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Resumen

Leptoglossus occidentalis Heidemann es una plaga nativa de Norteamérica, asociada
con danos en pinas y semillas en huertos semilleros, donde presenta su principal
enemigo natural, Hadronotus pennsylvanicus Ashmead. La introduccion de esta plaga
en la cuenca mediterranea coincide con la reduccion del rendimiento de las cosechas
de pindn blanco, producto forestal con alto valor econémico, fenémeno denominado
“sindrome de la pifa seca”. Los objetivos de este estudio se centran en relacionar los
danos causados por L. occidentalis en pinas de Pinus pinea L. con dicho sindrome, en
identificar especies de parasitoides nativos, estimar su sincronizacion con L.
occidentalis, y en evaluar la aptitud como agente de control biolégico del parasitoide con
mayor impacto en la poblacion plaga. Los danos estacionales en pinas y pinones se
estimaron mediante tres ensayos de embolsamiento de pinas con insectos en diferentes
momentos de su desarrollo fenoldgico, mientras que los danos causados por la
poblacion se estimaron mediante la proteccion y exposicion de pinas durante su
desarrollo fenolégico en un banco clonal. Se realizaron cuatro prospecciones de
parasitoides de huevos nativos, tres en el banco clonal y una en una repoblacion de P.
pinea. El impacto de las especies se estim6é mediante el calculo de cuatro indices de
parasitismo y su sincronizacion con L. occidentalis se defini6 mediante el monitoreo
visual de la plaga en el banco clonal durante dos anos. La aptitud de O. obscurus como
agente de control biolégico se estim6 en condiciones estandar de laboratorio (21 + 2°C;
HR 40% + 10%) y luz blanca (16:8; L:0) mediante la comparacién de sus parametros
biologicos y demograficos con los de H. pennsylvanicus. Los resultados indican que L.
occidentalis es uno de los causantes del “sindrome de la pina seca”, aunque no se
puede descartar la influencia de otros factores. La severidad de los danos varia en
funcion del momento del desarrollo fenolégico de las pinas y pinones en la que se
alimenta esta especie, reduciéndose con el avance de su desarrollo. La mortalidad de
las pinas de primer (10,0% - 100,0%) y tercer ano (0,0% - 90,0%) se reduce con el
endurecimiento de las bracteas, mientras que la mortalidad de las pinas de segundo
ano fluctia manteniéndose elevada durante todo su desarrollo (10,0% - 100,0%). En las
pinas de tercer ano, el rendimiento (2,1% - 3,6%) aumenta de forma progresiva a partir

de junio con la maduracion de los pinones, mientras que la severidad de los danos en
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los pinones disminuye siguiendo la secuencia: pinones abortados, tipo lIf, tipo llu, tipo It
y tipo Ip. Se identificaron dos parasitoides nativos, Ooencyrtus pityocampae (Mercet) y
Ooencyrtus obscurus (Mercet), no solapandose con L. occidentalis hasta julio.
Ooencyrtus obscurus supone una nueva relacion parasitoide-hospedante y tiene un
mayor impacto sobre la poblacion plaga (9,9% - 26,7%) que O. pityocampae (1,3% -
15,8%). Los parametros demograficos de O. obscurus indican que su dinamica
poblacional tiende a aumentar, siendo su tasa neta de reproduccion (Ro) 3,55
hembras/hembra/generacion en una generacion (T) de 23,93 dias, y su periodo de
duplicacion de la poblacion de 14,34 dias. Ooencyrtus obscurus es una especie
sinovigénica, con un periodo de oviposicion medio de 2,3 dias y una fecundidad media
de 7,7 parasitoides/hembra. Su ratio de emergencia es de 1,7 parasitoides/huevo,
tratandose de una especie gregaria. Su sex ratio (% hembras) es 41,2%, aunque es
capaz de reproducirse por partenogénesis pseudo-arrenotéquica. Los resultados
obtenidos, tanto en campo como en laboratorio, sugieren que O. obscurus tiene una
menor aptitud como agente de control biolégico de L. occidentalis que su principal
enemigo natural en Norteamérica. Sin embargo, no hay que desestimar sus ventajas

como especie nativa.
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Abstract

Leptoglossus occidentalis Heidemann, is a pest native to North America where it is
associated with cone damage in seed orchards. In this area, Hadronotus pennsylvanicus
Ashmead is the main natural enemy of L. occidentalis. The introduction of this pest in
the Mediterranean area coincides with a reduction in the yield of pine nut crops in the
Mediterranean region, a forest product of high economic value, known as "dry cone
syndrome". The objectives of this study are to correlate the damage caused by L.
occidentalis on Pinus pinea L. with this syndrome, to identify native parasitoids of L.
occidentalis eggs, estimate their synchrony with L. occidentalis, and to evaluate the
suitability of the parasitoid with the greatest impact on the pest population as a biological
control agent. Seasonal damage to cones and kernels was defined by three insect
bagging trials at different times of cone development, while population damage was
estimated by protecting and exposing cones throughout their development in a clonal
bank. Four surveys of native egg parasitoids were conducted, three in the clone bank
and one in a P. pinea reforested pine forest. Four parasitism indices were used to
estimate the impact of the native egg parasitoids on the L. occidentalis population, and
their synchronization was defined by two years of visual monitoring of the pest in the
clone bank. The suitability of O. obscurus as a biological control agent was evaluated
under standard laboratory conditions (21 + 2°C; RH 40% + 10%) and white light (16:8;
L:D) by comparing its biological and demographic parameters with those of H.
pennsylvanicus. The results suggest that L. occidentalis is one cause of the "dry cone
syndrome", although the influence of other factors cannot be excluded. The severity of
the damage varies with the development of the cones and kernels on which this species
feeds, decreasing as development progresses. Mortality of first (10.0% - 100.0%) and
third (0.0% - 90.0%) year cones decreased with bract hardening, while mortality of
second year cones fluctuated and remained high throughout their development (10.0%
-100.0%). In third year cones, cone yield (2.1% - 3.6%) increases progressively with cone
maturity from June, while the severity of kernel damage decreases in the following order:
aborted kernels, type lIf, type llu, type It and type Ip. Two native parasitoids were
identified, Ooencyrtus pityocampae (Mercet) and Ooencyrtus obscurus (Mercet), which

do not overlap with L. occidentalis until July. Ooencyrtus obscurus involves a new
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parasitoid-host relationship and has a greater impact on the pest population (9.9% -
26.7%) than O. pityocampae (1.3% - 15.8%). The demographic parameters of O.
obscurus indicate that its population dynamics tend to increase, with a net reproductive
rate (Ro) of 3.55 female/female/generation in a generation time (T) of 23.93 days and
a population doubling time of 14.34 days. Ooencyrtus obscurus is a synovigenic species.
The mean oviposition time is 2.3 days, and the mean fecundity is 7.7 parasitoids/female.
This species is gregarious with an emergence rate of 1.7 parasitoids/egg. Its sex ratio
(% females) is 41.2%, although it can reproduce asexually by pseudo-arrhenotokous
parthenogenesis. Field and laboratory results suggest that O. obscurus is less suitable
as a biological control agent for L. occidentalis than its main natural enemy in North

America. However, its advantages as a native species should not be underestimated.
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1. Introduccién
1.1. El pino pinonero: Pinus pinea L.

1.1.1. Taxonomiay morfologia

El pino pinonero (Pinus pinea L.) es una conifera mediterranea perteneciente a la familia
Pinaceae, al subgénero Diploxylon y al género Pinus (Mutke, 2022; Mutke et al., 2012).
También es denominada P. domestica Mathiol, P. fastuosa Salisb., P. masderensis
Tenore, P. sativa C. Bauh o P. umbraculifera Toumeh (Prada et al.,, 1997). Su

nomenclatura comun varia geograficamente (Tabla 1).

Tabla 1. Nomenclatura comin de Pinus pinea L. por zona geogréfica. (L6pez Gonzalez, 2007; Prada et al., 1997).

Zona geogréafica Nombre comun
B Pino real
Andalucia Pino de la tierra
Baleares Pi ver
Pi vé
~ Pi pinyoner
Catalufa P bo
Espana Pi de llei
Cuenca Pino doncel
. Pino manso
Galicia - -
Pino cernil
Meseta Norte (Castilla y Ledn) P!no pinonero
Pino albar
Pais Vasco Pinazi pinua
Valencia Pino vero
Francia P?n pgrasol
Pin pingnon
Pino domestico
Italia Pino da pinoli
Pino italico
Portugal Pinheiro-manso

El pino pinonero es una especie perenne que alcanza los 10 - 20 m de altura a turno
(80 -120 anos) en su habitat natural, aunque puede llegar a los 35 m. Su copa en forma
de paraguas es caracteristica y tipica de los paisajes mediterraneos (Figura 1) (Mutke,
2022; Mutke et al., 2012). Puede llegar a vivir 200 - 250 anos, encontrandose
ejemplares de hasta 400 anos (Prada et al., 1997).

El sistema radicular del pino pinonero es robusto y bien desarrollado, formado por raices
secundarias que se extienden vertical y horizontalmente, superando la proyeccion de la
copa. Las raices de diferentes pinos se pueden fusionar formando injertos radiculares a
través de los que intercambian nutrientes (anastomosis). La raiz de las plantulas es

pivotante y filiforme, y aborta temprano (Prada et al., 1997).
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El tronco del pino pinonero es derecho, cilindrico y puede alcanzar un diametro de 1,5
m. La corteza es de color marrén-rojizo, gruesa y profundamente agrietada en placas
verticales. La corteza de las ramas superiores es mas fina y de color anaranjada (Mutke
et al.,, 2012; Prada et al., 1997).

La copa tiene una elevada plasticidad fenotipica en respuesta a la luz. La guia principal
pierde su dominancia apical temprano dando lugar a verticilos formados por numerosas
ramas de grosor y longitud similar. En la fase juvenil la copa es esférica (Figura 2),
transformandose en aparasolada con la madurez (Prada et al., 1997). Las ramas con
mayor disponibilidad de luz tienen un mayor crecimiento apical y se ramifican mas que

las sombreadas, maximizando el nimero de brotes y pinas (Mutke et al., 2005c).

Los fasciculos estan formados por dos aciculas punzantes (Figura 3a), ocasionalmente
tres, de 10 a 20 cm de largo y 1 - 2 mm de grosor. Las aciculas son de color verde claro
con el borde finamente aserrado y la cara interna algo convexa. Estas se encuentran
ancladas al ramillo por una vaina escamosa persistente o braquiblasto (Figura 3b). En
los ejemplares jovenes, las aciculas verdeazuladas son mas cortas y se insertan
directamente sobre el tallo individualmente (L6pez Gonzalez, 2007; Mutke et al., 2012;
Prada et al., 1997).

Las yemas no resinosas son gruesas y ovadas, agudas en el apice y estan rodeades de
escamas pardas con una franja blanca (Figura 3c). Pueden alcanzar una longitud de 6 -
12 mm (Prada et al., 1997).

Los estrobilos masculinos son amarillentos, pequenos y alargados (de hasta 15 mm de
longitud), y se agrupan de forma compacta y helicoidal en la base de los brotes del tercio
inferior de la copa. Los estrobilos femeninos son amarillo-verdosos, ovalados y de hasta
1 cm de longitud (Figura 4a). Pueden aparecer aislados o en grupos, de dos 0 mas, en
el apice de brotes cortos de ramas vigorosas situadas en el tercio superior de la copa.
Su periodo de maduracion es de tres anos (ver Epigrafe 1.1.4.). Las bracteas de las
pinas se encuentran ensanchadas hacia el apice y presentan en el centro un escudete
gris, prominente y romboidal (Figura 4b). En cada bractea se forman dos pifnones cuya
cubierta protectora esta formada por una capa interna papiracea de color castano y
lustrosa que esta en contacto con la semilla (tegmen) y por una capa externa dura (testa)

en la que se inserta un ala rudimentaria muy pequena. Cuando los pinones maduran, la
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testa se cubre de una capa pulverulenta marrén-negruzca conocida como cisco en la

meseta Norte. La semilla o pindn blanco es de color crema (Figura 5). Existe una

variedad de pindn denominada fragilis debido a que la testa se puede romper facilmente
con los dedos (Lopez Gonzalez, 2007; Mutke et al., 2012; Prada et al., 1997).
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Figura 1. Masa de Pinus pinea L. Pinar maduro de pino pinonero con copas aparasoladas. Monte

“Corbejon y Quemados” n° 43 de UP, La Pedraja de Portillo (Valladolid). Autoria: Ponce-Herrero, L.

it S £

Figura 2. Masa joven de Pinus pinea L. Plantacion joven de pino pifilonero con copas esféricas. Monte

“Comun y Escobares” n° 17 de UP, Nava del Rey (Valladolid). Autoria: Ponce-Herrero, L.
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Figura 3. (a) Aciculas; (b) braquiblastos y fasciculos las aciculas; (c) yemas y pifia de primer
afo de Pinus pinea L. Banco clonal “El Molinillo” Tordesillas (Valladolid). Autoria: Ponce-

Herrero, L. y Ponce Diaz, A.

Figura 4. (a) Estrébilos femeninos; (b) bracteas y escudetes de una pifia de tercer aiio de

Pinus pinea L. Banco clonal “El Molinillo” Tordesillas (Valladolid). Autoria: Ponce-Herrero,

Figura 5. (a) Pifién con cascara y ala; (b) partes del pifion de Pinus pinea L. Autoria: Ponce-

Herrero, L.
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1.1.2. Distribucion

Las masas de pino pinonero son nativas de la cuenca mediterranea dénde ocupan una
extension superior a las 700.000 ha (Tabla 2, Figura 6). Fuera de esta region se extiende

de forma natural a lo largo de la costa atlantica portuguesa y las montanas del Libano
(Mutke et al., 2015b).

Tabla 2. Distribucion de Pinus pinea L. en la cuenca mediterranea. Superficie ocupada por las masas de pino pinonero
por pais (MITECO, 2020; Mutke et al., 2015b).

Pais Superficie (ha)

Espana 414.068
Portugal 175.000
Italia 46.000
Turquia 43.000
Tlnez 21.000
Francia 13.500
Libano 12.000
Marruecos 3.000
Israel 2.000
Grecia 1.500

Total 713.068

" Pinus pinea L.

* Localities of known distribution
I Presumed area of native distribution
I Countries of native distribution

Figura 6. Distribucién de Pinus pinea L. en la cuenca mediterranea. Naranja: localidades con
distribucion conocida. Azul: areas de distribucion nativa. Gris: paises con distribucion nativa
(Wazen y Fady, 2015).

Espana es actualmente el pais con mayor superficie de pino pinonero (414.068 ha de

masas puras) (MITECO, 2020), siendo la mayor parte masas naturales (Mutke et al.,
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2000) localizadas principalmente en Castilla y Leén (123.042,95 ha), Cataluna
(22.669,81 ha), Comunidad de Madrid (11.896,71 ha), Extremadura (30.664,50 ha),
Andalucia (272.407,71 ha) y Castilla La Mancha (58.475,87 ha) (Figura 7). Sin
embargo, la superficie exacta ocupada por esta especie es dificil de determinar porque
se encuentra frecuentemente mezclada con otras especies, como en Castilla y Le6n
(14.900,06 ha), Cataluna (19.483,46 ha), Extremadura (10.880,56 ha) o Canarias
(771,78 ha) (MITECO, 2023b, 2023c; Prada et al., 1997).

Bilba

Andorra o
Jt <

POR TUGALI

Lisbon

’.‘H!u"l )

Algier

Malaga

Tangief uta r an Esri, HERE, Garmin, FAO, NOAA, USGS
Figura 7. Distribucion del Pinus pinea L. en Espafa. Verde: masas autéctonas. Azul: masas no
autéctonas (SIG-FOREST, 2023).

En Castilla y Ledn, las Unicas provincias en las que no se encuentran masas de pino
pinonero son Lebn y Soria (Figura 8, Tabla 3) (MITECO, 2023b). En esta comunidad
destacan las masas de la comarca de Tierra de Pinares (Valladolid, Segovia, Avila) y de
los Valles del Tiétar y Alberche. En la provincia de Valladolid se concentra la mitad de la
superficie de pino pinonero de Castillay Ledn, representado el 45,63% respecto al resto
de especies arboreas de la provincia (Calama et al., 2007; MITECO, 2023b; Mutke et al.,
2000; Prada et al., 1997).

26



Asturias

Cantabria

Pais Vasco

-

rd
o i:
>
° Navarra
g/
Galicia
La Rioja
% Soria
’a
Aragén

’_'::é?govia‘
o

-f Tk Castilla-La Mancha

Extremadura

Castila-La Mancha
Figura 8. Distribucién de Pinus pinea L. en Castilla y Le6n. Verde: masas de pino pifonero
(MITECO, 2023b).

Tabla 3. Distribucion de Pinus pinea L. en Castilla y Le6n. Superficie en hectareas ocupada por las masas puras de
pino pinonero en Castilla y Ledn por provincia y porcentaje de superficie arbolada respecto al total para cada una de

las provincias segun el Cuarto Inventario Forestal Nacional (IFN4) (MITECO, 2023b).

Provincia Superficie (ha) % superficie arbolada
Valladolid 60.834,24 45,63
Avila 14.214,18 5,07
Zamora 10.972,32 3,84
Segovia 8.080,82 3,14
Palencia 7.334,34 4,21
Burgos 7.223,52 1,41
Salamanca 1.98,27 0,22

Durante el altimo siglo las plantaciones de pino pinonero han aumentado tanto en su
area de distribucion nativa (Calama et al.,, 2008; Mutke et al., 2012) como fuera
(Georgia, Crimea, Chile, Argentina, Australia, Nueva Zelanda, Sudafrica y Zimbabue)
(Loewe-Munoz et al., 2023; Mutke et al., 2012, 2014, 2015b; Prada et al., 1997). En
Espana, el 4,0% (114 ha) de las forestaciones de tierras agricolas realizadas en el ano
2020 se ejecutaron solamente con esta especie (MITECO, 2020) debido a su rusticidad,
facilidad de cultivo y alto valor comercial de los frutos (Bono y Aleta, 2013; Mutke et al.,
2000; Prada et al., 1997).
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1.1.3. Ecologia

El pino pinonero es una especie termofila y xerofila capaz de desarrollarse desde el nivel
del mar hasta los 1.500 m de altitud en las zonas montanosas del Libano. En Espana
se limita a los 1.000 m, por debajo de las nevadas que quiebran sus ramas. Esta
especie, capaz de colonizar terrenos rasos y arenosos, se localiza en los pisos
bioclimaticos termo y mesomediterraneo, aunque en su distribucion oriental también
abarca el supramediterraneo (Guadano y Mutke, 2016; Mutke et al., 2012; Prada et al.,
1997). Los principales factores climaticos y edafolégicos del pino pinonero en su area
nativa se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Ecologia de Pinus pinea L. Parametros principales que definen la ecologia del pino pifionero en su area de

distribucién nativa (Calama y Montero, 2007; Guadaiho y Mutke, 2016; Lopez Gonzalez, 2007; Mutke et al., 2005b;
2012; Prada et al., 1997).

