entre los genotipos dentro
de cada habitat, esperando que la poblacion local muestre un mejor desempeiio en su
planta hospedadora local que las que provienen de otros habitats (Kawecki & Ebert,
2004; Williams, 1966).

La heterogeneidad ambiental y la existencia de parches también ocasionan
frecuentemente diferentes niveles de compatibilidad reproductiva entre poblaciones de
diferentes regiones geograficas. Suelen exhibir distintas caracteristicas biolégicas y gran
variabilidad genética porque han estado geograficamente aisladas, han experimentado
presiones de seleccion diferente y/o se han adaptado a ambientes locales distintos
(Hopper et al., 1993; Logarzo et al,, 2011; Pinto et al,, 1991). La compatibilidad
reproductiva se define como el grado en que dos poblaciones de la misma especie se
aparean al azar sin importar su origen, y puede ser evaluada mediante la observacion
del grado de apareamiento de insectos de dos poblaciones cuando se las confina juntas.
Por ejemplo, diferentes grados de aislamiento sexual podrian surgir por divergencia en
el comportamiento de cortejo desarrollado como consecuencia de la adaptacién a las
diferentes hospedadoras.

La existencia de clados confirmada para C. cactorum (Marsico et al., 2011), con
cuatro grupos filogenéticos aislados pertenecientes a areas geograficas bien
diferenciadas, son consecuencia de la deriva génica y la restriccidn en el flujo génico.
Ademas, los diferentes patrones de uso de hospedadoras podrian derivar en razas, que
son poblaciones parcialmente reproductivas y aisladas entre si como consecuencia
directa de la adaptacién a un hospedador especifico (Diehl & Bush, 1984).

El primer objetivo de este capitulo es investigar si los clados de C. cactorum de
Argentina se encuentran localmente adaptados a sus plantas hospedadoras donde
fueron originalmente colectados. Para ello se llevé a cabo un experimento de
rendimiento en el desarrollo reciproco con insectos provenientes de tres clados de C.
cactorum recolectados sobre tres especies de Opuntia; dos nativas y una exoética de
Argentina, y criados sobre las mismas tres especies. Como medidas del rendimiento en
el desarrollo se determind la supervivencia larval y se estimo la longitud alar y el tiempo
de desarrollo de los inmaduros. El segundo objetivo es explorar las compatibilidades
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reproductivas entre los mismos tres clados confinando pares de adultos para evaluar el
éxito en el apareamiento y la produccion de descendencia viable. Las hipotesis de
trabajo son que los clados de C. cactorum no presentan adaptaciones locales a sus
plantas hospedadoras y que poseen compatibilidad reproductiva entre ellos. Las
predicciones que se derivan establecen que el desempeno larval de los diferentes clados
de C. cactorum serd similar en cualquiera de las plantas hospedadoras y que el éxito en
el apareamiento serd también similar entre parejas compuestas por individuos de un

mismo o de distinto clado.

3.2. Materiales y métodos
3.2.1. Adaptacion local: prueba de rendimiento en el desarrollo con alimentacion
reciproca

Se realiz6 un experimento de rendimiento larval reciproco con individuos
pertenecientes a tres clados de C. cactorum, de las regiones noreste, oeste y este. Los
individuos de cada clado fueron recolectados en una de las especies de Opuntia mas
abundantes en cada region: los de la region noreste fueron recolectados sobre O. elata
var. cardiosperma en la Ruta 11, 12 km al sur de la ciudad de Formosa (26° 15" 58.9” S,
58°16703.7” 0); los de la region oeste sobre O. ficus-indica en Quilino, Cérdoba (ver
capitulo 2); y los de la region este sobre 0. megapotamica en Nogoy4, Entre Rios (32° 22’
14.37S,59°50° 10,1 O0). En todos los casos se recolectaron larvas, se las transporto6 al
laboratorio y se las cri6 sobre sus plantas hospedadoras originales hasta la obtencion de
huevos de la siguiente generacion (F1), siguiendo el protocolo descripto en el capitulo 2.
No se utilizaron insectos del clado de la region noroeste debido a su baja densidad
poblacional.

Para evaluar el desempefio larval, se criaron larvas de los tres clados sobre sus
especies hospedadoras originales y sobre las otras dos especies. Se utilizaron plantas en
maceta de O. elata var. cardiosperma, O. ficus-indica y 0. megapotamica originadas de
cladodios 24 meses antes del inicio de los experimentos, y se realizaron 9-13 réplicas de

cada combinacion de clado x hospedadora.
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Para estimar la supervivencia larval, se pego6 al cladodio terminal de una planta
una porcion de un baston de huevos F1 conteniendo 30 huevos maduros de cada clado y
se cubrid la maceta con una manga de voile. Si la planta era consumida totalmente por
las larvas, era reemplazada por otra nueva de la misma especie. Una vez completado el
desarrollo larval, se removieron las pupas y se las coloc6 en vasitos para la emergencia
de los adultos, que fueron fijados en etanol 96% y luego congelados a -122C para su
posterior diseccion y medicion de las alas. El largo del ala se midié bajo lupa con un
micrémetro, desde la insercién toracica hasta la punta distal. Se midi6 un ala por
individuo. Para cada combinacién de clado x hospedadora se estimaron y compararon la
proporcion de larvas que completaron su desarrollo hasta pupa, la longitud alar de los
adultos, y el tiempo de desarrollo de larva a adulto como medidas del rendimiento.
Como en el capitulo anterior, el rendimiento en el desarrollo larval fue considerado
como un término combinado entre las variables mencionadas, ya que los componentes

no siempre estan correlacionados (Thompson, 1988a).

3.2.2. Compatibilidad reproductiva: prueba de apareamiento cruzado

Se realiz6 un experimento de apareamiento cruzado entre los mismos tres clados
de la prueba anterior. Los individuos del clado de la region noreste fueron recolectados
sobre O. ficus-indica en Puerto Tirol, Chaco (27°21"36.4”"S,59° 03" 48.7 0); los de la
region oeste sobre O. ficus-indica en Quilino, Cérdoba; y los de la region este sobre O.
megapotamica en Nogoy4, Entre Rios. Todos los individuos fueron recolectados en
estado larval y se los crié hasta pupa (ver capitulo 2), pero esta vez colocando cada una
en un vasito de 20 ml hasta la emergencia del adulto. A medida que emergieron, se
armaron parejas de adultos virgenes (un macho y una hembra) y se las confiné en jaulas
de tul cilindricas con soporte interno de alambre (10 x 15 x 40 cm) para apareamiento y
oviposicion, hasta la muerte de la hembra. Se realizaron todas las posibles
combinaciones de apareamientos con su respectiva retrocruza: QE x INE, ?NE x JE, QE
x 30, 20 x JE, YNE x 30 and Q0 x &NE, y los controles: E x E, NEx NE y O x 0. Cada

combinacién fue replicada 5-10 veces.
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Una vez muerta la hembra (usualmente al 2°-3° dia de iniciado el experimento),
se registraron los bastones de huevos y se los coloc6 en pequeiias cajas de petri
cubiertas con film para su maduracién y eclosiéon. Apareamiento exitoso fue aquel que
produjo al menos un baston de huevos con emergencia de larvas. A su vez, se conto el
numero de huevos eclosionados de los bastones para estimar la descendencia fértil de

cada pareja.

3.2.3. Analisis estadistico

En el experimento de alimentacidn reciproca se analiz6 la supervivencia larval, la
longitud alar de hembras y machos, y el tiempo de desarrollo larva-adulto mediante
ANOVAs de dos factores, con hospedadora de cria y clado como fuentes de variacidon. El
éxito en el apareamiento se analiz6 mediante una prueba de chi-cuadrado con
correccidn de Yates debido a las bajas frecuencias de apareamientos. Las proporciones
de huevos eclosionados se analizaron con una prueba de Kruskal-Wallis. Los analisis se

realizaron con el programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2008). Se reporta media * EE.

3.3. Resultados

3.3.1. Adaptacion local: prueba de rendimiento en el desarrollo con alimentacion
reciproca

Segun el criterio de identificacién de adaptacion local denominado “local vs.
extranjero”, que compara el rendimiento de las poblaciones en cada “hospedadora de
cria”, ningun clado de C. cactorum mostré un patréon de adaptacién local a su planta
hospedadora, que se evidenciaria por una mayor supervivencia del genotipo local. Se
encontraron diferencias segin la planta hospedadora donde fueron criados los
individuos, pero no segun la identidad del clado (hospedadora de cria Fz7 = 16,53; P <
0,0001; clado Fz7 = 2,43; P = 0,09; interaccion P = 0,31). Las proporciones de larvas que
sobrevivieron no fueron diferentes entre clados cuando fueron criadas sobre cualquiera
de las tres especies de Opuntia. Sin embargo, cuando las tres poblaciones fueron

alimentadas con 0. ficus-indica como hospedadora de cria, las proporciones de larvas
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sobrevivientes fueron mayores, entre 0,46-0,79; cuando se utilizéo 0. megapotamica
fueron intermedias, entre 0,2-0,52; y con O. elata var. cardiosperma sobrevivieron las
menores proporciones de larvas, entre 0,07-0,18 (Figura 3.1).

Segun los otros parametros medidos (longitud alar de machos y hembras, y
tiempo de desarrollo larva-adulto), no se evidencié nuevamente ningtin patrén de
adaptacion local de los clados a sus plantas hospedadoras. La longitud alar de las
hembras de C. cactorum vari6 segin la hospedadora de cria donde fueron alimentadas
(Fz44=8,18, P<0,0011), pero no segtn el clado al que pertenecian (Fz 44 =1,93, P<
0,16; interacciéon P = 0,12). Para cada hospedadora de cria, las longitudes alares de las
hembras fueron similares: cuando O. elata var. cardiosperma fue la hospedadora, el
rango de longitudes alares fue 10,22-12,53 mm; cuando fue 0. megapotamica 11,89-
13,89 mm; y en O. ficus-indica 13,75-13,81 mm (Tabla 3.1). En el caso de los machos, la
longitud alar varié segun el clado (Fz 49 = 7,3; P <0,002) y la hospedadora de cria (Fz 49
=12,3; P<0,0001, interaccién P = 0,08). Sin embargo, en ninguna hospedadora de cria
los machos del clado local fueron mas grandes que los provenientes de los otros clados.
Los machos provenientes del clado oeste midieron entre 8,95-11,84 mm y fueron mas
pequefios que los de los clados este y noreste, que midieron entre 10,08-12,39 mm. Las
alas de los machos de los tres clados criados en 0. megapotamica midieron entre 10,24-
12,17 mm, en O. elata var. cardiosperma midieron entre 8,95-11,01 mm, siendo mas
pequefios que cuando fueron criados en O. ficus-indica, con longitudes alares entre
11,84-12,39 mm (Tabla 3.1).

Por el contrario, los tiempos de desarrollo de larva-adulto de C. cactorum fueron
diferentes entre los clados (Fz 45 = 26,66; P < 0,0001) pero no entre las hospedadoras
donde fueron criados (Fz 45 = 2,48; P < 0,09, interaccién P = 0,78). Los insectos
provenientes del clado oeste desarrollaron mas rapido en todas las hospedadoras de
cria, entre 44,40-49,03 dias, que los provenientes de los clados este y noreste, entre

90,44-118,65 dias (Tabla 3.1).
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Figura 3.1. Proporcion de larvas de Cactoblastis cactorum que alcanzaron el estado de
pupa, pertenecientes a tres clados de diferentes regiones de Argentina originariamente
colectados sobre tres plantas hospedadoras de Opuntia (hospedadora original) y criados
sobre dichas especies en maceta (hospedadoras de cria): O. elata var. cardiosperma del
noreste, 0. megapotamica del este y O. ficus-indica del oeste. Se reporta media + EE.
Letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05).
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Tabla 3.1. Longitud alar de hembras y machos de Cactoblastis cactorum pertenecientes a
tres clados de diferentes regiones de Argentina (noreste, este y oeste), recolectados
sobre distintas especies de Opuntia (hospedadora original) y criados sobre las mismas
tres especies (hospedadora de cria). Se reporta media + EE.

Longitud de ala (mm) Tiempo de

Hembras Machos desarrollo larva-
adulto (dias)

Hospedadora de cria
Clado - Hospedadora original

0. el. var. cardiosperma

Noreste -0. el. var. cardiosperma -- 10,08 + 0,32ab DF
Este - 0. megapotamica 12,53 + 0,59ab 11,01 £ 0,40bc 118,65 £ 11,87¢
Oeste - O. ficus-indica' 10,22 £ 0,162 8,95 + 0,542 49,03 £ 3,682

0. megapotamica

Noreste -0. el. var. cardiosperma 13,89 + 0,56P 12,17 £ 0,62¢d 102,36 £ 5,90¢
Este - 0. megapotamica 12,24 £ 0,54ab 11,12 + 0,43bed 102,70 £ 11,44¢
Oeste - O. ficus-indica! 11,89 + 0,643b 10,24 + 0,28abc 54,39 + 2,663

0. ficus-indica!

Noreste -0. el. var. cardiosperma 13,75 +0,51b 11,93 £ 0,71 90,77 + 7,89bc
Este - 0. megapotamica 13,76 + 0,46P 12,39 £ 0,214 90,44 + 7,25bc
Oeste - 0. ficus-indica! 13,81 £0,28b 11,54 + 0,19bcd 44,40+ 0,732

Medias con letras distintas son significativamenterdiites (P < 0,05).
10rigen México.
DF: datos faltantes.

3.3.2. Compatibilidad reproductiva: prueba de apareamiento cruzado

Las proporciones de apareamientos exitosos (presencia de bastones de huevos)
entre los individuos cruzados provenientes de diferentes clados con respecto a los
individuos del mismo clado fueron similares, evidenciando compatibilidad reproductiva
entre ellos. Los apareamientos exitosos sélo alcanzaron valores entre 0,14 y 0,25, tanto
para parejas control de individuos de la misma regidn, como en parejas mixtas
compuestas por individuos de diferentes regiones (X?=1,57; g1 =4; P = 0,97, Figura 3.2).
La proporcion de huevos que desarroll6 exitosamente y eclosion6 no fue diferente entre
los huevos ovipuestos por parejas compuestas por individuos de la misma regién o de
diferentes (H = 7,14; P = 0,21, Figura 3.3), con un rango de 0,29 + 0,28 y 0,87 + 0,10. A
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pesar de la falta de diferencias significativas, hubo una tendencia a la mayor eclosién de
huevos ovipuestos por parejas mixtas, cuya proporcion de huevos eclosionados oscilé

entre 0,39 y 0,87, respecto de las parejas control, con proporciones de entre 0,29y 0,47.
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Figura 3.2. Proporcién de apareamientos exitosos de parejas de Cactoblastis cactorum
provenientes de tres clados recolectados en tres regiones de Argentina (NE: noreste, E:
este y O: oeste). No se encontraron diferencias significativas (P = 0,97).
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Figura 3.3. Proporcion de huevos eclosionados de apareamientos entre individuos de
Cactoblastis cactorum provenientes de tres clados recolectados en tres regiones de
Argentina (NE: noreste, E: este y O: oeste). Se reporta media + EE. No se encontraron
diferencias significativas (P = 0,21).