Parametro Rango
Precipitacion media anual 350 -1.000 mm (250 mm - 1.500 mm)
Precipitacion estival 0-50 mm
Duracion del periodo seco 0-5,6 meses
Temperatura media anual 10-19°C
Oscilacion térmica 11-22°C
Temperatura media zonas cdlidas ~ 21-26°C
Temperatura media zonas frias 3-11°C
Temperatura maxima extrema 40°C
Temperatura minima extrema -20°C
Heladas No soporta las heladas fuertes, continuadas, tardias o tempranas
Meses con heladas seguras 0 - 4 meses
Altitud 0-1.000 m

Textura suelta (arena, marga arenosa o grava). % arena fina: 15 - 100; % arena: 12 - 98;

Estructura del suelo % limo: 2 - 38; % arcilla: 1 - 28

No tolera suelos con contenido en arena < 40%, en limo > 40% y en arcilla > 30%
Incipientes y pobres, incluso con yeso
(arenosoles, regosoles y litosoles, o cambisoles maduros o luvisoles)

Tipo de suelos

pH del suelo Moderadamente acido a basico (5,1 - 8,5). Preferencia por suelos neutros
Porcentaje caliza activa 0-42%

Capacidad de retencién de agua > 60 mm. No tolera terrenos encharcados

Luz Muy exigente, abundante

1.1.4. Fenologia

El pino pinonero es una gimnosperma monoica con crecimiento y ramificacion
monociclica o por entrenudos sucesivos (Mutke, 2000; Mutke et al., 2001), de tal forma
que la distancia entre dos verticilos de ramas es igual al crecimiento anual (Prada et al.,
1997).

La produccion de pinas con semillas desarrolladas comienza en torno a los 15 anos
(Tapias et al., 2001). Las pinas pasan por un periodo de maduracion de cuatro anos

desde la formacion de las yemas terminales, en los que se encuentran los primordios,
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hasta la diseminacion de las semillas (Abellanas y Pardos, 1989; Mutke et al., 2005b;
2012; Valdiviesso et al., 2017), por lo que en un mismo pino se pueden llegar a solapar

anualmente tres cohortes de pinas (Calama et al., 2012).

El desarrollo vegetativo del pino pinonero depende de la temperatura, por lo que es
diferente en funcidn de su situacion geografica (Mutke et al., 2001). En la meseta Norte,
region de procedencia mas continental y fria de P. pinea, el periodo vegetativo comienza
a finales del invierno: durante el ano 0, se forma la yema terminal que contiene los
primordios a partir de los que se forman los estrdbilos y las ramas laterales. A partir de
esta yema se forma un brote entre los meses de abril y junio del ano 1 (Figura 3c) que
da lugar a un verticilo de ramas laterales, una nueva yema terminal y estrébilos
femeninos (brotes gruesos o macroblastos: 2 - 16 mm, Figura 4a) o masculinos (brotes
finos 0 mesoblastos: 2 - 5 mm). No en todos los brotes llegan a formarse estructuras
reproductivas. El vigor de los brotes, dependiente de la luz, define la localizacion de los
estrobilos femeninos (Figura 9a) en la parte alta de la copa, y los masculinos en la parte
baja. Estos Gltimos son pequefios, perecederos y se localizan en el apice de los ramillos
laterales flexibles. El viento hace oscilar a los ramillos y dispersa el polen. La polinizaciéon
tiene lugar durante el mes de junio del ano 1, pudiendo variar algunos dias 0 semanas
de un ano a otro en funcion de la temperatura. Tras la polinizacion comienza el
crecimiento de las aciculas, que acaban por envolver a las pinas de primer ano. En los
apices dominantes se puede llegar a forma un segundo ciclo reproductivo o brote de
verano, con yemas laterales vegetativas y reproductivas, que no prospera por la falta de
polinizacion (Figura 9b). Sin embargo, puede llegar a formar un brote reproductivo
durante la siguiente primavera. Durante ano 2 de desarrollo, los estrébilos femeninos
se vuelven globulares y alcanzan una longitud media de 20 a 40 mm (Figura 9c).
Mientras que durante el ano 3 se produce el crecimiento principal de las pinas, entre los
meses de abril y julio, alcanzando una longitud final de 8 a 15 cm y un peso fresco final
de 200 a 500 g (Figura 9d). La fecundacion y embriogénesis de las semillas tiene lugar
durante la primera quincena de junio del tercer ano de desarrollo de las pinas y la testa
se comienza a lignificar durante la segunda quincena de julio, aunque la maduracion de
los pinones no finaliza hasta el otono. En Castilla y Ledn, las pinas de tercer ano se

pueden cosechar a partir de noviembre (ORDEN FYM/905/2014), cuando alcanzan la
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madurez comercial. Si las pifas no se cosechan, la dehiscencia y dispersion de las

semillas (diszoocoria) se produce durante la primavera o principios de verano del ano 4,

pudiéndose alargar hasta el otono (Abellanas y Pardos, 1989; Calama et al., 2012;
Mutke, 2000; Mutke et al., 2001, 2003, 2005b, 2012; Valdiviesso et al., 2017).
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Figura 9. (a) Estrébilos femeninos; (b) segunda floracidn junto con pifias de primer afo; (c) pifia de segundo afo; (d)

pifia de tercer aiio. Banco clonal “El Molinillo” Tordesillas (Valladolid). Autoria: Ponce-Herrero, L. y Ponce Diaz, A.

1.1.5. Aprovechamientos forestales

Las masas de pino pifonero tienen caracter productor, protector y social, y sus
principales productos forestales son la madera y el pindn blanco. Esta especie se
caracteriza por su potencial uso en sistemas agronémicos y silvopastorales (Afonso et
al., 2020; Calama et al., 2008; Prada et al., 1997).

En Espana, el volumen de madera cortada de pino pifionero representd solamente el
2,0% (227.576 m3 CC) del volumen total cortado en el ano 2020. Por otro lado, los
precios de la madera en pie (15,4 €/m3CC) y en cargadero (38,0 €/m3CC) son bastante
menores en comparacion con las principales especies maderables, Pinus radiata D. Don
y Pinus sylvestris L., que llegan a alcanzar valores en cargadero de 45,1y 50,3 €/m3CC,
respectivamente (MITECO, 2020). Los propietarios de las masas de pino pinonero
obtienen mas ingresos con la produccién de pindén blanco que con la explotacion
madera, por lo que el pindn blanco es el principal producto de las masas de pino
pinonero (Mutke et al., 2013).

El pindn blanco es un fruto seco silvestre considerado uno de los productos forestales
no maderables mas relevantes de la cuenca mediterranea (Calama et al., 2012, 201643,
2020; Mutke et al., 2013; Pasalodos-Tato et al., 2016), donde es consumido desde el

Mesolitico y comercializado desde el Neolitico (Carmona Garcia, 2013; Mutke et al.,
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2012; Prada et al., 1997). Actualmente, se considera un alimento gourmet por su sabor
y por su valor dietético. Su concentracion de proteinas (35,0%) es superior a la de otras
especies de pinones comestibles, y contiene acidos grasos (50,0%) entre los que
destacan el acido oleico (serie omega 9-) y linoleico (serie omega 6-), por prevenir
cardiopatias; carbohidratos (5 - 6%); vitaminas (B1: 0,5 mg/100 mg materia seca (MS);
B2: 0,2 mg/100 mg MS) y minerales como el potasio (K), magnesio (Mg), azufre (S),
calcio (Ca), manganeso (Mn), zinc (Zn), hierro (Fe), boro (B), cobre (Cu) y sodio (Na)
(Evaristo et al., 2010; Mutke, 2022; Mutke et al., 2012; 2013).

Aunque, como ya se ha mencionado, el pindn blanco genera mas beneficios econémicos
que la madera, el rendimiento del aprovechamiento de las pinas para la produccion de
pindn blanco es bajo. Para producir un solo kilo de pindn blanco se necesitan entre 20
y 30 kg de pinas (Mutke et al.,, 2017). En las masas semiaridas mediterraneas, la
produccion media anual de pinas oscila de 100 a 1.000 kg/ha, de la que se obtiene
solamente entre 4 y 40 kg de pindn blanco (Mutke et al., 2013), influyendo el bajo
rendimiento del producto inicial en el elevado precio del producto final. Por otro lado, la
disponibilidad de pinas, debido al caracter vecero del pino pinonero, hace que los
precios varien anualmente (2006 - 2014: 15 - 40 €/kg) (Calama et al., 2011, 2012,
2016a; Guadano y Mutke, 2016; Mutke et al., 2005b, 2012, 2015b).

La fructificacion del pino pinonero depende tanto de las condiciones climaticas en
determinados momentos del desarrollo de las pihas como de la disponibilidad de
recursos para la produccion de yemas o flores femeninas tras anos veceros (Calama et
al., 2012, 2016a; Mutke et al., 2003, 2005b, 2012). La produccion de pinas y pinones
es favorecida por las siguientes situaciones climaticas: (l) alta disponibilidad de agua
durante el otono y la primavera del ano O, cuando se produce la induccion y
diferenciacion de las yemas florales; (Il) disponibilidad de agua durante la polinizacion
de las pinas y temperaturas suaves durante ese verano (ano 1); (lll) disponibilidad de
agua durante todo el periodo de crecimiento y engorde de las pinas durante su segundo
y tercer ano de desarrollo (Calama et al., 2007, 2011, 2012; Mutke et al., 2003, 2005b).
Por otro lado, los eventos climaticos que pueden causar danos a las pinas en la meseta
Norte son: (I) primaveras calurosas que adelantan la formacion de estrébilos femeninos

y aumentan la probabilidad de sufrir danos por heladas tardias durante su primer y
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segundo ano de desarrollo; (Il) falta de lignificacion de los estrébilos femeninos o
deshidratacion tras la polinizacion por altas temperaturas durante el mes de junio del
ano 1; (lll) aborto de las pinas de primer y segundo ano por inviernos severos, veranos
muy secos y granizo; (IV) los eventos climaticos extraordinarios durante el tercer ano de
desarrollo de las pinas pueden afectar a su desarrollo, dando lugar a pinas pequenas y
con baja productividad (Calama et al., 2007, 2012, 2020; Calama y Montero, 2007,
Mutke et al., 2003, 2005a).

El tipo de suelo también influye en la produccion, siendo mayor en las masas
establecidas sobre suelos con nivel freatico elevado o con alta capacidad de retencion
de agua que en suelos excesivamente drenados (arenas - gravas) (Calama et al., 2008,
2012), arenosos y profundos, rocosos y poco profundos (Mutke et al.,, 2012),
erosionados, formados por margas calcareas con capas de yeso, o poco profundos sobre

aguas subterraneas salinas (Mutke et al., 2005b).

La forma de aprovechamiento de las pifas, en masas naturales o naturalizadas, y su
proceso de transformacion influye en el elevado precio del pindn blanco (Mutke et al.,
2000, 2012, 2013). Como se ha mencionado previamente, las pinas se cosechan, tras
tres anos de maduracion, durante la “Campana de aprovechamiento” (ORDEN
FYM/905/2014) y se transportan a la industria procesadora donde se abren
inmediatamente por ebullicion o se almacenan y secan al sol hasta su apertura en mayo
- junio del ano siguiente. Las pinas abiertas se muelen y los pinones con cascara se
separan de las partes lenosas con tamices y ciclones. Los pinones se abren o desgranan
mecanicamente para la extraccion de la semilla o pindn blanco, aunque pueden
almacenarse con cascara durante anos. El 95,0% del material procesado son desechos
que se comercializan como biomasa en los mercados locales (Calama et al., 2020;
Mutke et al., 2012).

La produccion anual de pindn blanco y, probablemente su precio, podria estabilizarse
utilizando un modelo de aprovechamiento agrondmico y/o silvopastoral, aprovechando
las pinas de plantaciones formados por pinos injertados con clones seleccionados
(Afonso et al., 2020; Bono y Aleta, 2003; Guadano y Mutke, 2016; Mutke et al., 2000,
2007; Prada et al., 1997) localizadas en lugares con caracteristicas ambientales

beneficiosas para la produccion de pina (Tabla 5). Ademas, esta produccion se podria
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optimizar incorporando practicas selvicolas (apertura de copas, claras tempranas,
podas, raleos y alargamiento del turno), culturales (fertirrigacion, eliminacion de la
competencia herbacea) y programas de manejo integrado de plagas forestales (MIP)
(Afonso et al., 2020; Bono y Aleta, 2003; Calama et al., 2008, 2017; Guadano y Mutke,
2016; Loewe-Munoz y Gonzalez, 2012; Loewe-Munoz et al., 2020; Mutke et al., 2005a).

Tabla 5. Umbrales de plantacion recomendados para las masas productoras de pifién blanco. Principales parametros

de plantacién del pino pinonero enfocados a la produccion de pindn blanco (Guadaino y Mutke, 2016).

Pardmetro Umbrales recomendados
Altitud <1.000m
Precipitacion media anual > 400 - 500 mm
Precipitacion media estival No limitante
Duracion del periodo seco < 4 meses
Temperatura media anual >10°C
Oscilacién térmica No limitante
Meses con heladas seguras < 4 meses
Nevadas fuertes Excluyente
% tierra fina > 40
% arena > 40
% limo <35
% arcilla <25
pH 6-8,5
% caliza activa <15

1.1.6. Produccion de pindn

Los pinones comestibles proceden de aproximadamente 30 especies de pinos, aunque
no todos tienen las mismas cualidades organolépticas, nutricionales ni la misma
importancia comercial (Tabla 6) (Awan y Petenella, 2017; Evaristo, 2016; Evaristo et al,
2010; INC, 2019; Mutke et al., 2012; Wolff y Bayard, 1995).

Tabla 6. Especies de pinos productoras de pifiones comestibles. Area de distribucion, importancia econémica y uso

de las principales especies de pinones comestibles a nivel mundial (Awan y Petenella, 2017; INC, 2019).

Especie Area de distribucién Importancia econémica Uso
Pinus edulis Engelmann

Pinus monophylla Torr. & Frém.

Pinus cembroides Zucc.

Pinus quadrifolia Parl. ex Sudw.

Pinus nelsonii Shaw

Pinus pinceana Gord.

Pinus albicaulis Engelm

Pinus ayacahuite Engelm. ex Schitfl.
Pinus flexilis E. James

Pinus monticola Douglas ex D. Don
Pinus torreyana Parry ex Carr.

Pinus ponderosa Douglas ex C. Lawson
Pinus sabiniana Douglas ex D. Don
Pinus strobiformis Engelm

Pinus coulteri D. Don

Pinus lambertiana Douglas

Alta

Importancia local

Norteamérica Alimento

Importancia histérica como
alimento de tribus indigenas

Importancia histérica como

alimento de tribus indigenas Alimento

Norteamérica
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Tabla 6 (Cont.). Especies de pinos productoras de pifiones comestibles. Area de distribucion, importancia econémica

y uso de las principales especies de pinones comestibles a nivel mundial (Awan y Petenella, 2017; INC, 2019).

Especie

Area de distribucién

Importancia econémica

Uso

Pinus koraiensis Siebold & Zucc

Este de China, Japdn, Corea
y Rusia

Muy alta a nivel internacional
Especie cultivada

Pinus sibirica Du Tour

Rusia, norte de Kazajistan y
norte de Mongolia

Muy alta
Especie cultivada

Alimento, aceite

Pinus pinea L.

Cuenca mediterranea y
Oriente Proximo

Muy alta a nivel internacional
Especie cultivada

Pinus gerardiana Wall. ex D. Don

Este de Afganistan,
Pakistan y norte de la India

Alta a nivel internacional

Pinus pumila (Pall.) Regel

Este de Siberia, este de
China, Corea, norte de
Japén y norte de Mongolia

Media. Importancia local

Pinus wallichiana A.B.Jacks.

Himalaya, Afganistan y
Pakistan

Media

Pinus griffithii McClelland

Nepal y Butéan

Alta a nivel local

Pinus bungeana Zucc. ex Endl.

Noroeste de China

Media. Importancia local

Pinus tabulaeformis Carr.

Norte de China

Importancia internacional

Pinus cembra L.

Alpes y Carpatos

Baja, a nivel local

Pinus roxburghii Sarg.

India y Pakistan

Alta a nivel local

Alimento

Pinus yunnanensis Franch.

Sur de China y Tibet

Alta a nivel local

Alimento, aceite

La produccion estimada de pifones a nivel mundial varia anualmente, como se ha

mencionado previamente, por el caracter vecero de los pinos (Figura 10). Durante la
cosecha 2019 - 2020, se estimé una producciéon de 17.220 t. El 71,0% fue producida
en Asia, principalmente en China (34,0%), Rusia (20,0%) y Corea del Norte (17,0%).
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Figura 10. Produccién de pifion estimada a nivel mundial por afio. Toneladas (INC, 2020).
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La producciéon en la cuenca mediterranea supuso el 11,0% del total, siendo los

principales paises productores Turquia (5,0%), Italia (4,0%), Portugal y Espana (2,0%)
(Figura 11) (INC, 2019, 2020). Durante el ano anterior (2018) se exportaron un total de
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19.747 t, principalmente desde China a la Unién Europea, Reino Unido (58,0%) y
Estados Unidos (27,0%). Los principales importadores fueron China (66,0%), Alemania
(17,0%, industria procesadora), Paises Bajos (3,0%), Turquia (3,0%), Italia (3,0%),
Espana (3,0%), Pakistan (2,0%) y Rusia (1,0%) (INC, 2020).
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Figura 11. Principales paises productores de pifiones a nivel mundial. Pinones comestibles por especie y pais (INC,
2019).
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El pindn blanco mediterraneo es uno de los mas apreciados a nivel internacional
(Guadanoy Mutke, 2016). Como indica su nombre, es nativo de la cuenca mediterranea,
siendo los principales productores Espana, Portugal, Turquia e Italia (INC, 2019; Mutke
2022; Mutke et al., 2012, 2013), aunque se han establecido plantaciones productoras
en otros lugares del mundo (ver Epigrafe 1.1.2). Solamente en la Peninsula Ibérica se
produce el 70,0% de la produccion mundial (Mutke et al., 2005a). En Espana, la
produccion de pindn blanco es muy variable, como ya se ha mencionado, por el caracter
vecero de la especie. Sin embargo, la produccion estimada de pindn blanco se mantiene
por debajo de las 2000 t/ano desde el ano 2013, registrandose la menor produccion en
el ano 2020 (431 t) (Figura 12).

En el ano 2021, las principales comunidades autbnomas productoras de pindén con
cascara fueron Castilla y Ledn (499,8 t), Extremadura (82,0 t), Andalucia (49,7 t) y
Cataluna (16,0 t) (MITECO, 2021). En la meseta Norte, la produccion media fue de 193
kg/ha (rango de 18 a 909 kg/ha) entre los anos 1960y 2010 (Calama et al., 2012).

35



16.000

14.000

12481

12.000

10.000

Cantidad de pinén blanco (t)

8.000

3
3
6.000
4.000
&
2.000 =
o M
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importaciones (negro) de pindn blanco en toneladas. *Produccién en 2004, importaciones disponibles para la serie
de datos 1999 - 2006 y 2019 - 2021 (INC, 2020; MITECO, 2020).

La industria del pindn se encuentra localmente concentrada (Mutke et al., 2013).
Solamente en Castilla y Ledn hay 370 operadores de pinas y pinones (Junta de Castilla
y Ledn, 2023), encontrandose el 54,9% en la provincia de Valladolid (Tabla 7). En esta
provincia, el valor de las pinas en pie de los montes publicos (un tercio de la meseta
Norte) se estima en mas de 400.000 €, con una facturacién para las empresas del
sector de 12.000.000 €/ano (Mutke et al., 2000).

Tabla 7. Operadores de pifias y piiones en Castilla y Ledn. Datos por provincia (Junta de Castilla y Ledn, 2023).

Provincia Nimero de operadores
Valladolid 203
Zamora 106
Segovia 30
Avila 28
Palencia 2
Ledn 1

1.1.7. Plagas de las pinas

Las plagas nativas, tradicionalmente asociadas con la reduccion de la cosecha del pindn
blanco en las masas de pino pinonero de la cuenca mediterranea, son Dioryctria
mendacella Stgr. (Lepidotera: Pyralidae) y Pissodes validirostris Gyll. (Coleoptera:
Curculionidae) (Bracalini et al., 2013; Calama et al., 2017; Mutke et al., 2012).
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Las hembras de D. mendacella realizan la puesta sobre las pinas, en las que se
introducen las larvas para alimentarse de sus tejidos (Figura 13) pudiendo llegar a
abortar o no la pina (Prada et al., 1997). Esta plaga puede llegar a danar una media del

17,1% (rango de 7,1% a 32,4%) de la produccion anual de pinas (Calama et al., 2017).

.
Figura 13. Pifias de Pinus pinea L. danadas por Dioryctria mendacella Stgr. (a) pina de primer ano; (b)

pina de segundo afo; (c) pina de tercer y larva de D. mendacella. Autoria: Ponce-Herrero, L., Sacristan-

Velasco, A. y Ponce Diaz, A.

Las larvas de P. validirostris danan toda la pina haciendo que detenga su crecimiento y
aborte (Figura 14a). Las ardillas y aves se alimentan de las pinas maduras reduciendo

la cantidad de pinones (Figura 14b) (Prada et al., 1997).

Otras plagas destacables de P. pinea que pueden afectar al crecimiento del arbol, pero
no a la produccién de pindn blanco, son la procesionaria del pino (Figura 14c),
Thaumetopoea pityocampa Denis & Schiffermuller (Lepidoptera: Thaumetopoeidae),
cuyas larvas se alimentan de las aciculas causando defoliacion; y las plagas
destructoras de yemas y brotes en desarrollo: Rhyacionia buoliana Denis & Schiffmuller

y Rhyacionia duplana Hubner (Lepidoptera: Tortricidae) (Mutke et al., 2012; Prada et al.,
1997).

Figura 14. Pinas de Pinus pinea L. danadas. (a) Orificios de salida de imagos de P. validirostris; (b)

danos de ardilla; (c) puesta de T. pityocampa. Autoria: Ponce-Herrero, L., y Ponce Diaz, A.
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1.2. La chinche de las pinas: Leptoglossus occidentalis Heidemann

1.2.1. Taxonomiay morfologia

El género Leptoglossus pertenece a la familia Coreidae y a la tribu Anisoscelini,
caracterizada por la expansion en forma de hoja de las tibias posteriores (Panizzi y
Grazia, 2015).

Leptoglossus occidentalis fue descrito por primera vez por Heidemann en 1910,
considerandose inicialmente la misma especie que Leptoglossus corculus (Say)
(Hemiptera: Coreidae), de la que se diferencia por la longitud de las dilataciones tibiales
(Allen, 1969).

Las principales caracteristicas morfolégicas de los imagos de L. occidentalis se
describen en la Tabla 8. Se trata de una especie con dimorfismo sexual, siendo las

hembras mas grandes y pesadas que los machos (Figura 15; Lee et al., 2023).

Tabla 8. Caracteristicas morfologicas de los imagos de Leptoglossus occidentalis Heidemann. (Allen, 1969;
Heidemann, 1910; Koerber, 1963; Lee et al., 2023).

Caracteristica morfolégica Descripcion

Longitud del cuerpo 16-18 mm

Anchura del térax 4-6mm

Cuticula Pubescente. Varia de marrén-rojizo a marrén-grisdceo oscuro

Cuerpo Oblongo, marrén-rojizo y pubescente. Parte inferior marrén-rojizo palido con manchas negras

Cabeza Casi tan larga como el térax con dos rayas longitudinales negras. Dos ocelos entre los ojos
compuestos

Rostro Alargado y forma}do por cuatro segmentos. Probéscide extendida hasta el tercer o cuarto
segmento abdominal

Antenas Formadas por qu_atro antenémeros en forma de varilla siendo el terminal méas oscuro y robusto.
Color marrén palido

Pronoto Trailpezoidal, con angulos humerales anchamente redondeados. Manchas de color piceo y
margenes enteros.

Escutelo Triangular, negruzco en la base con la punta pélida y una depresién transversal en el centro

Torax Menos deprimido hacia delante, profundamente punteado y arrugado irregularmente

Hemélitros Fascifa blanca en forma de z’ig—zag fqrmada por los nervios. A veces es indistinta. Superficie
marroén oscuro antes y después de la linea. Membrana de color bronce oscuro

Conexivum A veces estrechamente bordeado de negro. Base de las incisuras amarillenta

Abdomen Dorsal amarillo 0 naranja claro con cinco parches negros transversales. Visible durante el vuelo

Pilosas y de color marron-rojizo. Tibias y fémures bien desarrollados con tres segmentos. Patas
traseras mas gruesas y largas con el fémur armado con unas pocas espinas dobles y pequefias
Patas en el lado interno y con dos espinas dobles en el externo. Espinas negras en la punta. Expansion
membranosa de las tibias posteriores con forma de espatula ocupando menos del 70,0% de la
longitud de la tibia. Dilataciones externas e internas de longitud similar
Genitalia Capsula genital redonda en los machos y triangular con una incisién en las hembras

Las puestas estan formadas por huevos depositados en fila con el lado ventral
firmemente pegado a una acicula u otra superficie (Koerber, 1963). El tiempo de
desarrollo de los huevos depende de la temperatura, siendo de 8,6 dias en condiciones
de laboratorio de 25 + 1°C a 16:8 (L:O) (Lee et al., 2023). La morfologia de los huevos
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(Figura 16) y de los cinco estadios inmaduros de L. occidentalis (Figura 17) se describe

en la Tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas morfol6gicas de los estadios inmaduros de Leptoglossus occidentalis Heidemann. (Koerber,

1963; Lee et al., 2023).

Estadio inmaduro

Descripcion

Huevos

Semicilindricos con la cara interior y posterior mas bien planas. Pseudopérculo circular
prominente menor a 1 mm de didmetro con varios microporos. Corion con patrén hexagonal y de
color marrén claro que se torna marrén-rojizo con el desarrollo de la ninfa, que llega a ser visible
a través de él. Tamano medio: 2,1 x1,2x 1 mm

Primer estadio (N1)

Cabeza y térax marrones. Abdomen naranja con manchas rojizas que rodean las dos glandulas
abdominales dorsales y los Gltimos tres segmentos. Las antenas son mas largas que el cuerpo,
mientras que la probdscide es mas corta que este. Antenas marrones. Patas marrones excepto
una banda amarilla alrededor del fémur. Cabeza, térax y apéndices cubiertos por cerdas negras.
Longitud media: 3,1 mm

Segundo estadio (N2)

Cuerpo considerablemente alargado con el dorso abdominal de color naranja-amarillento,
manchas rojizas y glandulas profundas. Antenas, patas y probdscide mas largas que el cuerpo,
el rostro sobresale sobre el apice abdominal. Patas similares al primer estadio, pero con banda
amarilla en la tibia. Inicio de la dilatacién de las tibias traseras. Longitud media: 4,8 mm

Tercer estadio (N3)

Cuerpo piriforme de color naranja amarillento a marrén-rojizo oscuro. Abdomen ancho con
terguitos relativamente romos. Rostro no sobresaliente sobre el apice abdominal. Diferenciacion
del pronoto, el escutelo y las yemas alares. La banda amarilla de la tibia es mas prominente.
Dilatacion de las tibias posteriores mas prominente. Longitud media: 8,8 mm

Cuarto estadio (N4)

Cuerpo piriforme con cabeza y térax marrén-rojizo y abdomen naranja-rojizo. Desarrollo de las
yemas alares superpuestas sobre el primer segmento abdominal. Margen del protérax crestado
longitudinalmente. Tibia posterior aplanada y expandida, con una raya amarilla. Longitud media:
13,6 mm

Quinto estadio (N5)

Cuerpo piriforme y pubescente. Manchas marrones en el térax y yemas alares, que se extienden
hasta el segundo o tercer segmento abdominal. Engrosamiento de las extremidades de color
negro-rojizo. Desarrollo de la dilatacién tibial con puntos brillantes como en los adultos. Cresta
con seis espinas prominentes en el borde posterior del fémur posterior. Longitud media: 15,5
mm

A

B

Figura 15. Morfologia de los imagos de Leptoglossus occidentalis Heidemann. (A) macho; (B)
hembra. Modificacion de Lee et al. (2023).
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Figura 16. Puesta y huevos de Leptoglossus occidentalis Heidemann. (a) Puesta sobre acicula de
P. pinea con ninfas en avanzado estado de desarrollo; (b) huevo recién ovipositado; (c) huevo con

ninfa en avanzado estado de desarrollo; (d) huevo eclosionado. Autoria: Ponce-Herrero, L.

Figura 17. Morfologia de los estadios inmaduros de Leptoglossus occidentalis Heidemann. (A)
primer estadio (N1); (B) segundo estadio (N2); (C) tercer estadio (N3); (D) cuarto estadio (N4); (E):
quinto estadio (N5) (Lee et al., 2023).
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1.2.2. Biologiay fenologia

Leptoglossus occidentalis es un insecto hemimetabolo que pasa por cinco estadios
ninfales (Figura 17) antes de transformarse en adulto (Figura 15). Es una especie
gregaria cuyos individuos se congregan en ramas y pinas, principalmente de coniferas,
expuestas al sol (Koerber, 1963). Si se ven amenazados, tanto ninfas como adultos,
emiten una feromona de alarma para alertar a sus congéneres (Blatt, 1997; Blatt et al.,
1998).

A finales del verano y principios de otono, cuando se alcanza el umbral térmico de 12°C,
los adultos y ninfas del Gltimo estadio se agrupan en lugares protegidos (cortezas de
pino, arboles secos, nidos de aves y roedores o estructuras humanas), posiblemente
inducidos por la emision de una feromona de agregacion por los machos, para pasar por
un estado de oligopausa (Barta, 2016; Bates, 2005; Blatt, 1994, 1997; Blatt y Borden,
1996b; Gall, 1992; Koerber, 1963; Naya y Aguado, 2012). En condiciones naturales, la
tasa de supervivencia de adultos y ninfas tras la oligopausa es de 48,3 - 55,0% y 6,0 -

8,3%, respectivamente (Barta, 2016).

La oligopausa finaliza en primavera al alcanzar el umbral térmico de 14°C (Naya y
Aguado, 2012). En esta época las hembras fecundadas, antes de la oligopausa, realizan
la puesta (Barta, 2016; Blatt, 1997) y los adultos comienzan a aparearse, posiblemente
por la mediaciéon de una feromona sexual no volatil emitida por las hembras (Blatt,
1997).

La fecundidad de una hembra, en su area nativa y en condiciones naturales, es de unos
80 huevos (Bates y Borden, 2005). En Europa central, donde es una especie exotica, la
fecundidad de una hembra varia de 31 a 78 huevos en condiciones seminaturales de
embolsamiento junto con ramas de coniferas (Barta, 2016). En condiciones de
laboratorio (25 + 1°C; 16:8 (L:0)), la fecundidad media y maxima de las hembras es de
68,6 y 85,5 huevos, respectivamente, pudiendo llegar a los 148 huevos (22 + 1°C) (Lee
et al.,, 2023; Maltese et al., 2009). Sin embargo, la fecundidad de las hembras no es
igual a la progenie o individuos que componen la nueva generacion por la infertilidad,
aborto, depredacion o parasitismo de los huevos. Por otro lado, no todas las ninfas

alcanzan la madurez (9,0%) debido a la presion ejercida por la depredacion y otros
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factores ambientales (Bates y Borden, 2005). Incluso en condiciones de laboratorio la
mortalidad desde huevo a estado adulto varia entre el 47,5% y el 75,2%,
concentrandose principalmente en el segundo estadio (Barta, 2016; Lee et al., 2023;
Mas et al., 2013; Ponce-Herrero et al., 2017).

El periodo medio de pre-oviposicion de las hembras es de 23,4 dias, mientras que la
esperanza media de vida de hembras y machos es de 63,9 y 58,0 dias, respectivamente
(25 + 1°C; 16:8 (L:0)) (Lee et al., 2023).

El ciclo de vida de L. occidentalis (Figura 18) es considerablemente plastico y depende
de las condiciones climaticas locales (Barta, 2016; Bernardinelli et al., 2006; Maltese
et al., 2009; Mas et al., 2013; Tamburini et al., 2012). El tiempo de desarrollo de los
estadios inmaduros y la maduracion sexual de los adultos disminuye con el aumento de
la temperatura (20°C: 77,8 dias; 25°C: 40,5 dias y 30°C: 28,4 dias) (Barta, 2016). Por
otro lado, la alimentacion influye en la duracion de los estadios ninfales (Lee et al., 2023;
Ponce-Herrero et al., 2017). En su area nativa, L. occidentalis puede desarrollar de una
a tres generaciones anuales, mientras que en el norte de California se considera una
especie univoltina. La época de reproduccion comienza a mediados de mayo y se
extiende hasta principios de julio (Koerber, 1963), cuando aparece la primera
generacion de adultos (Blatt, 1997). En el sur de la Columbia Britanica puede llegar a
desarrollar una segunda generacion parcial (Bates et al., 2002b), y en México hasta tres,
detectandose la actividad de todos los estadios de desarrollo durante el invierno
(Cibrian-Tovar et al., 1986). Fuera de América se han definido de una a tres
generaciones anuales: una generacion en el sur de Eslovaquia; de una a tres en Italia
(Barta, 2016; Bernardinelli et al., 2006; Maltese et al., 2009; Tamburini et al., 2012);
dos en el centro de Espana (Sanchez et al., 2013) y de dos a tres en el suroeste. En esta
dltima localizacion la oligopausa finaliza en febrero, los primeros eventos de
reproduccion comienzan a mediados de marzo y la primera y tercena generacion de
adultos aparece en julio y finales de octubre, respectivamente, solapandose esta Ultima

con el inicio de la oligopausa en septiembre (Mas et al., 2013; Naya y Aguado, 2012).
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Figura 18. Ciclo de vida de Leptoglossus occidentalis Heidemann. (I) Comienzo de la actividad tras oligopausa (gris
claro); (I) alimentacion de los adultos; (lll) copula; (IV y V) puesta; (VI) emergencia de las ninfas; (VIl) ninfas de primer
estadio (N1); (VIl) ninfas de segundo estadio (N2); (VIIl) ninfas de tercer estadio (N3); (IX) ninfas de cuarto estadio
(N4); (X) ninfas de quinto estadio (N5); (XI) los adultos pueden volver a copular para dar lugar a mas de una generacién
anual o agregarse, al igual que las ninfas de Ultimo estadio, para iniciar la oligopausa (gris oscuro). Autoria de las

fotografias: Ponce-Herrero, L. y Ponce Diaz, A.

1.2.3. Distribuciéon y especies hospedantes

El género Leptoglossus se distribuye principalmente en las regiones Neotropical y
Neartica (Panizzi y Grazia, 2015).

La especie L. occidentalis fue descrita por primera vez por Heidemann en 1910 en
California y Utah (US), y fue definida como nativa del cuadrante norteamericano
comprendido desde México, limitado por las condiciones desérticas, hasta la Columbia
Britanica (Canada), limitado por el frio, y desde Colorado hasta la costa de California,
limitando al este con las Montanas Rocosas (Figura 19) (Dusoulier et al., 2007; Koerber,
1963).

Desde la segunda mitad del siglo pasado, Gall (1992) registré una progresiva expansion
de esta especie hacia el este de Norteamérica (Figura 19) asociada con la dispersion
natural del insecto y/o con las actividades humanas, como es el comercio de arboles de
Navidad.