3.4. Discusion
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Uno de los criterios para analizar experimentos de cria reciproca es el conocido
como “local vs. extranjero”, y se relaciona directamente con la adaptacién local porque
evalua las diferencias genéticas en el fitness de los individuos dentro de cada habitat
(Kawecki & Ebert, 2004). A partir de los resultados del experimento de cria reciproca se
sugiere que ninguno de los clados de C. cactorum esta adaptado localmente a sus
especies hospedadoras. El rendimiento (medido como mayor supervivencia, mayor
tamafo de los adultos y menor tiempo de desarrollo larva-adulto de las larvas criadas en
sus hospedadoras originales) fue similar, o incluso inferior, que el rendimiento de los
individuos que provenian de otros clados (Figura 3.1). Se evidenci6 una tendencia a un
mejor rendimiento de todas las poblaciones de C. cactorum cuando fueron criadas en la
especie exotica O. ficus-indica con respecto a las hospedadoras de cria nativas, como fue
observado también en el capitulo anterior. Los espacios libre de defensas anti-herbivoro
que suelen proveer las especies hospedadoras de nueva asociaciéon han sido observados
en muchas otras plagas en relacién con sus nuevas hospedadoras (Gandhi & Hermes,
2010).

Otro ejemplo de especie hospedadora de nueva asociacion para C. cactorum es la
hospedadora norteamericana Opuntia stricta (Haw.) Haw, cuya falta de historia
coevolutiva con la polilla pudo haber sido la causa del exitoso control de esta planta
invasora en Australia (Dodd 1940; Woodard et al 2012). La fuerte preferencia de C.
cactorum por O. stricta en el sudeste de los Estados Unidos y el Caribe (Baker & Stiling,
2009; Pemberton & Liu, 2007) sugiere que esta hospedadora es mas adecuada que otras
hospedadoras potenciales. Se ha sugerido también que el limitado éxito del control
biol6gico de nopales en Sudafrica habria sido ocacionado por la falta de hospedadoras
mas adecuadas para C. cactorum (Annecke & Moran, 1978). El encuentro con nuevos
hospedadores podria ser un factor importante que explicaria la rapida propagaciéon de C.
cactorum en areas invadidas, y se estarian hallando evidencias de que las pobres
defensas que poseen O. stricta 'y O. humifusa colaborarian con la rapida expansion de la
polilla de la tuna en Florida, EE. UU. (Marsico et al., 2011).

En general, las especies de plantas que carecen de una historia evolutiva en
asociacion con herbivoros invasores han demostrado poseer menos defensas contra
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ellos y favorecen al herbivoro en su éxito en la invasion (Desurmont et al,, 2011; Gandhi
& Herms, 2010; Parker et al., 2006; Woodard et al., 2012).

La adaptacion local de un herbivoro a las defensas de las plantas puede facilitar o
impedir las asociaciones con nuevas hospedadoras, y asi afectar su éxito potencial de
invasion en ambientes nuevos. El éxito en la invasion puede depender de las
interacciones evolutivas pasadas. Las consecuencias del proceso de invasion de C.
cactorum en América del Norte frente a especies norteamericanas de Opuntia sin la
capacidad de defenderse contra C. cactorum puede acelerar la expansion hacia el oeste y
la destruccién de especies hospedadoras.

Con respecto a la compatibilidad reproductiva, a pesar de haber obtenido en
general un bajo éxito en el apareamiento en condiciones de laboratorio, hasta el
momento no se evidencia incompatibilidad entre individuos de C. cactorum
provenientes de diferentes regiones geograficas y pertenecientes a diferentes clados.
Estudios previos sobre el comportamiento de apareamiento de C. cactorum en el campo
encontraron que el cortejo no es elaborado, que casi el 100% de las hembras que fueron
vistas copular contenian un espermaté6foro en su bolsa copuladora cuando eran
disecadas posteriormente, y que oviponian siempre que hubieran sido copuladas (Hight
et al.,, 2003). Estas observaciones indicarian que el fracaso en los apareamientos en
laboratorio encontrado en el presente trabajo y medido como parejas que no
ovipusieron, serian consecuencia de falta de cpula y no de falta de motivacién para
oviponer. Es probable que las bajas tasas de apareamiento se deban a las condiciones
artificiales utilizadas para los experimentos. Estos resultados se podrian complementar
con réplicas adicionales y/o con experimentos en condiciones mas naturales para
incrementar el éxito en el apareamiento.

Si se evaluian los resultados de estas dos pruebas en conjunto se puede sugerir
que ni la adaptacion local o la incompatibilidad reproductiva estarian generando las
barreras al flujo génico que determinan la estructura genética de las poblaciones de C.
cactorum. Una explicacién alernativa seria que las poblaciones estuvieran estructuradas
producto de eventos estocasticos o en relacion a la proximidad geografica y no en
relacidn a la asociacion y uso de sus plantas hospedadoras. Este mismo fenémeno se ha
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observado en el escarabajo Acanthoscelides obtectus Say, donde la diversidad genética de
sus poblaciones también estaba principalmente estructurada geograficamente (Restoux
etal, 2010).

Una explicacidén alternativa es que las variaciones en los tiempos de desarrollo
sobre las distintas plantas hospedadoras podrian generar la estructuracion genética. Por
ejemplo, se sabe que las poblaciones de C. cactorum que se alimentan de 0. quimilo
tienen sélo dos generaciones anuales, mientras que sobre O. ficus-indica poseen tres
(Logarzo et al., 2010; Mann, 1969); y los resultados sobre las diferencias en los tiempos
de desarrollo encontrados en este trabajo también apoyan esta idea (Tabla 2.4). Dadas
estas diferencias en la fenologia y el corto tiempo de vida de los adultos de C. cactorum,
la probabilidad de encuentro entre adultos de diferentes poblaciones disminuiria
evitando el cruzamiento entre diferentes clados y generando una falta de sincronizacion.
El hallazgo de pareja es esencial para el intercambio de genes, e implica componentes
tanto espaciales como temporales. Se han identificado muchos ejemplos empiricos en
los cuales dichos componentes son importantes, y se han estudiado algunas cuestiones
subyacentes en mariposas y polillas (Dennis & Shreeve, 2008; Robinet et al., 2008;
Roland et al., 2000). En particular, a pesar de que para los insectos fitéfagos la planta
hospedadora puede ejercer un profundo efecto sobre la tasa de crecimiento de los
inmaduros y en consecuencia, en la dindmica de la emergencia (Nylin et al., 1996;
Scriber & Slansky, 1981), el efecto de la planta hospedadora en el patrén de emergencia
de la descendencia ha sido poco estudiado. Uno de los pocos trabajos publicados en este
tema, investigo recientemente la fenologia de emergencia de la polilla Lobesia botrana
Denis & Schiffermueller en una poblacién salvaje y estimé que difiere entre las plantas
hospedadoras (Thiéry et al., 2013).

Estudios futuros podrian incluir la evaluacién y comparacion de los periodos de
emergencia de los adultos de C. cactorum y sus respectivos vuelos entre los diferentes
clados y en relacion a diferentes plantas hospedadoras. Hasta el momento, los resultados
obtenidos para C. cactorum indican que los factores que determinan la estructura

genética de sus poblaciones siguen estando poco claros.