43



Figura 19. Distribucion de Leptoglossus occidentalis Heidemann en Norteamérica.
Distribucién nativa de la especie al oeste de las Montanas Rocosas (sombreado en gris), y

expansion y primeros registros al este de Norteamérica (Dusoulier et al., 2007).

Leptoglossus occidentalis ha colonizado con éxito gran parte del Paleartico (Barclay y
Nikolaeva, 2018) y varios paises del Hemisferio Sur (Figura 20), latitud en la que no se
esperaba su expansion (Zhu et al., 2014). En Europa, L. occidentalis se detect6é por
primera vez en ltalia en 1999 (Taylor et al.,, 2001; Tescari, 2001) aunque,
probablemente se han producido varias introducciones en diferentes puntos
geograficos. En el interior de Europa se han producido translocaciones por la dispersion
natural del insecto y/o por la accion humana, como es el comercio internacional de pinas
de pino pinonero (Farinha et al., 2023; Lesieur et al., 2018). Aunque L. occidentalis es
una especie exotico-invasora en este continente (Rabitsch, 2008, 2010), se ha llegado
a considerar parte de la fauna europea por su capacidad de adaptacion a las diferentes
condiciones climaticas, desde las zonas mas frias del norte hasta las regiones mas
calidas del sur (Tabla 10; Figura 21) (Dusoulier et al., 2007; Pagola-Carte, 2009). Sin
embargo, se trata de una especie, que, segun el Real Decreto 630/2013, de 2 de
agosto, por el que se regula el Catalogo espanol de especies exdticas invasoras, esta
incluida en el “Catalogo Espanol de Especies Exéticas Invasoras - Artrépodos no
crustaceos” (MITECO, 2023a).
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Tabla 10. Primeros registros de Leptoglossus occidentalis Heidemann en Europa. Ano en el que se detect6é por

primera vez L. occidentalis por pais y fuente.

Ao Pais Fuente
1999 Italia Tescari (2001); Taylor et al. (2001)
2002 Suiza Colombi y Brunetti (2002)
2003 Eslovenia Gogala (2003)
Espafia Ribes et al. (2004); Ribes y Escola (2005)
Alemania Werner (2011)
Croacia Tescari (2004)
2004 Hungria Harmat et al. (2006)
Malta Sciberras y Sciberras (2010)
2005 Austria Rabitsch y Heiss (2005)
Francia Moulet (2006)
2006 Republica Checa Berdnek (2007)
Serbia Proti¢ (2008)
Bélgica Aukema y Libeer (2007)
Eslovaquia Majzlan y Rohacova (2007)
2007 Paises Bajos Aukema (2008)
Polonia Lis et al. (2008)
Reino Unido Malumphy et al. (2008)
Bulgaria Simov (2008)
2008 Grecia Petra.kis (2011)
Montenegro Hradil (2008)
Rumania Ruicdnescu (2009)
Dinamarca Buhl y Stephensen (2009)
Luxemburgo Schneider (2010)
2009 -
Noruega Mijgs et al. (2010)
Turquia Fenty Kment (2011)
Irlanda Foley y McCormack (2013)
Moldavia Derjanschi (2010)
2010 Portugal Grosso-Silva (2010)
El:i;ania Gapon (2013)
2011 Suecia Lindelow y Bergsten (2012)
2014 Bosnia-Herzegovina Protic y Stankovic¢ (2015)
2015 Kosovo Kulijer y Ibrahimi (2017)
Macedonia Kulijer (2016)
Albania Van der Heyden (2018a)
2018 Finlandia Van der Heyden (2020b)
Georgia Van der Heyden (2018c)
Chipre Van der Heyden y Zettel (2019)
2019 Lituania Karalius y Karaliaté (2019)
Monaco Van der Heyden (2019c)
Andorra Van der Heyden (2020a)
2020 Bielorrusia Van der Heyden (2021)
Estonia
Letonia Van der Heyden y Piterans (2021)
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Figura 21. Registros de Leptoglossus occidentalis Heidemann en Europa. Puntos: registros de L. occidentalis (Jung et
al., 2023).
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En el continente africano, L. occidentalis se ha citado en Tiunez en 2011 (Ben Jamaa et
al.,, 2013), en Marruecos (Gapon, 2015) y Sudafrica en 2015 (Van der Heyden y
Falundez, 2020), y en Mali en 2020 (Keita et al., 2023).

Al este de Europa, se ha citado en el Libano en 2015 (Nemer et al., 2019), en Israel en
2016 (Van der Heyden, 2018b), en Kazajistan en 2017 (Barclay y Nikolaeva, 2018), en
Argelia (Van der Heyden, 2019a) y Palestina en 2019 (Handal y Qumsiyeh, 2019), y en
Armenia en 2020 (Kalashian et al., 2021). En la parte mas oriental de Asia se ha
detectado en China en 2009 (Zhu, 2010), en Jap6n en 2008 (Ishikawa y Kikuhara
2009), y en Corea en 2010 (Ahn et al., 2013).

En Sudamérica se registré por primera vez en 2017 en Chile (Faundez et al., 2017),
Uruguay (Faundez y Silvera, 2019), Argentina (Kun y Masciocchi, 2019), y Brasil (Van
der Heyden y Faindez, 2020), mientras que en Centroamérica se citdé en 2019 en Costa
Rica (Van der Heyden, 2019b) y Guatemala (Van der Heyden, 2020c).

En Espana (Tabla 11) se han registrado al menos cuatro grandes eventos de
introduccion de L. occidentalis a través de Barcelona (2003), el Pais Vasco (2007),
Valencia y la costa sureste del pais, ademas de translocaciones internas (Farinha et al.,
2023; Gallego et al., 2013).

Tabla 11. Registros de Leptoglossus occidentalis Heidemann en Espafia. Ano en el que se citd por primera vez L.

occidentalis por Comunidad Autbnoma y fuente.

Afo Comunidad Auténoma Cita
2003 Cataluia Ribes et al. (2004); Ribes y Escola (2005)

Andalucia Ribes et al. (2008)

2008 Madrid Vazquez et al. (2009)
Region de Murcia Valcarcel y Portillo (2009)
Aragdn Antor (2010)

2009

Comunidad Valenciana

Valcarcel y Prieto (2010a)

Pais Vasco

Pagola-Carte (2009)

2010

Castilla-La Mancha

Valcarcel y Prieto (2010a)

Galicia

Valcarcel y Prieto (2010b)

Islas Baleares

Valcarcel y Prieto (2010a)

2012

Castillay Ledn

Pérez Hidalgo (2012)

El caracter invasivo de L. occidentalis (Barta, 2016) se debe tanto a condiciones
extrinsecas, como son el comercio, el turismo o el transporte (Farinha et al., 2023; Gall,
1992; Gapon, 2005; Kim et al., 2020; Lee et al., 2023; Oliveira et al., 2021; Zhu et al.,
2014), como a condiciones intrinsecas de la especie, como su polivoltismo, capacidad

de vuelo y capacidad de adaptacion a diferentes condiciones ambientales, ademas de
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su caracter polifago, llegando a asociarse con mas de 80 hospedantes (Tabla 12),
(Farinha et al., 2023; Gall, 1992; Koerber, 1963; Tamburini et al., 2012).

Tabla 12. Especies hospedantes de Leptoglossus occidentalis Heidemann. Modificacién de Werner (2011).

Género Especie Cita
Abies amabilis Douglas ex J. Forbes Lait et al. (2003)
Abies bornmuelleriana Mattf. Kim et al. (2020)
Abies Abies concolor (Gord. et Glend) Lindl Koerber (1963)
Abies koreana E.H. Wilson Werner (2011)
Abies magnifica A. Murr. Koerber (1963)
Abies nordmanniana subsp. bornmuelleriana (Mattf.) Coode & Cullen Lesieur et al. (2014)
Amygdalus Amygdalus communis Batsch Uyemoto et al. (1986)
Calocedrus Calocedrus decurrens (Torr.) Florin (Libocedrus) Koerber (1963)
Cedrus atlantica (Endl.) Menetti i
Cedrus Cedrus deodora Loud. Villa etal. (2001)
Cedrus libani A. Rich. Nemer et al. (2019)
Cupressus Cupressus sempervirens L. Tamburini et al. (2012)
Euonymus Euonymus japonicus Thunb. Kim et al. (2020)
Juniperus Juniperus excelsa M. Bieb. Nemer et al. (2019)
Quercus Quercus coccifera L. Sciberras y Sciberras (2010)
Larix Larix decidua Mill Tamburini et al. (2012)
Larix occidentalis Nutt. Manastyrski (2010)
Picea abies (L.) H. Karsten (= P. excelsa) Gall (1992)
Picea asperata Mast.
Picea enpgelmanii (Parry) Engelmann Barta (2009)
Picea Picea glauca (Moench) Voss McPherson et al. (1990)
Picea orientalis (L.) Link Barta (2009)
Picea sitchensis (Bong.) Carriere Bates (1999)
Picea wilsonii Mast. Barta (2009)
Pinus albicus Engelmann Anderton y Jenkins (2001)
Pinus arizonica Engelmann Cibrian-Tovar et al. (1986)
Pinus armandii Franch. Barta (2009)
Pinus attenuata Lemmon Krugman y Koerber (1696)
Pinus ayacahuite var. brachyptera Ehrenb. ex Schitdl. Cibrian-Tovar et al. (1986)
Pinus banksiana Lamberte Villa et al. (2001)
Pinus brutia Ten. Nemer et al. (2019)
Pinus cembra L. Werner (2011)
Pinus cembroides Zucc. i
Pinus chihuahuana Engelmann Cibridn-Tovar et al. (1986)
Pinus contorta Douglas var. latifolia Engelmann Koerber (1963)
Pinus cooperi Blanco Cibridn-Tovar et al. (1986)
Pinus coulteri D. Don Koerber (1963)
Pinus culminicola Andresen & Beaman Flores et al. (2014)
Pinus densiflora Siebold et Zucc. Barta (2009)
Pinus Pinus durangensis Mart. Bustamante et al. (2014)

Pinus edulis Engelmann

Negron (1995)

Pinus engelmannii Carr.

Cibrian-Tovar et al. (1986)

Pinus flexilis E. James

Schoettle y Negron (2001)

Pinus greggii Engelm. ex Parl.

Cibridn-Tovar et al. (1986)

Pinus griffithii McClelland

Barta (2009)

Pinus halepensis Miller

Kment y Banar (2008)

Pinus heldreichii H. Christ

Kulijer et al. (2017)

Pinus jeffreyi Grev. et Balf Koerber (1963)
Pinus johannis M.-F.Robert Flores et al. (2014)
Pinus lambertiana Douglas Koerber (1963)

Pinus laricio Poiret

Maltese et al. (2009)

Pinus leiophylla Schiede ex Schitdl. & Cham.

Pinus lumholtzii B.L.Rob. & Fernald

Pinus michoacana Lindl.

Pinus montezumae Lamb.

Cibrian-Tovar et al. (1986)

Pinus monticola Douglas ex D. Don

Connelly y Schowalter (1991)
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Tabla 12 (Cont.). Especies hospedantes de Leptoglossus occidentalis Heidemann. Modificacion de Werner (2011).

Género Especie Cita
Pinus mugo Turra (= P. monticola Miller) Gall (1992)
Pinus nigra Arnold McPherson et al. (1990)
Pinus pinaster Aiton (= P. maritima Lam.) Niccoli et al. (2009)
Pinus pinceana Gord. Cibrian-Tovar et al. (1986)
Pinus pinea L. Werner (2011)
Pinus ponderosa Douglas ex Lawson Koerber (1963)
Pinus pseudostrobus Lindl. Cibridn-Tovar et al. (1986)
Pinus radiata D. Don Koerber (1963)
Pinus remota (Little) D.K.Bailey & Hawksw. Flores et al. (2014)
Pinus Pinus resinosa Aiton Katovich y Kulman (1987)
Pinus rigida Miller Barta (2009)
Pinus rudis Lindl. Cibridn-Tovar et al. (1986)
Pinus sabiniana Douglas Koerber (1963)
Pinus x schwerinii Fitschen Barta (2009)
Pinus strobus L. McPherson et al. (1990)
Pinus sylvestris L. Schaffner (1967)
Pinus taeda L. Lait et al. (2003)
Pinus teocote Schiede ex Schltdl. & Cham. Cibrian-Tovar et al. (1986)
Pinus thunbergii Parl. Kim et al. (2020)
. Pistacea lentiscus L. Valcarcel y Portillo (2009)
Pistacea - "
Pistacea vera L. Rice et al. (1985)
Platycladus Platycladus orientalis (L.) Franco Kim et al. (2020)
Pseudotsuga macrocarpa (Vasey) Mayr
Pseudotsuga Pseudotsuga menziesii (Mirbel) Franco Koerber (1963)
Punica Punica granatum L., Sp. Pl. Sciberras y Sciberras (2010)
Thuja Thuja orientalis (L.) Franco Kim et al. (2020)
Tsuga canadensis (L.) Carriere Gall (1992)
Tsuga Tsuga hererophylla (Raf.) Sarg. Bates (1999)
Tsuga mertensiana (Bong.) Carriére Koerber (1963)

Aunque la dispersion de esta especie por nuevos territorios esta limitada por las
barreras naturales y la ausencia de especies hospedantes (Gall, 1992; Gapon, 2013),
se considera que su principal factor limitante es el clima a nivel local o microclima,
especificamente el valor de la integral térmica necesario para que la poblacion pueda
completar una o varias generaciones (287 y 538 grados-dia) (Barta, 2016; Bernardinelli
etal., 2006; Jung et al., 2023; Mas et al., 2013; Naya y Aguado, 2012; Tamburini et al.,
2012; Zhu et al., 2014). En este sentido, el aumento local de las temperaturas por el
cambio climatico podria favorecer la dispersion de L. occidentalis por nuevos territorios
(Musolin, 2007), como son los bosques de coniferas de zonas montanosas, 0 Su

desaparicion en zonas en las que se encuentra actualmente (Byeon et al., 2021).

Es probable que L. occidentalis se extienda por territorios en los que aun no ha sido
citado por su propagacion desde lugares ya colonizados (Lesieur et al., 2018), o que se
extienda proximamente desde estos territorios. Varios autores han elaborado modelos
de dispersion de L. occidentalis a diferentes escalas territoriales (Byeon et al., 2021;
Gapon, 2013; Kim et al., 2020; Zhu et al., 2014). Segun Olivera et al. (2021) esta
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especie podria llegar a extenderse practicamente por todo el mundo en el ano 2050,
exceptuando las zonas mas frias del norte y los tropicos (Figura 22). Este escenario
podria empeorar teniendo en cuenta que el modelo no incluye la posible capacidad de
adaptacion de este insecto a las altas temperaturas y humedades, caracteristicas de las
areas tropicales (Farinha et al., 2023), o a las bajas temperaturas del norte por
establecimiento en entornos urbanos con microclimas adecuados para completar su

ciclo biolégico (Jung et al., 2023).

Figura 22. Modelo de dispersion global de Leptoglossus occidentalis Heidemann en 2050. Escenarios de emision
moderada (RCP 2.5) y elevadas (RCP 8.5) de gases de efecto invernadero (GEI) (Oliveira et al., 2021).
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1.2.4. Danos causados por Leptoglossus occidentalis

Los danos causados por L. occidentalis se consideran tanto econdmicos como
ecologicos. Los danos econdmicos se asocian con la reduccion del rendimiento de las
cosechas de los huertos semilleros productores de semilla de calidad destinada a
repoblaciones forestales en Norteamérica (Bates et al., 2000a, 2001, 2002a, 2002b;
Blatt y Borden, 1996a; Connelly y Schowalter, 1991; Pasek y Dix, 1988; Schowalter,
1994; Schowalter y Sexton, 1990; Strong, 2006, 2015; Strong et al., 2001; Woods et
al., 2015), y de las plantaciones de frutos secos comerciales como pistachos, almendras
o avellanas (Rice et al., 1985; Rijal et al., 2021; Uyemoto et al., 1986; Vaccino et al.,
2008). Los danos ecolégicos consisten en la reduccion de la regeneracion natural de las
masas forestales (Bates, 1999; Bates et al., 2021; Blatt, 1997; Blatt y Borden, 1998;
Lesieur et al., 2014).

Koerber (1963) fue el primero en calificar a L. occidentalis como una plaga forestal tras
observar la reduccion del endospermo de practicamente todas las semillas de las pinas
de P. menziesii de las que se alimentaron una hembra y su progenie (98,8%). La
preocupacion por el impacto de esta plaga, en el rendimiento de las cosechas de los
huertos semilleros y de las masas forestales, impulsé el desarrollo de numerosos
estudios basados en la exposicion de pinas o semillas a la alimentacion del insecto en
laboratorio (Bates et al., 2000b; Blatt y Borden, 1998; Campbell y Shea, 1990; Koerber,
1963; Lesieur et al., 2014), en el embolsado de insectos junto con pinas en campo
(Bates et al., 2000a, 2001, 2002a, 2002b; Connelly y Schowalter, 1991; Dale y Schenk,
1978; Lesieur et al., 2014; Schowalter y Sexton, 1990; Strong, 2006, 2015; Strong et
al.,, 2001), en la exclusion de la alimentacion de la poblacion mediante el
embolsamiento de las pinas en campo (Blatt y Borden, 1996a; Pasek y Dix, 1988;
Schowalter, 1994; Strong, 2006, 2015; Strong et al, 2001) o la aplicacion de
insecticidas (Strong et al., 2001; Woods et al., 2015) y en la estimacion de los danos
causados por la poblacion de L. occidentalis (Blatt, 1997; Blatt y Borden, 1996a3;
Bustamante et al., 2012a, 2012b, 2014; Dale y Schenk, 1978; Flores et al., 2014;
Katovich y Kulman, 1987; Kegley et al., 2001; Koerber, 1963; Lesieur et al., 2014;
Pasek y Dix, 1988; Schowalter, 1994).
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Estos ensayos han estado condicionados por la ausencia de senales, visibles al ojo
humano, en la superficie de las pinas de las que se alimenta L. occidentalis (Bracalini
et al., 2013; Strong, 2001), por lo que los danos causados por esta plaga en las semillas

no se pueden detectar antes de su extraccion (Pasek y Dix, 1988).

A continuacién se describen los danos asociados con la alimentacion de L. occidentalis

en funcion del tipo de ensayo planteado.
()  Exposicion de pinas o semillas a la alimentacién de L. occidentalis en laboratorio.

Leptoglossus occidentalis es una especie polifaga cuyas ninfas son capaces de
desarrollarse hasta la madurez cuando se alimentan de semillas de diferentes coniferas
forestales presentes tanto en su area nativa (A. magnifica, A. concolor, C. lawsoniana,
L. decurrens, P. menziesii, P. macrocarpa, P. ponderosa, P. jeffreyi, P. coulteri, P.
sabiniana, P. lambertiana, P. radiata y T. mertensiana) (Koerber, 1963) como fuera de
ella (P. sylvestris, P. nigra, P. mugo, P. abies, L. decidua, P. abies, C. sempervirens y A.

nordmanniana subsp. bornmuelleriana) (Lesieur et al., 2014; Tamburini et al., 2012).

Las semillas de P. menziesii y P. ponderosa, coniferas presentes en su area de
distribucion nativa, de las que se alimentaron ninfas y adultos de esta especie
presentaron diferentes intensidades de dano en el endospermo: desde tejidos
encogidos y degenerados (Figura 23a) hasta tejidos completamente destruidos o
reducidos a un remanente amarillo y marchito (Figura 23b) (Dale y Schenk, 1978;
Koerber, 1963). Segln Dale y Schenk (1978), el 20,0% de las semillas de las pinas de
P. ponderosa, de las que se alimentd un solo adulto de L. occidentalis en laboratorio
durante dos semanas, presentaron danos en el endospermo. Bates et al. (2000b)
asociaron los danos leves y moderados del endospermo de semillas de P. menziesii, de
las que se alimentaron ninfas, hembras o adultos de L. occidentalis, con una reduccion
de la proporcion de lipidos superior al 55,0%. En Europa, Lesieur et al. (2014) también
observaron diferente intensidad de danos en el endospermo en semillas de varias
especies de coniferas europeas (P. sylvestris, P. nigra, L. decidua, P. abies y A.
bornmulleriana) de las que se alimentd un solo adulto durante dos semanas, ademas

de un elevado numero de semillas vanas de P. nigra (30,0%) y P. sylvestris (40,0%).

52



Figura 23. Semillas sanas y expuestas a la alimentacion Leptoglossus occidentalis Heidemann.
(a) Semilla de P. menziesii sana; (b) semilla de P. menziesii danada; (c) semillas de P. ponderosa
sanas (arriba) y danadas (abajo); (d) semillas de P. sylvestris sanas (arriba), abortadas de forma
natural (abajo) y diferente intensidad de dafno en el endospermo (medio). Modificaciéon de Dale y
Schenk (1978); Koerber (1963) y Lesieur et al. (2014).

(I  Embolsamiento de ninfas o adultos con pifias en campo.

Los ensayos de embolsamiento de ninfas o adultos de L. occidentalis junto con pinas en
desarrollo han generado un gran conocimiento sobre le impacto de esta plaga. La
intensidad de danos en las pinas y pinones depende del momento de su desarrollo en
el que L. occidentalis se alimenta, variando desde el aborto de las pinas inmaduras

hasta el dano parcial del endospermo de las semillas.

Segun Bates et al. (2002b), los principales danos causados por L. occidentalis en las
pinas inmaduras son el aborto y la reduccion del numero de semillas viables, sin afectar
a la morfologia de los pinones. La mortalidad de las pinas inmaduras de P. monticola,
embolsadas con dos ninfas de cuarto y quinto estadio durante un periodo de exposicion
de tres a cinco semanas, fue aproximadamente del 75,0%. El nGmero de la semillas de
las pinas que sobrevieron se redujo en un 46,0% respecto a los controles. Este tipo de
dano también fue observado en pinas de P. contorta var. latifolia expuestas a la
alimentacion de tres adultos o 10 ninfas de diferentes estadios durante dos semanas,
ya que el numero de semillas se redujo en un 75,0% respecto a los controles. Sin
embargo, la mortalidad de las pinas fue bastante menor (10,3%) en comparacion con P.
monticola. Para ambas especies la proporcion de semillas sanas fue similar a la de los

controles. En Europa, Lesieur et al. (2014) no pudieron relacionar la mortalidad de las
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pinas de P. sylvestris de primer ano con la alimentacion de L. occidentalis, ya que tras
su embolsamiento durante dos semanas con un adulto (25,0%) o tres ninfas de segundo

estadio (3,0%), no fue significativamente mayor que en los controles (8,3%).

Los danos observados en las pinas de las que se alimenta L. occidentalis durante su
Gltimo ano de desarrollo dependen de la madurez de la pina y de las semillas, del sexo
de los adultos y del estadio de las ninfas (Bates et al.,, 2001). La mortalidad se ha
asociado con la alimentacion de L. occidentalis al inicio de esta etapa de desarrollo.
Connelly y Schowalter (1991) registraron una mortalidad del 40,0% en pinas de P.
monticola expuestas a la alimentacion de un adulto de L. occidentalis durante el mes

de mayo.

El tipo de dano de las semillas depende del endurecimiento de la cubierta, variando
desde la fusion de la semilla a la bractea hasta los danos parciales en el endospermo.
La fusion de la semilla con la bractea puede producirse antes (Koerber, 1963; Strong,
2006) o después de la fertilizacion del 6vulo, por el derrame del contenido de la semilla
a través de la cubierta rota por el orificio de entrada de la probdscide, o por la alteracion
del desarrollo fiosologico de la semilla que evita que el 6vulo se separe de la bractea
para endurecerse (Bates et al., 2000a; Lesieur et al., 2014). Este tipo de dano se ha
asociado con la alimentacion de L. occidentalis al inicio de la temporada de desarrollo
de las pinas disminuyendo con su avance (Lesieur et al.,, 2014; Strong, 2006). La
proporcion de semillas fusionadas a la bractea en pinas de P. menziesii, expuestas a la
alimentacion de dos ninfas al inicio de su Ultimo ano de desarrollo, fue tres veces mayor
(35,0%) que en las pinas expuestas al final de dicho ano y que en los controles. En pinas
de P. contorta var. latifolia, este tipo de dano fue significativamente mayor al de los
controles cuando se expusieron a la alimentacion de machos y ninfas al inicio de su
altimo ano de desarrollo, mientras que cuando se expusieron a la alimentacion de
hembras este tipo de dano fue significativamente mayor durante todo su desarrollo
(Bates et al., 2000a; Strong et al., 2001). Sin embargo, en pinas de P. sylvestris y P.
nigra, expuestas a la alimentacion de adultos o ninfas durante dos semanas, el
porcentaje de semillas fusionadas a la bractea fue menor en junio (1,0% - 31,0%) que a
principios de julio (50,0%), siendo en ambos casos significativamente superior respecto

a la proporcion registrada en los controles (Lesieur et al., 2014).
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Tras el endurecimiento de la cubierta de las semillas, los danos causados por L.
occidentalis afectan al endospermo (Koerber, 1963; Strong, 2006). Este tipo de dano
se ha asociado con la alimentacion a mediados y finales del desarrollo fenologico de las
pinas durante su ultimo ano de maduracion y su intensidad depende del estado de
desarrollo de la semilla, ya que al inicio de la temporada son capaces de sintetizar lipidos
aunque hayan sido danadas, mientras que al final de la temporada esta capacidad se
pierde (Bates et al., 2001).

Las semillas vanas son un tipo de dano asociado a la alimentacion de L. occidentalis
(Bates et al., 2002a; Lait et al., 2001a, 2001b) a lo largo de todo su ultimo ano de
desarrollo. En pinas de P. menziesii se registraron porcentajes de semillas vanas del
35,0% (Bates et al., 2000a) y del 50,0% (Schowalter y Sexton, 1990) cuando fueron
expuestas a la alimentacién de ninfas durante todo su periodo de desarrollo. Sin
embargo, este tipo de dano también puede asociarse con otros factores bidticos,
abioticos o genéticos (Bates et al., 2000a, 2000b; Bates et al., 2001; Schowalter y
Sexton, 1990).

Como se ha mencionado previamente, los danos causados por la alimentacion de L.
occidentalis varian en funcion de su estadio y sexo. Las hembras necesitan extraer una
mayor proporcion de lipidos del endospermo de las semillas para cubrir las necesidades
de nitrégeno para la produccion de huevos (Bates et al., 2001; 2002a; Strong, 2006),
por lo que generalmente, causan mas danos que los machos y las ninfas. Segun Bates
et al. (2000), en pinas de P. menziesii embolsadas con una hembra, un macho o dos
ninfas de tercer y cuarto estadio durante dos semanas al final del Gltimo ano de
desarrollo de las pinas, la proporcion de semillas solamente disminuyd en las pinas
tratadas con hembras (70,0%). Por otro lado, la proporcion de danos en pinas de P.
contorta var. latifolia expuestas a la alimentacion de cuatro hembras (45,0%) fue
superior que en aquellas expuestas a cuatro machos independientemente del momento
del desarrollo fenolégico de las pinas. En todo caso, las ninfas causaron la menor
proporcion de danos en esta especie (Bates et al., 2002a). En Europa, los danos
observados en pinas de P. sylvestris y P. nigra, expuestas a la alimentacion de una
hembra o un macho durante las dos primeras semanas de junio, no fueron

significativamente diferentes en funcion del sexo. Sin embargo, los machos
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consumieron menos de un tercio del endospermo y las hembras mas de dos tercios

(Lesieur et al., 2014).

(1) Dainos causados por la poblacion de L. occidentalis: pinas protegidas vs. no

protegidas (ensayos de exclusion).

La comparacion de los danos de las pinas protegidas y no protegidas a la alimentacion

de la poblacion de L. occidentalis permite estimar su impacto.

Segun Pasek y Dix (1988), el rendimiento de las pinas P. ponderosa protegidas (3,4% -
25,9%) fue mayor que en las pinas no protegidas (0,0% - 10,9%). El nimero de semillas
sanas de las pinas de P. contorta var. latifolia expuestas también se redujo en hasta un
75,0% (58,0% - 75,0%) respecto a las protegidas (13,0%- 47,0%) (Strong, 2015; Strong
et al., 2001; Woods et al., 2015). Sin embargo, Blatt y Borden (1996a) no encontraron
diferencias significativas entre la proporcion de semillas danadas en las pinas
protegidas de P. menziesii (19,9% - 37,6%) y P. contorta var. latifolia (12,1%) respecto a

las expuestas (P. menziesii: 18,4% - 24,2%; P. contorta var. latifolia: 13,0%).

La adicion de los diferentes danos causados por la alimentacion de L. occidentalis en
las semillas de las pinas expuestas a lo largo de todo su desarrollo fenologico, reduce la
proporcion de semillas sanas o0 comercializables en comparacion con las pinas
protegidas. La proporcion de semillas sanas en pinas de P. ponderosa no protegidas fue
del 72,0% (Dale y Schenk, 1978), mientras que en pifias de P. nigra, la proporcion se
semillas sanas en las pinas protegidas fue del 60,0%, reduciéndose al 1,3% - 8,2% en
las no protegidas (Lesieur et al., 2014). En pinas de P. contorta var. latifolia, P. monticola
y P. menziesii no protegidas se registré una reduccion de las semillas sanas del 91,7% -
95,0% (Strong, 2006; Strong et al., 2001), 70,0% - 80,0% (Connelly y Schowalter, 1991)
y 50,0% - 70,0% (Bates et al., 2000a), respectivamente.

La aplicacion de insecticidas en huertos semilleros puede excluir la alimentacion de la
poblacion de L. occidentalis presente, pero no asegura que poblaciones establecidas en
las masas circundantes los recolonicen. Segin Strong et al. (2001), el numero de
semillas sanas (> 11 semillas/pina) de las pinas de P. contorta protegidas con
fenvalerato (0,05%) fue mayor que en las pinas sin insecticida (< 1,7 semillas/pina). En

el caso del insecticida Matador® 120EC (104 ml/ha), la proporcion de semillas y de
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semillas sanas de las pinas de P. contorta tratadas aumenté en un 41,0% y 61,0%,
respectivamente, en comparacion con las pinas no tratadas. Sin embargo, la eficacia de
este insecticida depende del momento de su aplicacion, siendo mayor al inicio de la
temporada (40,0% semillas sanas) que al final (29,0% semillas sanas) (Woods et al.,
2015). En pinas de P. monticola, la aplicacion de una, dos o tres dosis de esfenvalerato
(0,006%) redujo el porcentaje de pinones danados (rango de 4,9% a 6,6%) respecto a
los controles (12,0%), mientras que la tercera dosis también redujo la proporcion de

pinas danadas (Rappaport et al., 1994).

Por otro lado, el uso de bolsas como barrera de alimentacion es un método eficaz que
evita la aplicacion de insecticidas. En pinas de P. contorta, la exclusion de la
alimentacion de L. occidentalis fue mas eficaz en las pinas protegidas con bolsas que
con insecticida (fenvalerato al 0,05%), siendo la proporcion de semillas sanas 1,5 veces

superior en las pinas protegidas con bolsas que con insecticida (Woods et al., 2015).
(IV) Estimacion de daios causados por L. occidentalis en masas forestales.

La presencia de L. occidentalis en las masas forestales se puede determinar mediante
el muestreo de pinas y semillas para la identificacion de sintomas similares a los

observados en las pinas expuestas a la alimentacion de L. occidentalis.

Hasta el momento, Koerber (1963) es el Unico autor que asocia la deformacion vy
reduccion de la produccion de polen de las flores de coniferas con la alimentacion de L.

occidentalis.

La poblacion de L. occidentalis se ha asociado con la mortalidad de las pinas (5,0% -
14,0%) de varias especies de pinos productores de semillas comestibles en México (P.
cembroides, P. culminicola, P. remota, P. johannis, P. pinceana y P. ayacahuilte) (Flores
et al., 2014), con el alto porcentaje de semillas vanas en pinas de P. resinosa (67,0%)
(Katovich y Kulman, 1987) y con danos en semillas de P. ponderosa (8,6% - 27,9%)
(Dale y Schenk, 1978; Pasek y Dix ,1988), P. albicus (39,3%) (Kegley et al., 2001), P.
menziesii (< 5,0%), P. contorta var. latifolia (14,0%) (Blatt, 1997; Blatt y Borden, 1996a),
P. engelmannii (0,5% - 1,3%) y P. durangensis (0,8% - 1,9%) (Bustamante et al., 20123,
2012b, 2014). Sin embargo, estos estudios no descartan el aborto de las semillas por

otras causas como falta de polinizacion (Bustamante et al., 2012a, 2012b, 2014;
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Katovich y Kulman, 1987), infertilidad, incompatibilidad de los gametos u otro tipo de
disfuncion fisiologica (Pasek y Dix, 1988), o que parte de la proporcion de semillas
danadas fuese causada por otros factores, tanto abioticos como biéticos (Blatt, 1997;
Blatt y Borden, 1996a).

En Europa, Lesieur et al. (2014) analizaron el estado de salud de las semillas de
diferentes especies de coniferas en varios huertos semilleros y rodales alpinos de
Francia, asociando aproximadamente el 25,0% de las semillas danadas con la
alimentacion L. occidentalis. En los huertos semilleros se estimaron los siguientes
proporciones de semillas danadas por especie: P. menziesii (rango de 2,4% a 25,7%), P.
sylvestris (rango de 6,1% a 15,6%), P. nigra (rango de 3,1% a 15,7%), L. decidua (rango
de 0,0% a 6,3%), P. abies (rango de 1,0% a 1,1%) y A. nordmanniana subsp.
bornmuelleriana (rango de 1,1% a 2,6%). En los rodales alpinos, el porcentaje de
semillas danadas asociadas con la alimentacion de L. occidentalis se estimé entre el

4.8%yel 70,1% en P. sylvestris y entre el 2,0% y el 77,3% en P. nigra.

En Asia, la presencia de esta plaga supone una amenzada para la regeneracion de
coniferas como C. libani (Nemer et al., 2019) o para la produccion de frutos secos

comestibles como los pinones de P. koraiensis (Lee et al., 2023).
(V) Danos indirectos causados por L. occidentalis.

Leptoglossus occidentalis se ha asociado con la infeccion de coniferas y pistachos por
hongos del género Botryosphaeria y la especie Diplodia sapinea (Fr.) Fuckel (syn. D.
pinea (Desm.) Kickx. Sphaeropsis sapinea / Fr.: Fr./ Dyko & Sutton) (Ascomycota:
Botryosphaeriaceae). Estos hongos se introducen en los organismos a través de los
orificios realizados por la probéscide de L. occidentalis durante la alimentacion en
aciculas (Gall, 1992; Tamburini et al.,, 2012), pinas o frutos (Rice et al., 1985).
Leptoglossus occidentalis se considera un vector de D. sapinea tras detectar su ADN en
adultos recolectados en campo. Este patégeno causa la enfermedad definida como
“tizon de la punta por Diplodia” en varias coniferas forestales (Luchi et al., 2011;
Tamburini et al., 2012).
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1.3. Leptoglossus occidentalis y Pinus pinea

El pindn blanco es la principal fuente de ingresos de las masas de pino pinonero en la
cuenca mediterranea (Mutke et al., 2013). Entre los anos 2000 y 2010, la produccion
entre Portugal, Espana, Italia, Turquia y el Libano se estim6 en 4.000 t, pero a partir del
ano 2011, se ha observado un decaimiento del rendimiento de las cosechas que ha
llegado a desabastecer el mercado del pindn blanco. Durante el periodo 2015 - 2020 la
produccion decrecio hasta las 2.600 t (Mutke, 2022; Mutke et al., 2015a).

La reduccion del rendimiento de las cosechas se asocia tanto al aumento de la
proporcion de pinas inmaduras abortadas, durante su primer y segundo ano de
desarrollo, como al aumento de la proporcion de pinones vanos o con el endospermo
danado (> 50,0%) en pinas aparentemente sanas. Este conjunto de danos es definido
como el “sindrome de la pina seca” (Bracalini et al., 2013; Calama et al., 2015, 2020;
Mutke et al., 2014, 2015a, 2015b, 2017). El aumento de la proporcion de este tipo de
danos coincide con la introduccion de L. occidentalis en la cuenca mediterranea (Tabla
10), donde es considerada como la especie mas danina para la produccion de pindn
blanco (Taylor et al., 2001; Tescari, 2001; Tiberi, 2007a).