56



Capitulo 4. Enemigos naturales de Cactoblastis cactorum: su
distribucion y especificidad, y protocolo de cria de Apanteles
opuntiarum.

4.1. Introducciéon

A partir de la amenaza que constituye C. cactorum para la industria de la tuna y la
biodiversidad de cactus de México y Estados Unidos, se han empleado tacticas de
manejo que incluyen restricciones al movimiento de plantas, remocién y saneamiento de
plantas (remocién y destruccidn de C. cactorum), desarrollo de una feromona sintética
para la deteccidn temprana de las polillas en areas de alto riesgo, campanas de
comunicacién de riesgo y la técnica del macho estéril (Hight et al., 2008). Estas técnicas
de control han sido utilizadas frente a explosiones demograficas o contra poblaciones en
los bordes de la distribucién geografica de la polilla. Por ejemplo, la remocién de plantas,
el saneamiento y la liberaciéon de machos estériles fueron utilizados exitosamente en Isla
Mujeres e Isla Contoy, México, cuando se detect6 la presencia de C. cactorum en 2006 y
2007, respectivamente (NAPPO, 2009). Si bien la técnica de liberacién de machos
estériles ha logrado disminuir las densidades poblacionales de C. cactorum en algunas
zonas de Estados Unidos, no fue efectiva para frenar su dispersion hacia el oeste,
probablemente debido a las altas densidades de la polilla (Stiling, 2002); ademas, es una
técnica que sélo funciona en areas restringidas como valles o islas, o en bordes de la
distribucién poblacional, pero que no lograra controlar a la plaga en grandes
extensiones (J. Carpenter, comunicacion personal). Por lo tanto, se estan investigando
tacticas de manejo adicionales y biol6gicamente racionales como el control biologico a
fin de reducir el impacto de C. cactorum sobre Opuntia spp. Si bien la utilizacién de
control biolégico contra C. cactorum incluye algunos riesgos, éstos pueden ser mitigados
si se selecciona como agente de control un enemigo natural exdtico proveniente del area
nativa de la polilla y especifico del género Cactoblastis para ser introducido en las areas
invadidas (Pemberton & Cordo, 2001). Los pasos mas importantes para la
implementacion de un programa de control biolégico clasico incluyen: identificacion

precisa de la especie plaga, relevamientos de enemigos naturales (insectos, nematodos,
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patdgenos, etc.) en el area de origen de la plaga, y determinacion de la especificidad de
hospedadores para evaluar el impacto potencial tanto sobre la especie blanco como
sobre las no blanco (Bellows & Fisher, 1999; Driesche & Hoddle, 2000).

Una revision bibliografica de enemigos naturales de C. cactorum (Pemberton &
Cordo, 2001) revel6 que posee al menos 8 o 9 parasitoides asociados, entre los cuales se
destacaron el braconido Apanteles alexanderi Bréthes, y el ichneumonido Telemucha sp.,
ambos con tasas de ataques de hasta el 30% de las larvas en el campo.

En un principio, el parasitoide larval gregario A. alexanderi fue identificado como el
candidato mas importante para el control de C. cactorum por su frecuencia de aparicién,
prevalencia e impacto sobre la polilla de la tuna. Sin embargo, este parasitoide demostré
tener habitos polifagos sobre otras polillas de cactus (Pyralidae) en Argentina (De
Santis, 1979; Pemberton & Cordo, 2001), por lo que fue posteriormente considerado
inadecuado para el control bioldgico de C. cactorum.

A partir de los relevamientos de estadios inmaduros de C. cactorum y otros
lepidépteros cactéfagos realizados en Argentina desde agosto de 2007 y luego de un
minucioso examen morfolégico de los especimenes, se sospechd la presencia de mas de
una especie. Se diferenciaron dos morfotipos sobre los cuales se realizaron estudios
moleculares y taxonémicos que confirmaron la presencia de dos especies: A. alexanderiy
Apanteles opuntiarum Martinez & Berta (Martinez et al., 2012), distinguibles
principalmente por el largo del ovipositor, mucho mas corto en A. opuntiarum (Figura
4.1) y aparentemente, por su espectro de hospedadores.

En este capitulo se describe la distribucién y espectro de hospedadores en el
campo de ambas especies de Apanteles en Argentina, asi como algunos aspectos de la
biologia de A. opuntiarum, proporcionando informacién sobre la técnica de cria en
laboratorio, tasas de ataque, proporcién de sexos, e informacién bionémica basica
(fecundidad y longevidad), para identificar su potencial como agente de control

bioldgico de C. cactorum.
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Figura 4.1. Diferencias morfoldgicas en el largo del ovipositor de Apanteles alexanderi
(izquierda) y Apanteles opuntiarum (derecha). Fotos: Juan José Martinez.

4.2. Materiales y métodos
4.2.1 Relevamiento de enemigos naturales de Cactoblastis cactorum

El relevamiento de enemigos naturales se realizé a partir de los muestreos
intensivos de estadios inmaduros de C. cactorum encontrados durante los estudios de
patrones de utilizacién de plantas hospedadoras (Capitulo 2). Ademas, se recolectaron
otros lepidopteros cactéfagos sobre las especies de Opuntia revisadas y sobre otras
especies de cactus simpatricas. Todas las muestras de larvas fueron transportadas al
laboratorio, confinadas en recipientes plasticos con trozos del cactus hospedador
original, y revisadas cada 2-3 dias hasta el completo desarrollo de las larvas de C.
cactorum u otras polillas, o 1a aparicidn de los capullos de los parasitoides. Larvas
parasitadas o pupas de las polillas fueron colocadas individualmente en vasitos de
plastico de 20 ml hasta la emergencia del adulto parasitoide o de la polilla. Los
parasitoides fueron fijados en etanol 96% y las polillas conservadas en freezer a -12°C

para su posterior identificacion.
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4.2.2. Identificacion taxondémica

La identificacion de C. cactorum fue realizada de acuerdo con lo descripto en la
seccidn 2.2.5. Otros lepidopteros fueron identificados por Fernando Navarro y Paula
Zamudio (Facultad de Ciencias Naturales e Instituto Miguel Lillo, Universidad Nacional
de Tucuman). Los parasitoides del género Apanteles fueron identificados por Juan José

Martinez (Museo Argentino de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia”).

4.2.3. Estudios en laboratorio de Apanteles opuntiarum

Para establecer una colonia de A. opuntiarum, se utilizaron larvas de C. cactorum de
la colonia de laboratorio y larvas parasitadas provenientes de Quilino (ver seccién
2.2.2). Las larvas parasitadas se detectaron por la presencia de capullos pupales
gregarios fuera del cuerpo de la larva hospedadora muerta (Figura 4.2). Cada grupo de
capullos (provenientes de una larva lepidéptera parasitada) fue colocado
individualmente en un vasito de 20 ml con un hilo de miel para alimentar a los adultos
emergentes. Una vez emergidos los parasitoides, se los colocé para apareamiento en
frascos de 3 1 con miel y algod6n hiimedo, en una proporcién de 2:1, macho: hembra
(maximo 30 individuos). Cuando fue posible, se colocaron machos y hembras que no
fueran hermanos (emergentes de diferentes larvas parasitadas). Luego de 24-48 horas,
las hembras potencialmente fertilizadas de A. opuntiarum fueron confinadas
individualmente en recipientes transparentes de 500 ml con 10-50 larvas hospedadoras
de C. cactorum de segundo o tercer estadio, con alimento para ambas especies: miel para
los parasitoides y O. ficus-indica para las larvas, cortada en finas rodajas para evitar que
se escondieran del ataque del parasitoide. Luego de la muerte de las hembras de A.
opuntiarum (24-72 horas), las larvas de C. cactorum fueron transferidas cuidadosamente
a contenedores plasticos ventilados junto con trozos de cladodios de O. ficus-indica hasta
completar su desarrollo o hasta la muerte provocada por el parasitoide.