En Italia, la cosecha de pindn blanco se ha reducido en mas de un 80,0% a lo largo de
una sola década, asociandose con el aumento de la proporcion de pinas de primer y
segundo ano abortadas, y de la proporcion de pifones con el endospermo total o
parcialmente danado (94,2%) por la alimentacion de L. occidentalis (Bracalini et al.,
2013; Roversi, 2009; Roversi et al., 2011b; Tiberi, 2007a). En Kozak, principal zona
productora de Turquia, también se ha registrado una reduccion de las cosechas desde
el ano 2005, antes del primer registro de esta plaga en el pais (Tabla 10), asociada con
el aumento de la proporcion de pinones vanos (59,0%; rango de 14,0% a 98,0%)
respecto a los valores historicos (15,0% - 24,0%) registrados en plantaciones y masas
naturales (Parlak, 2017). En la Peninsula Ibérica, la proporcion histérica de pinones
danados se situaba por debajo del 10,0%, sin embargo, a partir del ano 2011 ha
aumentado hasta alcanzar valores del 30,0% - 50,0%, derivando en la reduccion del
rendimiento medio de pindn con cascara desde valores histéricos del 16,9% - 17,5% a
valores del 5,0% - 12,0%, y del rendimiento medio de pinén blanco del 3,6% - 4,1% al
2,2% - 2,8% (Mutke et al., 2017).
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En Espana, el rendimiento de pindén blanco por kilo de pindn con cascara (Figura 24) se
ha reducido de forma significativa en las principales zonas productoras (meseta Norte,
meseta Central, suroeste de Andalucia y Cataluna) tras la invasion de L. occidentalis
(Tabla 11), asociandose con el aumento significativo de la proporcion de pifiones
danados (Figura 27). Sin embargo, la proporcion de pindn con cascara por kilo de pina
fresca (Figura 25) y pindn blanco por kilo de pina fresca (Figura 26) no se ha reducido

significativamente en el suroeste de Andalucia.

En la meseta Norte, el rendimiento de pindn blanco por kilo de pina fresca (Figura 26)
se reduce en mas del 50,0% cuando se comparan los valores de la serie 2012 - 2016
(0,0177) y de la serie historica (1992 - 2000), previa a la introduccion de la plaga
(0,0352). La reduccion del nUmero de pinones con cascara por kilo de pina fresca, entre
2012 y 2016 (55,5) respecto a la serie historica (76,1), sugiere la influencia de una
causa ajena al clima, factor limitante tradicionalmente asociado con la reduccion del
rendimiento del pino pinonero (Calama et al., 2020). La relacion establecida entre la
alimentacion de L. occidentalis y la reduccion del niumero de semillas en otras especies
de coniferas (Bates et al., 2002b, 2002b) sugiere que esta especie podria estar
relacionada con la reduccion del nimero de pinones con cascara de P. pinea. Por otro
lado, el rendimiento también es funcién de la proporcion de pifndn blanco por kilo de
pindn con cascara, variable dependiente de la salud de los pinones (Figura 27). Desde
la deteccion de L. occidentalis, la proporcion de pinones vanos o con el endospermo
danado ha aumentado del 13,4% a mas del 50,0% (Calama et al., 2020). La relacién
entre la alimentacion de L. occidentalis y el aumento de la proporcion de pinones vanos
y con el endospermo danado ha sido demostrada previamente en otras especies de
coniferas (Bates et al., 2000a, 2001, 2002a; Lait et al., 2001a, 2001b; Lesieur et al.,
2014; Schowalter y Sexton, 1990; Strong, 2006).
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La reduccion del nimero de pinones sanos por pina supone que, para obtener un solo
kilo de pinon blanco se necesitan aproximadamente 40 kg de pina verde cuando
histéricamente se requerian unos 25 kg (Mutke et al., 2017). Esta reduccion del
rendimiento conlleva el aumento del precio final del producto (Mutke et al., 20153;
2015b; Sousa et al., 2012), llegando a superar los 100 €/kg en el mercado (Mutke,
2022), y a la sustitucion del consumo o comercializacion de este fruto seco por otros
con diferentes cualidades organolépticas y nutricionales, como son los anacardos u
otros pinones comestibles como el pakistani (P. gerardiana), el chino (P. koraiensis) o el
ruso (P. sibirica), entre otros (Awan y Petenella, 2017; Evaristo, 2016; Evaristo et al,
2010; Guadano y Mutke, 2016; INC, 2019; Mutke, 2022; Mutke et al., 2012, 2013;
Wolff y Bayard, 1995).

Como en el caso de otras especies de coniferas, se han realizado numerosos estudios
para asociar la alimentacion L. occidentalis en pinas de pino pinonero con la reduccion

del rendimiento de las cosechas de pindn blanco.
()  Exposicion de semillas a la alimentacién de L. occidentalis en laboratorio.

Los trabajos de Farinha et al. (2017, 2018a) indican que los adultos de L. occidentalis
son capaces de alimentarse de las semillas de pino pinonero a través de su testa, de
unos 1,5 mm de grosor. Los danos causados sobre el endospermo, tanto en pinones
con testa como sin ella, son la deformacion y reduccion de la masa del endospermo
(Figura 28) entre un 39,67% y un 78,76%. Este tipo de dano fue denominado tipo | y fue
asignado a la alimentacion de L. occidentalis en pinas de pino pinonero en campo
(Farinha et al., 2018b).

Figura 28. Pifiones de Pinus pinea L. con el endospermo daiiado por la alimentacion de Leptoglossus

occidentalis Heidemann. Pinones blancos expuestos a la alimentacion de tres adultos de L.

occidentalis durante dos meses en condiciones de laboratorio. Modificacién de Farinha et al. (2018a).
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(I Embolsamiento de ninfas o adultos con pinas en campo.

Segun Farinha et al. (2018b), L. occidentalis es capaz de abortar el 18,4% y el 31,6%
de las pinas de segundo ano cuando son embolsadas con dos adultos o dos ninfas,
respectivamente, durante todo el mes de agosto. Sin embargo, el nimero pinones de
estas pinas (ninfas: 88,9 + 2,1; adultos: 88,5 + 2,1) no fue significativamente diferente

respecto al de los controles (88,8 + 2,3).

La proporcion de pinones danados de las pinas control (5,7%) fue significativamente
menor que en las pinas embolsadas con adultos (11,9%), pero no lo fue respecto a las
embolsadas con ninfas (10,8%). El dano tipo | (endospermo danado; Figura 29) se
asoci6 con la alimentacion de L. occidentalis durante el mes de agosto (adultos: 6,9%;
ninfas: 4,1%; controles: 0,7%), mientras que la proporcion de pinones abortados (aprox.
1,5%) y de tipo Il (embridén seco y reducido; Figura 29) (adultos: 5,2%; ninfas: 5,7%;

controles: 4,3%) no fueron significativamente diferentes entre tratamientos.

-

: eV ¥
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No damage Damage type | Damage type Il

Figura 29. Categorizacién de los pifiones de Pinus pinea L. seglin Farinha et al. (2018b).

() Danos causados por la poblacion de L. occidentalis: pihas protegidas vs. no

protegidas (ensayos de exclusion).

Los danos causados por la alimentacion de la poblacion de L. occidentalis en pinas de
pino pinonero son similares a los asociados con el “sindrome de la pina seca”, desde la
mortalidad de pinas de primery segundo ano (60,0%) hasta el aumento de la proporcién
de pinones danados (30,0% - 65,0%) (de la Mata et al., 2019; Elvira-Recuenco et al.,
2016).

Segun Farinha et al. (2018b), la mortalidad de las pinas de segundo ano (30,0%) no

protegidas de la alimentacion de L. occidentalis en una plantacion injertada de Portugal
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fue seis veces mayor que en las no protegidas, mientras que la mortalidad en las pinas
de tercer ano no protegidas fue menor (4,3%). El nimero de semillas también fue
significativamente menor en las pinas protegidas (88,8 + 2,3) que en las no protegidas
(80,4 + 1,3) y la proporcion total de semillas danadas y de tipo | y Il (Figura 29) fue
significativamente mayor en las pinas no protegidas (total: 30,0%; tipo I: 7,1%; tipo II:
20,6%) que en las protegidas (total: 6,0%; tipo I: 0,8%; tipo II: 4,6%). Sin embargo, la
proporcion de semillas vanas fue similar (< 2,0%). Los danos tipo | y Il se asignaron a
danos bidticos, sin descartar la influencia climatica, fisiolégica, o la alimentacion de L.
occidentalis antes de colocar las bolsas, ya que este tipo de danos también fue

encontrado en las pinas protegidas.
(IV) Estimacion de dafos causados por L. occidentalis en plantaciones.

En Portugal, Sousa et al. (2012) registraron un aumento de los pinones danados en las
cosechas de 2010 - 2011 (8,6% - 12,1%) y 2011 - 2012 (20,7% - 90,3%), tras la

deteccion de L. occidentalis (Tabla 10).

Segun Loewe-Munoz et al. (2021), el rendimiento medio del pindn blanco antes (2010 -
2015) y después (2018 - 2019) de la invasion de L. occidentalis en Chile no fue
significativamente diferente, siendo del 4,2% (rango de 3,6% a 5,0%) y 3,7% (rango de
2,8% a 4,3%), respectivamente. Sin embargo, tras la introduccion de la plaga observaron
un aumento de la proporcion de semillas danadas (8,4% - 27,8%) y detectaron pifnones
con el endospermo parcial (tipo I: 58,6%) o totalmente danado (tipo II: 51,4%) (Figura
29), danos no observados previamente. El porcentaje de pifones vacios no aumento
tras la introduccion de la plaga (1,0%) hasta el periodo 2020 - 2021 (11,1% - 39,3%).
Sin embargo, la proporcion de pinones con el endospermo danado (tipo II: 18,9 - 45,4%)

no se incremento respecto al periodo 2018 - 2019 (Loewe-Munoz et al., 2021, 2023).

Los danos en los pinones también pueden estar relacionados con los tratamientos
culturales aplicados en las plantaciones, como es el caso de la fertirrigacion. En
plantaciones fertirrigadas se ha registrado una menor proporcion de pinones abortados
en comparacion con parcelas no fertirrigadas. Sin embargo, la proporcion de pinones
con el endospermo danado (tipo Il) es mayor en las plantaciones fertirrigadas (Farinha
et al., 2018b; Loewe-Munoz et al., 2023).
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Como se ha comprobado en otras especies de coniferas, los danos causados por la
alimentacion de L. occidentalis varian en funcion del momento de desarrollo fenoldgico
de la pina en la que se produce (Bates et al., 2000a; Bates et al., 2001; Bates et al.,
2002b; Connelly y Schowalter, 1991; Lesieur et al., 2014; Schowalter y Sexton, 1990;
Strong, 2006; Strong et al., 2001). La proporcion de pinones danados por la
alimentacion de L. occidentalis en la provincia de Valladolid se incrementd con el
desarrollo de los pinones. En las pinas cosechadas en mayo y junio la proporcion de
pinones danados fue menor al 5,0%, aumentando al 20,0% - 30,0% en las pinas
cosechadas a partir de la segunda quincena de julio, y al 70,0% - 80,0% en las pinas
cosechadas entre la segunda quincena de agosto y octubre (Calama et al., 2016a,
2016b).

1.4. Leptoglossus occidentalis, la Gestion Integrada de Plagas (GIP) y el

Manejo Integrado de Plagas (MIP)

La gestion integrada de plagas (GIP) se define como “el examen cuidadoso de todos los
métodos de proteccion vegetal disponibles y posterior integracion de medidas
adecuadas para evitar el desarrollo de poblaciones de organismos nocivos y mantener
el uso de productos fitosanitarios y otras formas de intervencion en niveles que estén
econdmica y ecolégicamente justificados y que reduzcan o minimicen los riesgos para
la salud humana y el medio ambiente. La gestion integrada de plagas pone énfasis en
conseguir el desarrollo de cultivos sanos con la minima alteracién posible de los
agroecosistemas y en la promocion de los mecanismos naturales de control de plagas”
(RD 1311/2012, de 14 de septiembre). Segin la Directiva 2009/128/CE del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 21 de octubre de 2009, por la que se establece
el marco de la actuacion comunitaria para conseguir un uso sostenible de los
plaguicidas, y el Reglamento (CE) N°® 1107/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 21 de octubre de 2009, relativo a la comercializacion de productos fitosanitarios y
por el que se derogan las Directivas 79/117/CEE y 91/414/CEE del Consejo “la

aplicacion de los principios de |la gestion integrada de plagas es obligatoria y el principio

de subsidiariedad se aplica a la manera en que se implementan los principios de la

gestion integrada de plagas, concediéndose prioridad, cuando sea posible, a los
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métodos no quimicos de proteccion fitosanitaria y de gestion de las plagas y los cultivos,
los Estados miembros deben describir en sus planes de accion nacionales la forma en
que garantizan la aplicacion de los citados principios”. Espana transpone el marco de la
actuacion comunitaria en el Real Decreto 1311/2012, de 14 de septiembre, por el que
se establece el marco de actuacion para conseguir un uso sostenible de los productos
fitosanitarios, y elabora una serie de guias de GIP para conseguir implantar los principios
de gestion integrada de plagas en cultivos agricolas, en masas forestales de coniferas,
frondosas, eucaliptos y Quercus, en pastos, en parques y jardines y redes de servicios
(MAPA, 2023a). Entre los principios para la GIP de coniferas se destaca el siguiente: “los
métodos biolbgicos, fisicos y otros no quimicos deberan preferirse a los métodos
quimicos. En todo caso, se emplearan de forma integrada con los productos

fitosanitarios cuando no permitan un control satisfactorio de las plagas” (MAPA, 2021).

El MIP es definido por la FAO como “la cuidadosa consideracion de todas las técnicas
disponibles para combatir las plagas y la posterior integracion de medidas apropiadas
que reducen el desarrollo de poblaciones de plagas. EI MIP combina estrategias y
practicas (culturales) especificas de gestion biolégica, quimica, fisica y agricola para
producir cultivos sanos y minimizar la utilizacion de plaguicidas, mitigando o reduciendo
al minimo los riesgos que plantean estos productos para la salud humana y el medio
ambiente” (FAO, 2023). La seleccion de las estrategias de un MIP tiene como objetivo
la reduccion de la densidad de poblacion plaga por debajo del umbral de dano
econdmico, es decir, por debajo de la menor densidad que es capaz de causar danos
econdmicos. La definicion del umbral econdmico se basa en el conocimiento de la
biologia y ecologia de la plaga (Eilenberg et al., 2001; Peshin y Dhawan, 2009; Prokopy
y Kogan, 2009).

La situacion actual de declive del sector del pindn blanco, asociada con la introduccion
de L. occidentalis, pone de manifiesto la necesidad de definir una serie de estrategias
que permitan reducir la densidad de poblacion de esta plaga (Bates y Borden, 2005) por
debajo del umbral de danos econdmicos para este sector. Sin embargo, este umbral no
ha sido definido por la falta de un método de monitoreo eficaz que permita asociar el
nivel de danos causado por esta plaga en las cosechas de pinén blanco con su densidad

de poblacion. Farinha et al. (2021) estimaron el umbral econémico de L. occidentalis en
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funcion de la pérdida de semillas viables por pifa y el nimero de insectos observados
mensualmente, entre mayo y noviembre, en ramas y pinas de pino pinonero. Estos
autores establecieron una reduccion del 20,0% de semillas viables por pina cuando
detectaron insectos en el 20,0% de los pinos, mientras que esta proporcion se estimo
en un 25,0% cuando observaron insectos en un tercio o un cuarto de los pinos. Por otro
lado, sugieren que el umbral de danos podria ser mayor porque no contemplaron la
mortalidad de las pinas inmaduras por la alimentacion de L. occidentalis.
Independientemente de esta estimacion, el elevado coste del pinén blanco implica que
su umbral de dano econdmico tiene que ser bajo, justificando la implementacion de

estrategias de control para la proteccion de las cosechas (Farinha et al., 2018b).

Las estrategias de control del MIP se pueden resumir en las siguientes: resistencia
genética del hospedante, control cultural, estrategias de persuasion y atraccion, control
quimico y control biolégico. Todas aquellas seleccionadas en un programa de MIP son

dependientes entre si (Landis y Dumrose, 2014; Peshin y Dhawan, 2009).

La definicion de las estrategias de control requiere el conocimiento de la fenologia de la
plaga, que se define mediante el monitoreo de la poblacion durante su temporada de
actividad (Ahmad y Kamarudin, 2011). Como se ha mencionado previamente, hasta la
actualidad no se ha definido un método eficaz de monitoreo de las poblaciones de L.

occidentalis.

1.4.1. Resistencia genética del hospedante

La mejora y seleccion de las plantas frente al ataque de plagas es el método mas
efectivo, econdmico y fiable para mantener cultivos sanos y reducir la pérdida de

produccion (Peshin y Dhawan, 2009).

En Espana, tras mas de 20 anos de ensayos de seleccion de clones de P. pinea en
funcion de su produccion, se han definido una serie de clones élite como material base
de reproduccion para plantaciones enfocadas a la produccion de pinén blanco (Guadano
y Mutke, 2016). El grupo operativo PINEA, con el objetivo de reducir el impacto de L.
occidentalis en el sector del pindn, ha definido como accién correctora “Estudiar los

materiales de P. pinea por su potencial resistencia a L. occidentalis” (FAFCYLE, 2023).
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En Norteamérica se ha estudiado la preferencia de adultos de L. occidentalis por clones
de P. menziesii y P. contorta para definir clones élite en funcion de su resistencia a L.
occidentalis. La preferencia por ciertos clones se ha asociado con su capacidad para

garantizar el desarrollo de las ninfas (Blatt, 1997; Blatt y Borden, 1996a).