Para determinar las condiciones de recria que optimizaron el éxito reproductivo
de A. opuntiarum, se desarrollaron una serie de experimentos de parasitacion donde se
determino el efecto del origen de la hembra parasitoide, de la presencia de una segunda
hembra parasitoide y de la densidad de hospedadores de C. cactorum ofrecida.
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En el primer experimento se utilizaron dos origenes de hembras parasitoides,
definidos como “hembras de campo” cuando eran emergidas de larvas parasitadas
recolectadas en el campo, y “hembras de laboratorio” cuando pertenecian a una Fq
obtenidas de larvas parasitadas con anterioridad en condiciones de laboratorio. En
ambos casos, las hembras adultas eran confinadas para apareamiento con machos de su
mismo origen. Se utiliz6 una sola hembra para parasitar a 30 larvas de segundo estadio,
con 10-12 réplicas. En el segundo experimento, para determinar el efecto de la presencia
de una segunda hembra durante la parasitacion, se colocaron 1 o 2 hembras de A.
opuntiarum en el recipiente para que atacaran 30 larvas de segundo estadio, con 5-10
réplicas. En el tercer experimento, se evalu6 la densidad de hospedadores variando el
numero de larvas expuestas: 10, 30 y 50 larvas de segundo estadio, con 5-10 réplicas.
Para todos los experimentos se registraron cuatro variables como medida de éxito
reproductivo de A. opuntiarum: cantidad de larvas parasitadas de C. cactorum, tamafio
de la descendencia de parasitoides como cantidad de capullos y de adultos de la avispa
emergidos, y proporcion de sexos de la descendencia de parasitoides.

Ademas, se estim6 la longevidad de los adultos y la fecundidad potencial de A.
opuntiarum. En el primer caso se colocaron adultos recién emergidos en cajas de Petri
conteniendo algodén humedo e hilos de miel. Los adultos fueron revisados diariamente
y las fuentes de alimento y humedad fueron reemplazadas cuando fue necesario. Se
registraron las fechas de emergencia y muerte de los adultos. La fecundidad potencial
fue estimada disecando 10 hembras de la avispa inmediatamente después de su
emergencia y contando bajo microscopio (400x) los oocitos en las ovariolas.
Previamente se utiliz6 detergente para separar los conglomerados de oocitos y facilitar

el conteo.
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Figura 4.2. Larvas del dltimo estadio de Apanteles opuntiarum antes (izquierda) y
después (derecha) de formar sus capullos sobre una larva muerta de Cactoblastis
cactorum.

4.2.4. Analisis estadistico

El efecto del origen de la hembra parasitoide sobre la cantidad de larvas
parasitadas de C. cactorum por hembra, y capullos, avispas emergidas y proporcion de
hembras parasitoides de la descendencia fue analizado mediante pruebas U de Mann-
Whitney. El efecto de la cantidad de hembras de A. opuntiarum utilizadas para parasitar
sobre la cantidad de larvas parasitadas y capullos del parasitoide obtenidos en la
descendencia fue analizado mediante pruebas de T; y sobre la cantidad de avispasy
proporcién de sexos con pruebas U de Mann-Whitney. Finalmente, el efecto de la
densidad de hospedadores sobre larvas parasitadas, capullos, avispas emergidas y
proporcién de hembras de la descendencia se analizaron mediante Kruskal-Wallis y
pruebas de Duncan para comparaciones post-hoc; y sobre la proporcién de larvas
atacadas con un ANOVA de un factor. Los andlisis estadisticos se realizaron con el

programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2008). Se reporta media + EE.
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4.3. Resultados

4.3.1. Relevamiento de enemigos naturales de Cactoblastis cactorum
Apanteles opuntiarum fue el parasitoide mas comun sobre C. cactorum y estuvo
restringido a dos especies del género Cactoblastis. Se obtuvieron capullos de A.
opuntiarum en 42 (44,2%) de los 95 sitios con presencia de C. cactorum. Las restantes 7
especies parasitoides encontradas pertenecieron a las familias Trichogrammatidae,
Tachinidae, Braconidae e Ichneumonidae y se encontraron en 18 sitios (Tabla 4.1).
Apanteles opuntiarum fue encontrado atacando larvas de C. cactorum en todas las
regiones muestreadas, en todas las provincias con excepcion de Mendoza, y sobre todos
los clados (Figura 4.3). De las 10 Opuntia spp. donde se encontraron larvas de C.
cactorum, en 6 (60%) especies emergieron parasitoides de A. opuntiarum (Tabla 4.2).
Opuntia ficus-indica, O. elata var. elata y 0. megapotamica fueron las hospedadoras mas
frecuentemente encontradas con larvas de C. cactorum atacadas con A. opuntiarum, en
55,6-60,5% de los sitios. Apanteles opuntiarum también fue hallado en dos sitios
parasitando larvas de Cactoblastis doddi, sobre O. sulphurea y O. penicilligera (Tabla 4.2).
La especie congenérica A. alexanderi no fue encontrada sobre C. cactorum pero si sobre
otras especies de lepidopteros pyralidos en 6 provincias: en 5 sitios parasitando a
Tucumania sp. sobre 0. megapotamica y O. elata var. cardiosperma, en 2 sitios a
Cactoblastis bucyrus sobre Trichocereus terscheckii (Parm. ex Pfeiff.) Britton & Rose y T.
pasacana (F. A. C. Weber ex Rumpler) Britton & Rose, y en un sitio posiblemente a

Zophodia sp. sobre T. terscheckii (Tabla 4.3).
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Figura 4.3. Distribucién de Apanteles opuntiarum (circulos grises) emergidos de larvas
de Cactoblastis cactorum recolectadas en Argentina. Las areas punteadas corresponden
aregiones geograficas con diferentes clados de C. cactorum segiin Marsico et al. (2011):
oeste (0), noroeste (NO), noreste (NE), este (E), una regién hibrida con clados
superpuestos (H), y poblaciones del sur (S) que no fueron genéticamente analizadas.
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Tabla 4.1. Enemigos naturales de Cactoblastis cactorum encontrados durante los
relevamientos en Argentina.

Especie de parasitoide Familia aE;tcz;(il(()) Emergido de aStLtCilcl)lsec(oo/I:)
Apanteles opuntiarum Braconidae larva pre-pupa 42 (44,2)
Trichogramma pretiosum Trichogrammatidae huevo huevo 5(5,3)
Pseudochaeta sp. Tachinidae larva larva 4(4,2)
Podogaster sp. Ichneumonidae larva pre-pupa? 4 (4,2)
Epicoronimyia mundeii Tachinidae larva pupa 2(2,1)
Sin identificar Ichneumonidae larva pre-pupa? 1(1,1)
Sin identificar Braconidae larva larva 1(1,1)
Trichogramma sp. Trichogrammatidae huevo huevo 1(1,1)
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Tabla 4.2. Presencia de Apanteles opuntiarum en larvas de Cactoblastis cactorumy C.
doddi sobre Opuntia spp. en centro y norte de Argentina.

Especie de Opuntia* Sitios con Apanteles Prevalencia (%) Especie de Cactoblastis
opuntiarum /Cactoblastis

0. anacantha 1/7 14,3 C. cactorum
0. auriantiaca 0/1 0 C. cactorum
0. elata var. cardiosperma 6/21 28,6 C. cactorum
0. elata var. elata 3/5 60,0 C. cactorum
0. ficus indical 26/43 60,5 C. cactorum
0. leucotrichat! 0/2 0 C. cactorum
0. megapotamica 5/9 55,6 C. cactorum
0. penicilligera 0/1 0 C. cactorum
0. quimilo 1/4 25,0 C. cactorum
0. robusta?l 0/2 0 C. cactorum
Subtotal 42/95 44,2

0. sulphurea 1/4 25,0 C. doddi
0. penicilligera 1/1 100,0 C. doddi
Subtotal 2/6 33,3

* No se encontraron larvas de C. cactorum en las especies O. arechavaletae, 0. bonaerensis, O. monacanthaz?,
0. microdasys?, y O. salmiana también halladas durante los relevamientos.

1 Origen México.

2 Origen Brasil.
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Tabla 4.3. Lepiddpteros parasitados por Apanteles alexanderi'y sus cactaceas
hospedadoras en Argentina.

Provi.n'cia Coordenadas Lepidéptero Cactaceas hospedadoras

Sitio S 0 parasitado
Catamarca

Cuesta de la Cébila 28°44°27,9” 66°21 3447 Zophodia? Trichocereus terscheckii
Chaco

Puerto Tirol 27°21°49,7”  59°03’59,2” Tucumania sp. Opuntia elata var. cardiosperma
Corrientes

4 Bocas 30°03’22,5” 58°00’ 28,5” Tucumania sp. Opuntia megapotamica
Entre Rios

Lucas Gonzalez 32°24’24,8” 59°37'47,9” Tucumania sp. Opuntia megapotamica
Formosa

Pozo del Mortero 24°21’42,2” 62°05'32,8” Tucumania sp. Opuntia elata var. cardiosperma

Laguna Yema 24° 14’ 47,5 61°14’01,2” Tucumania sp. Opuntia elata var. cardiosperma
Jujuy

Pucara Tilcara 23°35°06,6” 65°24’03,7" Cactoblastis bucyrus Trichocereus pasacana

Rt. 9 km. 1821 23°10°17,1” 65°22’17,8” Cactoblastis bucyrus Trichocereus pasacana
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4.3.2. Estudios en laboratorio de Apanteles opuntiarum

El éxito reproductivo de A. opuntiarum medido por la cantidad de descendencia
producida y su proporcién de hembras aumenté principalmente cuando el origen de las
hembras fue el campo y cuando se expusieron 2 hembras a larvas de C. cactorum,
mientras que el aumento en la densidad de larvas hospedadoras no produjo cambios
significativos (Tabla 4.4).

El origen de las hembras de A. opuntiarum utilizadas para parasitar larvas de C.
cactorum no tuvo ningun efecto sobre la cantidad de larvas parasitadas obtenidas (U =
96,5; P =0,21) (Tabla 4.4). En contraste, la descendencia de las hembras de campo fue
mas numerosa que la de laboratorio, obteniéndose 77,17 + 16,79 pupasy 65,08 + 13,82
avispas adultas emergidas, y significativamente diferentes de las 29,70 + 7,29 pupas (U =
85; P=0,048) y 20,0 + 5,7 adultos (U= 77; P=0,012) producidos por las hembras de
laboratorio. La proporcién de hembras de la progenie fue 0,37 + 0,13 para hembras de
campo, y 0 (cero) para las hembras de laboratorio (U = 88; P = 0,031) (Tabla 4.4).

La presencia de una segunda hembra en la misma arena de parasitaciéon no generé
diferencias significativas en la cantidad de larvas parasitadas (T = -0,35; P =0,735),
cantidad de capullos (T =-1,23; P = 0,24), ni cantidad de adultos producidos por hembra
(U =38; P=0,29). Sin embargo, cuando se utilizé una sola hembra, ésta siempre genero
una descendencia compuesta exclusivamente por machos, mientras que la presencia de
una segunda hembra gener6 una progenie mixta con una proporciéon de hembras de 0,38
+ 0,14 (U=45; P=0,02) (Tabla 4.4).

La densidad de larvas hospedadoras afecté la cantidad de larvas parasitadas, que
si bien no fue diferente cuando se ofrecieron 30 o 50 larvas, con un rango de 4,5-6,75
larvas parasitadas, fueron mayores a las 1,89 + 0,54 larvas parasitadas cuando se
ofrecieron 10 larvas (H = 8,92; P= 0,01). Sin embargo, la cantidad de 30 larvas expuestas
fue mas efectiva porque en el 100% de las réplicas se obtuvieron larvas parasitadas. Por
el contrario, con la menor densidad (10 larvas), sélo el 34% de las réplicas tuvo al
menos una larva parasitada, y con la mayor (50), el 29%. Adicionalmente, la proporciéon
de larvas atacadas no fue significativamente diferente (Fz22=0,9; P = 0,42), siendo 0,20;
0,15y 0,13 para las densidades de 10, 30 y 50 larvas, respectivamente. A pesar de que el
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incremento de la densidad de larvas hospedadoras generd un aumento en el tamafio de
la descendencia (capullos y adultos), las diferencias no fueron significativas (H = 4,53; P
=0,10y H=3,18; P = 0,10 para capullos y adultos, respectivamente). La proporcion de
hembras de la descendencia tampoco vari6 segin la abundancia de larvas hospedadoras
ofrecidas, con un rango de 0,05-0,39 (H=1,38; P=0,41) (Tabla 4.4).

La longevidad de los adultos fue diferente entre los sexos (U = 56,50; P = 0,0044).
Los machos vivieron 12,71 + 0,89 dias, aproximadamente un 40% mads que las hembras,
cuya duracion promedio de su vida adulta fue 8,92 + 0,56 dias. Las hembras que no
estuvieron en contacto con larvas hospedadoras vivieron entre 6 y 13 dias, mientras que
las utilizadas para parasitar en general morian al tercer dia. La fecundidad potencial,
medida como cantidad de oocitos maduros en las ovariolas al momento de la
emergencia fue estimada en 396,20 + 35,77, con un rango de 346-450 oocitos. Al
momento de la disecacién, la mayoria de los oocitos estaban desarrollados y su forma
era elongada con un fino pedicelo (Figura 4.4). También se observo una cantidad

adicional de oocitos, mas pequeios e inmaduros que no fueron contados, lo que sugiere

que las hembras de A. opuntiarum son sinovigénicas.

Figura 4.4. Oocitos de Apanteles opuntiarum (izquierda: 400 x, derecha: 100x) de una
hembra recién emergida y disecada.
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Tabla 4.4. Exito reproductivo de Apanteles opuntiarum frente a larvas hospedadoras de
Cactoblastis cactorum, bajo diferentes condiciones experimentales de cria en
laboratorio. Se reporta media * EE.

Larvas Apanteles opuntiarum
Variable parasitadas Adultos Proporcién de
C. cactorum Capullos emergidos hembras

Origen de la hembra parasitoide

Campo 4,42 0,832 77,17 £16,792 65,08 + 13,822 0,37 +0,132

Laboratorio 3,00+ 0,602 29,70 + 7,29¢p 20,0 £5,7v 0+0p
Hembras parasitoides expuestas

1 2,910,552 30,307,112 20,50 + 5,62 0+0a

2% 3,25+ 0,602 49,88 + 18,432 33,25 +10,692 0,38 £ 0,14"
Densidad de larvas hospedadoras

10 1,89 + 0,542 33,00 = 9,462 29,78 +9,33a 0,20 £ 0,122

30 4,50 £ 0,96P 77,00 20,072 63,20 + 16,44 0,39 £ 0,14

50 6,75 +1,75b 85,75 + 20,524 63,25 + 20,792 0,05+ 0,032

* Los valores de las variables medidas estan expresados por hembra.
Medias con letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05).