El mecanismo de seleccion de los clones por parte de L. occidentalis es complejo y
puede depender de diferentes estimulos, como son los volatiles emitidos por el
hospedante, como es el 8-3-carene de P. contorta, aparentemente atractivo a corta
distancia; la asociacion del color de las aciculas y de las pinas; el tamano o su
temperatura (Blatt, 1997; Richardson, 2017; Richardson et al., 2016; Zahradnik, 2012).
Por otro lado, las necesidades de L. occidentalis en diferentes momentos de su
desarrollo fenolégico (Strong, 2015) y la variacion intra e interanualmente de los
estimulos, dependientes por otra parte de factores ambientales como el tipo de suelo o
clima, podrian modificar la respuesta de atraccion de L. occidentalis haciendo
relativamente dificil la definicion de clones resistentes a esta plaga a lo largo de todo su

desarrollo fenolégico.

1.4.2. Control cultural

El control cultural consiste en el manejo del entorno para evitar el desarrollo de las

plagas, reduciendo asi su tasa de incremento y, por lo tanto, de danos econémicos.

Esta estrategia incluye métodos mecanicos como el laboreo, la poda o la quema, y fisicos
como la rotacion de cultivos, el uso de cultivos intercalados, el aislamiento de los
cultivos, la reduccion de espacio de los cultivos, el momento de la siembra y cosecha, la
cuarentena de cultivos, la solarizacion del suelo, el riego o la fertilizacion. Aunque esta
estrategia no elimina la plaga, contribuye a la conservacion de los enemigos naturales y
asegura que se mantengan las condiciones adecuadas para asegurar la productividad
de los cultivos (Batra, 1982; Peshin y Dhawan, 2009).

La fertilizacion aumenta la produccion y calidad de las pinas de pino pinonero, y reduce
el porcentaje de pinones abortados, aumentando, por lo tanto, la produccion de pinon
blanco. Sin embargo, como se ha mencionado previamente, la fertirrigacion ha resultado

ser perjudicial para la produccion de pinén blanco por el aumento de la proporcion de
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danos causados por la alimentacion de L. occidentalis (Farinha et al., 2018b; Loewe-
Munoz et al., 2023).

Entre los métodos de control cultural se incluyen las barreras protectoras de los cultivos,
como son las bolsas de malla colocadas sobre las pinas para evitar la alimentacion de
L. occidentalis (Kegley, 2019; Woods et al., 2015).

1.4.3. Estrategias de persuasion y atraccion

Las estrategias de persuasion y atraccion, también denominadas estrategias push-pull,
tienen como objetivo modificar el comportamiento de la plaga o de los enemigos

naturales con el fin de manipular la distribucién y abundancia de sus poblaciones.

El control biorracional se basa en el uso de compuestos que modifican el
comportamiento de la plaga, como son las feromonas, kairomonas y repelentes, entre
otros (Batra, 1982).

Las estrategias de persuasion consisten en la repulsion o disuasion de la poblacion
plaga mediante estimulos repelentes, disuasorios 0 que enmascaran la apariencia del
hospedador, y que actlan a larga (senales visuales, repelentes sintéticos, volatiles del
hospedador o no, feromonas antiagregacion y de alarma) o corta distancia (disuasores
de oviposicion y alimentacion) (Ahmad y Kamarudin, 2011; Howse et al., 2013). Como
método de repulsién o disuasion de la poblacion de L. occidentalis se podria utilizar su
feromona de alarma (ver Epigrafe 1.2.2) (Shin et al., 2007), que en los adultos esta
compuesta por henaxal, hexanol, hexyl acetato, heptyl acetato y octyl acetato, y es
emitida a través de su complejo de glandulas odoriferas metatoracicas. En el caso de
las ninfas, esta feromona solamente esta compuesta por (E)-2-hexanal y es segregada
a través de dos glandulas (Benelli et al., 2014; Blatt, 1997; Blatt et al., 1998).

Las estrategias de atraccion se basan en la captura de la poblacion plaga, en trampas
0 cultivos trampa, por atraccibn mediante estimulos visuales, volatiles de los
hospedantes (kairomonas, feromonas sexuales y de agregacion) o estimulantes
gustativos o de oviposicion (Peshin y Dhawan, 2009). Entre estas estrategias se

encuentran la captura masiva (mass trapping) de adultos, basada en la reduccién de los
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niveles de poblacion de la siguiente generacion, y la alteracion del apareamiento (mating

disruption) con componentes feromonales o antagonistas.

El uso de feromonas requiere de su formulacion y disponibilidad comercial. Esta técnica
favorece la conservacion de la biodiversidad por tratarse de un método selectivo que no

suele atraer a organismos no objetivo (Ahmad y Kamarudin, 2011).

La poblacion adulta de L. occidentalis podria ser controlada mediante el uso de trampas
térmicas, por atraccion mediante la estimulacion de sus o6rganos receptores de
infrarrojos situados en el abdomen (Takacs et al., 2009), o por trampas cebadas con
feromonas sexuales o de agregacion (ver Epigrafe 1.2.2). Como en otras especies del
género Leptoglossus, la reproduccion podria estar mediada por una feromona sexual de
corto alcance emitida por los machos (Blatt, 1994, Blatt y Borden, 1996b; Dapporto et
al., 2013; Franco-Archundia et al., 2018; Guarino et al., 2008; Wang y Millar, 2000) o
por las hembras (Blatt, 1997) durante el cortejo. Entre los compuestos de una potencial
feromona de agregacion, de largo alcance emitida por los machos, se ha identificado
una molécula, denominada leptotrieno, capaz de causar respuestas antenales
consistentes en machos y hembras y de atraer poblacion de ambos sexos en campo. Sin
embargo, esta feromona no se ha formulado comercialmente hasta el momento (Millar

et al., 2022).

1.4.4. Control quimico

El control quimico consiste en el uso de compuestos naturales o sintéticos que
interfieren con el metabolismo de plaga, como son los herbicidas, fungicidas,
insecticidas, hormonas, quimioesterilizantes, reguladores del crecimiento y toxinas

microbianas (Batra, 1982).

Varios autores han testado la eficacia de varios insecticidas contra L. occidentalis.
Summers y Ruth (1987) testaron el efecto de la aplicacion de tierra de diatomeas,
dimetoato (0,1%y 0,01%), permetrina (0,1% y 1,0%) y malation (0,1%) en la disminucion
de mortalidad de pinas de P. contorta y P. monticola de las que se alimentaron L.
occidentalis en condiciones de laboratorio, reduciéndose cuando se aplicaron las tres

Gltimas formulaciones. La aplicacion de los insecticidas fenvalerato (0,05%) y Matador®
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(104 ml/ha) en pinas de P. contorta (Strong et al., 2001; Woods et al., 2015), y de
esfenvalerato (0,0006%) en pinas de P. monticola (Rappaporto et al., 1994) también
tuvo efecto en la disminucion de los danos causados por la alimentacion de L.

occidentalis en huertos semilleros (ver Apartado lll del Epigrafe 1.2.4).

Sin embargo, como se ha mencionado previamente, la legislacion vigente indica que
“los métodos bioldgicos, fisicos y otros no quimicos deberan preferirse a los métodos
quimicos. En todo caso, se emplearan de forma integrada con los productos
fitosanitarios cuando no permitan un control satisfactorio de las plagas” (MAPA, 2021).
Segln la Guia de Gestion Integrada de Plagas de Coniferas, el control de L. occidentalis
en coniferas solamente podra utilizarse mediante medios quimicos “en el caso de que
existan, los productos fitosanitarios autorizados para este uso en el Registro de
Productos Fitosanitarios del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion” (MAPA,
2021). Segln este registro, el Unico insecticida aplicable en “pinos” para el control de
“chinches, heteropteros” es el deltametrin 2,5% [EC]/PV, bajo los nombres comerciales
AUDACE (n° registro: 23188) y DECIS (n° registro: 25100) (MAPA, 2023b).

En el caso de llegar a combinar el control quimico y el control bioldgico en un programa
de MIP, se deben considerar los efectos letales y subletales (alteraciones fisiologicas y
comportamentales) que causan los insecticidas sobre los enemigos naturales, entre
otras especies no objetivo (Desneux et al., 2007). Segun los resultados de Abudulai et
al. (2001), el porcentaje de parasitismo en campo de las puestas centinela de
Leptoglossus phyllopus L. (Heteroptera: Coreidae) colocadas en arboles no tratados y
tras ser tratados con endosulfan, se redujo del 14,4% - 21,8% al 2,6% - 7,1%,

respectivamente.

1.4.5. Control biolégico

El control biologico consiste en el uso de organismos vivos o virus, denominados agentes
de control biol6gico (ACB), como son bacterias, hongos, protozoos, nematodos, acaros,
insectos y vertebrados, para reducir la densidad de poblacion y, por lo tanto, el impacto
de una plaga (Batra, 1982; Beddington et al., 1978; Eilenberg et al., 2001; Orr, 2009;
Peshin y Dhawan, 2009) tanto en sistemas agronémicos como en areas naturales
(Messing y Wright, 20006).
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El control biolégico se subdivide en cuatro categorias en funcion de sus principios

ecologicos: clasico, inundativo, inoculativo y conservativo.

(I) Control biol6gico clasico: consiste en la introduccién intencionada de un ACB exético,
que puede o no haber coevolucionado junto con la especie plaga en su area de
distribucion nativa, para su establecimiento permanente en el nuevo territorio. El
objetivo es el control de la poblacion plaga a largo plazo (Batra, 1982; Eilenberg et
al.,, 2001). El niamero de individuos liberados es menor que en el resto de las

estrategias (Frank y Gillett-Kaufman, 2006).

El control biolégico clasico se divide a su vez en las siguientes categorias (Eilenberg
et al., 2001):

e Control biolégico clasico: la plaga y el ACB son exéticos y han coevolucionado en

su area de distribucion nativa.

e Control biolégico clasico de nueva asociacion: la plaga y el ACB son exoéticos, pero

no han coevolucionado en su area de distribucion nativa.

e Control biolégico neoclasico: la plaga es nativa y el ACB es exotico.

Antes de iniciar un programa de control biologico (PCB) en campo hay que analizar
los riesgos y beneficios de conlleva la introduccién de un ACB exético (Abram et al.,
2016; Messing y Wright, 2006; Van Lenteren et al., 2003) a partir de una serie de
ensayos desarrollados en laboratorio y en condiciones seminaturales y naturales.
Estos ensayos definen la eficiencia y eficacia de los enemigos naturales como ACB
mediante la estimacion de los danos causados en especies no objetivo, su capacidad
detectar y parasitar a la especie objetivo, su capacidad de establecimiento y de
dispersion en el nuevo habitat, sus relaciones de hiperparasitismo (con individuos de
otras especies) y superparasitismo (con individuos de la misma especie) y su posible
de hibridacion con otras especies nativas. Tras la suelta del ACB se deben seguir
controlando los posibles riesgos que conlleva la introduccion de este nuevo
organismo porque los ensayos de laboratorio no siempre son predictivos (Binazzi et
al., 2016; Quacchia et al., 2007). Medir estos riesgos es un proceso largo y costoso

en el que intervienen muchas variables (Gibbs et al., 2011).
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() Control bioldgico aumentativo: consiste en la supresion de plagas nativas o exéticas

por el aumento de la poblacion de enemigos naturales mediante sueltas periddicas

inoculativas o inundativas (Peshin y Dhawan, 2009).

Sueltas inoculativas: consisten en la liberacion peridodica de ACB para que

controlen a la poblacion plaga a largo plazo, aunque no de forma permanente
como en el caso del control biolégico clasico. Si tras aplicar un PCB clasico se
requieren liberaciones adicionales, el control pasaria a considerarse inoculativo

(Eilenberg et al., 2001).

Sueltas inundativas: consisten en la liberacion periddica de un gran nadmero de

ACB para suplementar a los presentes con la expectativa de que controlen la
poblacion plaga sin necesidad de reproducirse antes de dispersarse o morir. El
éxito del programa depende de los organismos liberados y no de su progenie. Los
biopesticidas suelen incluirse dentro de esta estrategia de control biologico
(Eilenberg et al., 2001; Frank y Gillett-Kaufman, 2006). Este tipo de liberacion
requiere del estudio de la ecologia y comportamiento de los ACB en el area en el
gue seran liberadas, del método de produccion en masa a precios competitivos

y de su aplicacion (namero de individuos) efectiva (Mills, 2010).

(llH Control biolégico conservativo: esta estrategia se centra en el ACB y no en la

poblacion plaga, como es el caso del control cultural. Consiste en la modificacion del

entorno para favorecer la disponibilidad de recursos, como refugio y alimento, o en la

mejora de las practicas aplicadas, como es la limitacion del uso de insecticidas para

conservar y favorecer a lo enemigos naturales de la plaga, ya sean exoéticos o nativos

(Eilenberg et al., 2001).

Los enemigos naturales tienen una gran importancia ecologica y econdmica por ser

reguladores poblacionales (Keeling et al., 2004).

El éxito de un PCB depende de la seleccion de los ACB. Estos deben ser capaces de

adaptarse al habitat, tener una alta capacidad de establecimiento, estar sincronizado

con la fase susceptible del hospedante y ser compatibles con el posible uso de

insecticidas (Crowder, 2007). También hay que tener en cuenta las caracteristicas del

nuevo habitat en el que se introduce el ACB, como las condiciones de temperatura y
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humedad, la disponibilidad de refugio y de alimento (Ceballo y Walter, 2004; Desneux,
et al., 2007; Sabbatini Peverieri, 2012; Stiling, 1993).

Leptoglossus occidentalis cuenta con enemigos naturales tanto fuera como dentro de
su area de distribucion nativa, entre los que se encuentran varias especies de hongos
entomopatoégenos (Barta 2009, 2010a, 2010b, Eski et al., 2022), parasitoides de
adultos (Ridge-O’Connor, 2001) y parasitoides de huevos (Bates y Borden, 2004; Lesieur
y Farinha, 2021; Maltese et al., 2012; Niccoli et al., 2009; Roversi et al., 2011a).

Entre las especies de hongos entomopatégenos virulentas que causan la mortalidad de
L. occidentalis en condiciones de laboratorio se encuentran las siguientes: Beauveria
bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (1912), Isaria fumosorosea Wize (1904) (= Cordyceps
fumosorosea) (Hypocreales: Cordycipitaceae), Metarhizium anisopliae (Metschn.)
Sorokin (1883), Metarhizium flavoviride W. Gams & Rozsypal (1973) (Figura 30) y
Metarhizium brunneum Petch (1935) (Hypocreales: Clavicipitaceae) (Barta, 2010a,
2010b; Eski et al., 2022). Sin embargo, su virulencia en campo es menor que en
condiciones de laboratorio debido a la menor supervivencia de los conidios por las
diferentes condiciones de temperatura, humedad relativa y radiacion solar (Barta,
2010a). Por otro lado, no se ha demostrado la transmision horizontal de los hongos en
condiciones de laboratorio, método que podria utilizarse para la erradicacion de las

colonias de L. occidentalis durante la agregacion invernal (Eski et al., 2022).

Green
conidia

White
conidia

Figura 30. Adultos de Leptoglossus occidentalis Heidemann afectados por un hongo
entomopatdgeno. Conidios de Metarhizium flavoviride. White conidia: tras 6 dias en

camara himeda; green conidia: tras 10 dias en cdmara himeda (Eski et al., 2022).

Trichopoda pennipes (F.) (Diptera: Tachinidae) (Figura 31) es el Gnico parasitoide de

adultos citado hasta el momento sobre L. occidentalis. En su area nativa, Ridge-
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O’Connor (2001) registré un porcentaje de parasitismo del 1,5% - 16,0% en adultos
capturados durante dos inviernos consecutivos. Trichopoda pennipes es una mosca que
realiza la puesta sobre la superficie del cuerpo de los adultos. Cuando las larvas
eclosionan se introducen en su cuerpo para alimentarse y, al final de su desarrollo, salen
por su ano para pupar. Los adultos parasitados acaban muriendo. Trichopoda pennipes
ha sido introducida accidentalmente en la Peninsula Ibérica (Ricarte et al., 2000),

aunque hasta el momento no se ha registrado parasitando a L. occidentalis.

Figura 31. Trichopoda pennipes (F.). (A) hembra; (B) macho (Ricarte et al. 2020).

Los parasitoides de huevos (a partir de ahora parasitoides) son ACB que matan a la
plaga antes de alcanzar el estadio causante de los danos econémicos (Cusumano et al.,
2012a). Este tipo de organismos muestran una mayor capacidad de establecimiento

que los parasitoides con otras tacticas reproductivas (Mills, 2005).

El impacto de un parasitoide sobre la poblacion plaga se puede medir en condiciones

naturales utilizando cuatro indices (Colazza y Bin, 1995; Costi et al., 2018):

¢ Indice de eficiencia de descubrimiento: nimero de puestas con al menos un huevo
parasitado respecto al total de puestas. Este indice representa la habilidad de los
parasitoides para encontrar las puestas y depende de la capacidad de los
parasitoides para detectar los huevos de los hospedantes mediante senales
directas, como son los volatiles emitidos por las puestas, o indirectas, como son las
feromonas de los adultos o los volatiles emitidos por las plantas cuando la plaga se
alimenta o realiza la oviposicion (Colazza et al., 2004; Cusumano et al., 20123;
Howse et al., 2013; Keeling et al., 2004, Lesieur y Farinha, 2021). Un ejemplo de
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atraccion indirecta es la feromona emitida por los machos de Leptoglossus australis
Fabricius (Hemiptera: Coreidae) para atraer a las hembras, por la que se siente
atraida el parasitoide Hadronotus pennsylvanicus Ashmead (Hymenoptera:
Scelionidae), anteriormente denominado Gryon pennsylvanicum (Yasuda, 1998;
Yasuda y Tsurumachi, 1995).