4.4. Discusion

La distribucién de A. opuntiarum se extendi6 casi tanto como la de sus insectos
hospedadores, siendo su prevalencia del 44% de los sitios con C. cactorum. Ademas,
segun los datos de especificidad de hospedadores obtenidos en el campo, A. opuntiarum
estd restringido a C. cactorum y C. doddi que se alimentan de cactus del género Opuntia.
Registros de colecciones adicionales de A. opuntiarum hechas por otros autores también
lo restringen a estas dos especies de Cactoblastis (Martinez et al., 2012).

Hasta el momento, A. alexanderi demostro tener un espectro de hospedadores
mas amplio que incluye al menos Tucumania, Cactoblastis y posiblemente Zophodia
(larva azul). Un registro previo similar a este ultimo describe también una oruga azul
alimentandose de T. pasacana en Jujuy, y de donde también emergié posteriormente A.
alexanderi (Martinez et al., 2012). Si bien se ha citado a esta especie de Apanteles
atacando a C. doddi, Salambona analamprella (Dyar), Plutella xylostella (Linné),

Argyrotaenia loxonephes (Meyrick) y Argyrotaenia sphaleropa (Meyrick) (Pemberton &
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Cordo, 2001), las identificaciones de los ejemplares de Apanteles recolectados deben ser
revisadas en funcidn de la descripcion de la nueva especie A. opuntiarum, porque
durante las ultimas décadas, todos los parasitoides de lepiddpteros cactéfagos del
género Apanteles fueron considerados como A. alexanderi.

En los ensayos de laboratorio, el mayor éxito reproductivo de A. opuntiarum se
logro ofreciendo 30 larvas hospedadoras, exponiendo 2 hembras del parasitoide y
utilizando hembras de campo. Incrementar de 30 a 50 hospedadoras no gener6 mas
larvas parasitadas, ni mayor proporcion, ni mayor cantidad de adultos de la
descendencia, y la misma proporcion de hembras. La utilizacién de 10 larvas
hospedadoras ha demostrado ser muy ineficaz en términos de éxito reproductivo para A.
opuntiarum y muchas de las larvas mueren en los primeros estadios, probablemente
porque los parasitoides las atacan e insertan el ovipositor numerosas veces. A pesar de
que las hembras de campo tuvieron una tasa de ataque similar a las de laboratorio,
produjeron una descendencia mas grande y con presencia de ambos sexos, fundamental
para la continuidad de la colonia en laboratorio. A su vez, considerando que la
proporcién de sexos 1:1 o desviada hacia hembras es una de las variables mas
importantes para el éxito de cria de himendpteros en laboratorio, la presencia de otra
hembra de A. opuntiarum parece revertir la escasez de hembras de la descendencia en
condiciones de laboratorio. A pesar de que la teoria predice que la presencia de una
segunda hembra en el parche puede disminuir la proporcién de sexos sesgada hacia
hembras (Hamilton, 1967), se esperaba que un aumento en la cantidad de larvas
parasitadas compensara dicho efecto. Sin embargo, se encontré que la presencia de una
segunda hembra aumentd la proporcion de sexos de la descendencia sesgada hacia
hembras y también aument6 el tamafio de la descendencia, aunque no
significativamente. Por otro lado, se ha sugerido que la presencia de huevos en los
hospedadores puede ser una clave mas confiable que la presencia de otra hembra
simultdneamente (Shuker & West, 2004).

La menor supervivencia de las hembras utilizadas para parasitar larvas en
comparacién con hembras no expuestas podria deberse a la reabsorcion de huevos, a
que las larvas de C. cactorum se defienden de los ataques del parasitoide con sus
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mandibulas y/o a que la actividad de parasitar consume mas energia y acorta sus
tiempos de vida. La fecundidad potencial de las hembras (396 oocitos) fue 2,4 veces
mayor a la fecundidad maxima registrada durante los experimentos (166 adultos
producidos/hembra), indicando un mayor potencial reproductivo que el obtenido en las
condiciones experimentales utilizadas.

En general, la literatura sobre estudios de recria y biologia de especies de
Apanteles es escasa, y esta especialmente focalizada a especies de parasitoides solitarios.
Los valores de longevidad reportados en el presente trabajo son similares a los
encontrados para Apanteles machaeralis Wilkison (Peter & David, 1990), y menores a los
hallados para Apanteles taragamae Viereck (Mohan & Sathiamma, 2007), ambos
parasitoides solitarios. Sin embargo, la fecundidad maxima real de A. opuntiarum fue
superior a la hallada para A. machaeralis y mucho mayor que la reportada para A.
taragamae. La alta proporcion de machos de la descendencia suele ser una caracteristica
comunmente hallada para otras especies del género en condiciones de cria de
laboratorio (Kishani Farahani et al., 2012; Kulkarni, 1965). Se sospecha que se debié a la
falta de apareamiento en condiciones de laboratorio ya que probablemente sea una
especie arrenotdquica, como ocurre con muchas especies de insectos himeno6pteros,
particularmente en Apanteles (Allen & Smith, 1958; Tagawa et al., 1987).

La alta prevalencia en el campo, el restringido espectro de hospedadores y el
conocimiento de un buen protocolo de cria en laboratorio para A. opuntiarum convierten
este parasitoide en un buen agente potencial de control bioldgico de C. cactorum en
Estados Unidos. Por esta razdn, ha sido recientemente exportado a la cuarentena del
‘Florida Department of Agriculture and Consumer Services, Division of Plant Industry”
de Florida, Estados Unidos. Los permisos de exportacion fueron otorgados por la
Direccion de Fauna Silvestre y la Direccion Nacional de Ordenamiento Ambiental y
Conservacion de la Biodiversidad (Permiso N° 4612/13), y el Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria (DNPV Permiso N° 87). El permiso de importacién a
Estados Unidos fue emitido por el USDA-APHIS (Permiso N° P526P-13-00380). Los

parasitoides se estan utilizando para establecer una colonia segin el método de cria
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presentado en este trabajo. Posteriormente, se realizaran estudios de especificidad con
especies de polillas cactéfagas nativas de Estados Unidos.

Sin embargo, el método de recria debe ser mejorado para asegurar una
produccién continua de hembras en la descendencia que garanticen la perpetuacion de
la colonia sin la necesidad de introducciones periddicas de insectos de campo. Se estan
realizando ensayos adicionales sobre comportamiento de apareamiento, capacidad
reproductiva, condicién gregaria y biologia general del parasitoide para determinar
mejores condiciones de cria. Hasta el momento, ensayos preliminares indican que A.
opuntiarum no es poliembriénica (modo de desarrollo que involucra la produccién de
embriones multiples genéticamente idénticos a partir de un solo huevo por divisiéon
clonal), sino que deposita una gran cantidad de huevos con una sola insercién del
ovipositor en una larva hospedadora (que dura aproximadamente un segundo).

Los resultados obtenidos en este capitulo contribuyen a comprender la
interaccién parasitoide-hospedador y a optimizar los procedimientos de cria en
laboratorio de A. opuntiarum. Esto facilitara los estudios de especificidad en Estados

Unidos, una eventual produccién en masay liberaciones a campo.
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5. Discusion general y conclusiones

Los estudios sobre cdmo las interacciones biéticas influyen en las tasas de
crecimiento y rutas de invasion son cada vez mas frecuentes para plantas exoticas, no asi
para insectos invasivos. La invasion de C. cactorum en América del Norte y la amenaza
que constituye para la industria de la tuna y la biodiversidad de cactus produjeron
numerosos interrogantes para desarrollar un buen caso de estudio.

El presente estudio se focaliz6 en aspectos pendientes de la bioecologia de la
polilla de la tuna en su area nativa, incluyendo su distribucién y patrén de uso de
hospedadores y evaluando posibles causas para la restriccion al flujo genético y
estructuracion génica de las poblaciones. Se estudi6 la gama de plantas hospedadoras, la
preferencia de oviposiciéon de las hembras, los patrones de utilizacién en relacién a la
disponibilidad de hospedadoras y la adaptacion a dichas hospedadoras, y el aislamiento
reproductivo entre las poblaciones. Hasta la fecha no se contaba con estudios
sistematicos ni de interaccién de C. cactorum con sus hospedadoras en el extenso area
de su distribucion nativa que caracterizaran el uso de hospedadoras en Argentina. Si
bien recientemente se intent6 identificar el patrén geografico de uso de plantas en
Argentina (Brooks et al., 2012), la falta de datos sobre la abundancia relativa de las
plantas impidi6é determinar si el patrén observado era consecuencia de la disponibilidad
de plantas o de la preferencia de las hembras. Ademas se sugirié que la estructura
genética de C. cactorum descripta por Marsico et al. (2011) representaba ecotipos
dentro de la especie generados por la utilizacién de diferentes hospedadoras. La
hipétesis de Brooks et al. (2012) indicaba que la invasién de un tnico ecotipo de C.
cactorum impondria limitaciones bidticas a su distribucién exética. Si la preferencia y
espectro de hospedadoras del genotipo invasor fueran limitados y distintos del resto de
los genotipos, las consecuencias en la dindmica de la invasidn serian diferentes
comparado con una especie con la misma preferencia para todos sus genotipos.

Los principales resultados de campo del presente estudio indicaron que ninguno
de los clados de C. cactorum mostroé preferencias de oviposicién sobre sus hospedadoras

naturales, sino que utiliz6 a las plantas en funcion de la disponibilidad. Los ensayos de
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preferencia en laboratorio mostraron oviposicién en casi todas las especies de Opuntia
expuestas, aunque con preferencia por varias especies (0. ficus-indica, O. quimilo, O.
leucotricha, O. elata var. cardiosperma y 0. megapotamica). Sin embargo, esta
preferencia no se correspondid con un mejor rendimiento en el desarrollo de C.
cactorum sobre estas especies. A pesar de no ser el mejor substrato para oviposicion, O.
robusta demostro6 ser la mejor hospedadora, O. ficus-indica y O. leucotricha fueron
intermedias y O. quimilo una de los peores. En general, el rendimiento en el desarrollo
larval sobre las especies mexicanas (O. ficus-indica, O. leucotricha y O. robusta) fue mejor
que sobre las especies sudamericanas. Se puede inferir, entonces, que
independientemente de la aparente preferencia de C. cactorum por algunas especies, su
establecimiento y dispersién en ambientes ex6ticos dependera del éxito en el desarrollo
larval, que se verd influido, a su vez, por la calidad y disponibilidad de hospedadoras
adecuadas que encuentre en las rutas de invasion. Si bien se han realizado otros estudios
de preferencia de C. cactorum (Jezorek et al., 2010; Mafokoane et al., 2007; Myers et al.,
1981; Tate et al., 2009), ninguno se hab{a llevado a cabo en el area de distribucién
nativa, ni con sus hospedadores naturales.

Por otro lado, se observé que los clados de C. cactorum no estan adaptados
localmente a sus plantas hospedadoras y no poseen incompatibilidad reproductiva.
Tanto en el experimento de rendimiento en el desarrollo (Capitulo 2), como en el de
adaptacidn local (Capitulo 3) se encontro que O. ficus-indica y las otras especies
mexicanas son mejores hospedadoras, presentando espacios libres de defensas anti-
herbivoro. Por el contrario, el resto de las especies nativas que tienen una historia de
evolucién en asociacion mas larga con C. cactorum representan hospedadoras de menor
calidad.

A pesar de que en las areas invadidas esté presente un tnico clado de C. cactorum,
se observo que los patrones de utilizacion de hospedadoras es igual para todos los
clados. Estos resultados predicen que podria expresar al maximo su espectro fisioldgico
de plantas hospedadoras, aumentando el riesgo de ataque a especies de Opuntia que
representen espacios libres de defensa y nuevas asociaciones, como las especies
mexicanas.
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Combinando los resultados obtenidos de los relevamientos de campo y los
ensayos de laboratorio se descart6 la hipotesis de que la variacion geografica en el uso
de hospedadoras y la estructuracién de las poblaciones se originaron por diferencias en
las preferencias, llevando a adaptacion local a sus plantas hospedadoras y una
consecuente divergencia genética. También se descart6 la incompatibilidad
reproductiva como fenémeno que podria conducir al aislamiento de las poblaciones.

Los factores que determinan la estructura genética de las poblaciones de C.
cactorum siguen siendo inciertos. Hasta el momento, dos hipoétesis explicarian la
existencia de los clados: 1) la proximidad geografica de las poblaciones, y 2) las
diferencias en los tiempos de desarrollo generados por la utilizacién de diferentes
hospedadoras (segun la disponibilidad en la zona). A partir de las diferencias en el
desempefio larval sobre las distintas especies de Opuntia, se infiere que la calidad de las
plantas hospedadoras difiere. Ademas, C. cactorum presenta distinta cantidad de
generaciones por afio, produciendo una eventual desincronizacion en la emergencia de
adultos y generando barreras reproductivas. Seria interesante evaluar la capacidad de
dispersion e identificar los periodos de vuelo de los adultos de cada regién y algiin
posible efecto latitudinal para corroborar la hipétesis de la falta de sincronizacién de los
adultos en el campo.

Con respecto al manejo integrado y en particular al control biologico de C.
cactorum, se relevaron enemigos naturales y se seleccioné a A. opuntiarum como agente
de control bioldgico. Asimismo, se desarroll6 un protocolo de cria exitoso en laboratorio,
maximizando su éxito reproductivo y se determind el espectro de hospedadores en el
campo de dos especies de Apanteles. Queda pendiente continuar con los estudios de
especificidad de A. opuntiarum en laboratorio, tanto sobre especies nativas como
norteamericanas. Ademas, se debe continuar con las investigaciones sobre la biologia
reproductiva para mejorar aiun mas la cria en laboratorio, y determinar las causas de la
proporcion de sexos sesgada hacia machos de la descendencia en condiciones de
laboratorio. Se investigara si es debido a falta de apareamiento o a esterilidad de los

machos y sus posibles causas.
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En resumen, la informacion provista en este trabajo facilitara predecir la
dispersion de C. cactorum en América del Norte y ayudara a comprender la dinamica de
la interaccion entre C. cactorum y sus plantas hospedadoras, proporcionando
informacion para evaluar el riesgo y la futura propagacion. A partir del patrén de uso de
hospedadores encontrado en C. cactorum basado en la utilizacion de plantas en funcién
de su disponibilidad, sera posible trazar las rutas y la velocidad de la expansion de su
distribucién geografica. Conociendo la distribuciéon de las Opuntia y la capacidad de
desarrollo de la polilla en las distintas especies presentes en las zonas invadidas se
podran efectuar predicciones de su expansion futura. Finalmente, la eventual liberacion
de A. opuntiarum para ser utilizado como agente de control biolégico complementara las

estrategias actuales de control integrado y sustentable de C. cactorum.
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