Porcentaje de parasitismo: niimero de huevos parasitados sobe el total de huevos.
Este indice puede variar segln el caracter gregario o solitario de los parasitoides.
En las especies solitarias la ratio de emergencia es igual a la progenie, es decir,
emerge un parasitoide por cada huevo parasitado, como es el caso de H.
pennsylvanicus (n° huevos parasitados = fecundidad: 80,7 + 36,0). Mientras que
en las especies gregarias la ratio de emergencia puede ser mayor a la unidad porque
los parasitoides tienden a ovipositar mas de un huevo en cada huevo del
hospedante, como es el caso de O. anasae (n° huevos parasitados: 9,4 + 4,3;
fecundidad: 32,2 + 13,3; progenie/huevo: rango 2 a 7) (Nechols et al., 1989; Tracy
y Nechols, 1987). Por lo tanto, el porcentaje de parasitismo tiende a ser mayor en
las especies solitarias porque necesitan parasitar un mayor nimero de huevos del

hospedante respecto a las gregarias.

indice de eficiencia de explotacion de las puestas: nimero de huevos parasitados
sobre el total de huevos de las puestas parasitadas. Este indice representa la
habilidad de los parasitoides para parasitar todos los huevos de una puesta. Puede
estar influido por el caracter gregario o solitario de los parasitoides, y por su
comportamiento reproductivo. Sabbatini Peverieri et al. (2013) observaron que las
hembras de H. pennsylvanicus no comienzan a parasitar una nueva puesta hasta
que no parasitan todos o la mayoria de los huevos de la puesta que se encuentran

parasitando.

Impacto sobre la poblacion plaga: nimero de huevos parasitados respecto al total
de huevos. Este indice representa la habilidad de los parasitoides para reducir la
poblacion plaga y deberia incluir la mortalidad no reproductiva, es decir, los huevos
parasitados de los que no emergen parasitoides (Abram et al., 2016; Colazza y Bin,

1995; Konopka et al., 2020) por diferentes causas como la inyeccion de sustancias
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que modifican el ooplasma del huevo parasitado limitando el desarrollo del

hospedante (Cusumano et al., 2012b).

La prospeccion de parasitoides de una plaga y el impacto sobre su poblacion puede

realizarse mediante:
- Monitoreo de las puestas ovipositadas en campo por la poblacion.

- Monitoreo de puestas ovipositadas por hembras embolsadas junto con ramas en

campo.
- Monitoreo de puestas centinela procedentes de laboratorio.

El desarrollo de la progenie de las puestas centinela no es tan exitoso como en las
realizadas por la poblacion, afectando a la viabilidad de los huevos para ser parasitados
y, por lo tanto, a la estimacion de danos causados por los parasitoides sobre la
poblacion. Esto puede deberse a la desecacion de los huevos por las diferentes
condiciones ambientales, respecto a las de laboratorio, o por la infertilidad de las
hembras de laboratorio (Cornelius et al.,, 2016a). Por otro lado, la riqgueza de
parasitoides y el porcentaje de parasitismo de las puestas centinela es menor en
comparacion con las puestas realizadas por la poblacion, probablemente porque las
senales de atraccion captadas por los parasitoides son diferentes (Cornelius et al.,
2016b). En Norteamérica, la riqueza de parasitoides y el porcentaje de parasitismo de
las puestas centinela (nUmero de especies: 5; porcentaje de parasitismo: 0,8 - 4,6%) de
la plaga exética Halyomorpha halys Stal (Hemiptera: Pentatomidae) fueron menores en
comparacion con los valores obtenidos en puestas realizadas por la poblacion en campo
(namero de especies: 7; porcentaje de parasitismo: 28,4% - 55,3%) (Cornelius et al.,
2016b; Jones et al.,, 2014). En puestas centinela de la plaga nativa de Norteamérica
Anasa tristis DeGeer, (Hemiptera: Coreidae), emergié una menor proporcion de H.
pennsylvanicus (21,8%) que en puestas ovipositadas por la poblacion de campo (55,7%)
(Cornelius et al., 2016a). En Europa, los parasitoides nativos de L. occidentalis
aceptaron mejor las puestas ovipositadas por la poblacion (indice de eficiencia de
descubrimiento: 21,21%; porcentaje de parasitismo: 7,71%, indice de eficiencia de

explotacion: 3,43 huevos/puesta) que las puestas centinela de laboratorio (indice de
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eficiencia de descubrimiento: 4,58%; porcentaje de parasitismo: 1,42%; indice de

eficiencia de explotacion: 1,67 huevos/puesta) (Lesieur y Farinha, 2021).

El mayor impacto de los parasitoides sobre las puestas ovipositadas por la poblacién
puede deberse, como se ha mencionado previamente, a senales de atraccion directas
o indirectas que podrian estar ausentes en las puestas centinela de laboratorio. Por lo
tanto, la prospeccion de parasitoides y su impacto sobre la poblacion plaga varia en
funcion del tipo de sustrato de oviposicidon monitoreado, pudiendo llegar a infravalorarse
cuando se utilizan puestas centinela procedentes de laboratorio (Colazza y Bin, 1995;
Jones et al., 2014).

La riqueza de parasitoides de una plaga también depende de su caracter nativo o exético
en el habitat en el que se realiza la prospeccion. Las plagas nativas tienen una mayor
rigueza de parasitoides que las exoticas, mientras que los parasitoides nativos requieren
de un tiempo de adaptacion a la fenologia, ecologia y comportamiento de las plagas
exobticas con las que no han coevolucionado. Este hecho influye en el impacto de los
parasitoides sobre la poblacion plaga y en la proporcion de especies generalistas y
especialistas que forman parte del complejo de parasitoides, que en las plagas exéticas
suele estar compuesto solamente por especies generalistas. La riqueza de parasitoides
de una especie exotica puede aumentar con el transcurso del tiempo y su expansion
geografica, sin embargo, la proporcion de especies generalistas y especialistas no se
suele modificar (Cornelius et al., 2016b; Cornell y Hawkins, 1993; Herlihy et al., 2016).
En Norteamérica, se ha registrado un claro ejemplo de cémo la coevolucion de dos
especies puede influir en el éxito de un PCB. El porcentaje de parasitismo (0,2%) y la
ratio de emergencia (2,0%) de los huevos centinela de la plaga H. halys parasitados por
cuatro especies de parasitoides nativos fueron menores en comparacion con los valores
obtenidos para una Unica especie exética, Trissolcus japonicus Ashmead (Hymenoptera:
Sceleonidae), procedente de la misma area de distribucion que la plaga, Asia (porcentaje
de parasitismo; 3,1%; ratio de emergencia (70,0%) (Herlihy et al., 2016; Talamas et al.,
2015).

En Norteamérica, el principal parasitoide de huevos de L. occidentalis es H.
pennsylvanicus (Figura 32a). Este fue citado por primera vez por Bates y Borden (2004),

junto con Anastatus pearsalli Ashmead (Hymenoptera: Eupelmidae) y otras especies de
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especies del género Ooencyrtus, en puestas centinela (O - 7 dias) expuestas al
parasitismo durante tres semanas en ramas de P. contorta var. latifolia. El porcentaje
de parasitismo fue del 87,0%, 8,0% y 4,0%, respectivamente. Posteriormente, Maltese
et al. (2012) registraron porcentajes de parasitismo de H. pennsylvanicus del 2,3%,
4.5% y 44,0% en huevos ovipositados por la poblacion, huevos centinela procedentes
de laboratorio y huevos ovipositados por hembras embolsadas con ramas en campo,
respectivamente. Estos autores solamente registraron dos puestas parasitadas por A.
pearsally (12,1%) y otras dos por Ooencyrtus johnsoni (Howard) (Hymenoptera:
Encyrtidae) (14,2%) en P. monticola en Canada. Mientras que las puestas parasitadas
por H. pennsylvanicus se encontraron en un mayor nimero de habitats: P. contorta, P.

engelmannii, P. monticola en Canaday en P. menziesiiy P. lambertiana en California.

En Europa, el complejo de parasitoides nativos de L. occidentalis esta formado por
Anastatus bifasciatus Geoffroy (Hymenoptera: Eupelmidae), O. pityocampae,
Baryscapus (= Tetrastichus) servadeii Dom. (Hymenoptera: Eulophidae) y Ooencyrtus
telenomicida Vassiliev (Hymenoptera: Encyrtidae). Los primeros registros de huevos de
L. occidentalis parasitados por especies europeas tuvieron lugar en masas costeras de
P. pinaster y montanosas de P. nigra, de los que solamente emergid la especie A.
bifascitus (Niccoli et al., 2009). Posteriormente, Roversi et al. (2011a) colocaron 4.500
huevos centinela procedentes de laboratorio en masas costeras de pino pinonero. Estas
fueron parasitadas en una proporcion menor al 1,0% por A. bifascitus, O. pityocampae
y B. servadeii. Lesieur y Farinha (2021) realizaron una prospeccion de parasitoides
nativos en una plantacion de P. nigra en Francia, encontrando las especies A. bifascitus,
0. pityocampae y O. telenomicida Vassiliev (Hymenoptera: Encyrtidae). EI conjunto, A.
bifascitus parasitd mas puestas (31), huevos (176) y huevos dentro de las puestas
parasitadas (5,57) que las dos especies del género Ooencyrtus juntas (38, 50, 1,25,

respectivamente).

El complejo de parasitoides de L. occidentalis en Europa podria incluir otras especies
del género Ooencyrtus, caracterizadas por ser enemigos naturales de huevos de un gran
numero de especies de hemipteros y lepidopteros, entre otros, y por su una amplia
distribucion geografica (Huang y Noyes, 1994; Mercet, 1921). Este ultimo autor registro

las siguientes especies de Ooencyrtus y Schedius, actualmente unificadas como
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Ooencyrtus (Noyes, 1981), en Espana en su obra “Fauna Ibérica: Himenédpteros, Familia
Encirtidos”: Schedius pityocampae Mercet, Schedius pityocampae var. abdominalis
Mercet, Schedius obscurus Mercet (Figura 32b), Schedius distinctus Mercet, Schedius
masii Mercet, Schedius kuwanae Howard, Schedius fasciatus Mercet, Schedius
flavofasciatus Mercet, Schedius tardus (Ratzeburg), Schedius vinulae (Masi), Shedius
azureus Mercet, Schedius proximus Mercet, Ooencyrtus gravis (Nees), Ooencyrtus

elegans Mercet y Ooencyrtus vagus Mercet (Hymenoptera: Encyrtidae).

Figura 32. Parasitoides de huevos de Leptoglossus occidentalis Heidemann. (a)
Hadronotus pennsylvanicus Ashmead; (b) Ooencyrtus pityocampae Mercet. Modificacion
de Mercet (1921) y Roversi et al. (2011b).

Los parasitoides europeos no parecen ser lo suficientemente efectivos como para
reducir la poblacion de L. occidentalis en comparacion con el especialista H.
pennsylvanicus (Lesieur y Farinha, 2021). A pesar de que el uso de parasitoides nativos
como ACB garantiza la conservacion de las especies no objetivo (Costi et al., 2018; Van
Lenteren et al., 2003), cuando su impacto sobre la poblacién plaga es muy bajo hay que
optar por la introduccién de enemigos naturales mas eficaces, como es el caso de H.
pennsylvanicus con L. occidentalis (Bates y Borden, 2004; Maltese et al., 2012). Roversi
et al.,, (2011b) propusieron la introduccion de esta especie en Europa tras obtener un
alto porcentaje de parasitismo en condiciones de laboratorio (71,8% - 87,0%) y un alto
indice de eficiencia de explotacion de las puestas, es decir, una alta capacidad para
parasitar todos o la mayoria de los huevos de una puesta (Roversi et al., 2011b, 2012;
Sabbatini Peverieri et al., 2012, 2013).
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El uso de H. penssylvanicus como ACB de L. occidentalis en Europa es respaldado por
su baja proporcion de parasitismo (5,0%) y escaso éxito reproductivo en ocho especies
europeas no objetivo de las familias Coreidae (4), Alididae (1), Pentatomidae (1) y
Reduviidae (2). Solamente emergié un parasitoide de un huevo de Gonocerus juniperi
Herrich-Schaeffer (Hemiptera: Coreidae), y otros tres no consiguieron emerger de los
huevos sin pseudopérculo de otras dos especies no objetivo. Hadronotus
pennsylvanicus emerge a través del pseudopérculo del huevo mordisqueando su union
con el corion, por lo que una de las claves para la proliferacion de este parasitoide en
especies no objetivo es el pseudopérculo. A pesar de los esperanzadores resultados de
este estudio, el amplio rango de distribucion de L. occidentalis en Europa hace que sea
necesario medir el impacto de H. pennsylvanicus en otras especies no objetivo
presentes en otras regiones o habitats (Binazzi et al., 2016; Roversi et al., 2013). A pesar
de que hasta el momento no se ha desarrollado ningdn PCB clasico con H.
penssylvanicus como ACB, no puede descartarse la presencia accidental de este

parasitoide, como ha ocurrido recientemente en Japon (Komeda et al., 2020).

Aunque el impacto de los parasitoides europeos en las poblaciones de L. occidentalis
es bajo, se ha estudiado el potencial de O. pityocampae como ACB en condiciones de
laboratorio. Esta especie es capaz de parasitar huevos en los que las ninfas
se encuentran totalmente desarrolladas sin reducir el porcentaje de parasitismo (Tunca
et al., 2022), el numero medio de huevos parasitados, la progenie o la sex ratio (% de
hembras). La edad del huevo solamente afecta a la duracion del desarrollo larvario de

las hembras (Binazzi et al., 2013).

Los parametros de la tabla de vida (Tabla 13), la fecundidad a lo largo de la vida de las
hembras (Figura 33) y los parametros demograficos (Tabla 14) reflejan el crecimiento y
tamano poblacional futuro de los enemigos naturales, y a su vez, su capacidad como
ACB (Giovannini et al., 2020).

Tabla 13. Parametros de una tabla de vida. Definicion y unidad de los parametros de una tabla de vida (Roversi et al.,
2017).

Parametro Definicion Unidad

Longevidad de los adultos Periodo transcurrido desde la emergencia hasta la muerte Dias

Periodo transcurrido desde la emergencia y la primera

Periodo de pre-oviposicion LT Dias
oviposicion

Periodo de oviposicion Periodo transcurrido entre la primera y la Ultima oviposicion Dias
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Tabla 13 (Cont.). Parametros de una tabla de vida. Definicion y unidad de los parametros de una tabla de vida (Roversi

etal., 2017).
Parametro Definicion Unidad
Periodo post-reproductivo Periodo transcurrido desde la Gltima puesta hasta la muerte Dias
Fecundidad Nudmero de descendientes de una hembra Progenie/hembra
Fertilidad Ndmero de huevos ovipositados por una hembra Stalks/hembra
Progenie abortada Ndmero de descendientes que no llegan a emerger Progenie no emergida/hembra
Ratio de emergencia Proporcién de progenie emergida por huevo parasitado Progenie/huevo

Cociente entre el nimero de huevos parasitados sin orificios
de salida y el total de huevos parasitados

Periodo de desarrollo pre- Periodo transcurrido desde la oviposicion hasta la

imaginal emergencia de la progenie

Mortalidad inmaduros %

Dias

Sex ratio Proporcién de hembras de la progenie % hembras

Tabla 14. Parametros demograficos. Definicion, unidad y formula de los parametros demograficos (Jervis et al., 2007).

Pardmetro Definicién Unidad Férmula

Tasa intrinseca de crecimiento (rm) Crecimiento potencial poblacional Hembras/hembra/dia rm=IN(X Ix- my)/T

Fecundidad de las hembras a lo

Tasa bruta de reproduccion (GRR) largo de su vida Hembras/hembra/generacion GRR =3 my
L Nimero veces que se multiplica la » _ .
Tasa neta de reproduccion (Ro) poblacién por generacion Hembras/hembra/generacion Ro=3 k- mx
Capacidad finita de incremento (A) Numerg veces que se mul_tlpllca la Hembras/hembra/dia A=em
poblacion por unidad de tiempo
Duracién media de una generacion (T) Dias T=3 xlemy/Ro
Tiempo de duplicacion de la poblacion (Tq) Dias Ta=(In2)/rm

Entre los parametros demograficos, la tasa intrinseca de crecimiento (rm) refleja el
crecimiento potencial de una poblacion bajo unas condiciones ambientales
determinadas, define su capacidad de supervivencia en un determinado ambiente,
como es el desarrollo en una nueva especie con la que no ha coevolucionado, y permite
estimar el impacto de un enemigo natural en una poblacion plaga. La tasa neta de
reproduccion (Ro) es la progenie media producida por una sola hembra a lo largo de toda
su vida teniendo en cuenta la mortalidad y, se estima a partir de la ratio de supervivencia
(Ix) y fecundidad (my) de las hembras a una edad y condiciones especificas. El producto
de ambos factores es la progenie media producida por una hembra a la edad x. El
sumatorio de la progenie de todas las edades es igual a la progenie media a lo largo de
toda la vida de la hembra. Este parametro también se denomina ratio de
reemplazamiento y define la dinamica poblacional. Cuando Ro < 1, la progenie no
reemplaza completamente a la poblacion de la generacion anterior, por lo que decrece;

si Ro = 0, toda la poblacion es reemplazada por la nueva progenie y la poblacion se
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mantiene estable; si Ro > 1, la progenie es mayor que la poblacion de la generacion
anterior, por lo que aumenta. Por otro lado, la poblacién se mantiene estable cuando Ro
=1yrm=0;decrecesiRo<1yrn<1;yaumentasi Ro>0yrm> 0. Larepresentacion
de la ratio de supervivencia (lx) y de la fecundidad (mx) de las hembras, en diferentes
edades especificas, define la fecundidad de las hembras a lo largo su vida (Figura 33).
Normalmente, la supervivencia de las hembras decrece paulatinamente con el paso de
los dias, mientras que la fecundidad de las hembras varia con el tiempo en funcion de
su comportamiento reproductivo (Hulting et al., 1990; Jervis et al., 2001, 2005). La tasa
bruta de reproduccion (GRR) define el crecimiento potencial de la poblacion sin tener en
cuenta limites ecoldgicos, por ejemplo, la depredacion. Es el limite poblacional maximo,
siendo el valor real inferior al tratarse de un parametro dificil de conseguir en la

naturaleza (Jervis et al., 2007).
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Figura 33. Fecundidad a lo largo de la vida de Hadronotus pennsylvanicus Ashmead. Nimero de progenie hembras

por hembra y porcentaje de supervivencia de las hembras por dia (Sabbatini Peverieri, 2012).

La longevidad de las hembras depende de la disponibilidad de alimento (Aung et al.,
2010; Ganjisaffar y Perring, 2020; Jervis et al., 2005; Lee 1979; Martel et al., 2019;
Mohammadpour et al., 2018; Roversi et al., 2017; Sabbatini Peverieri et al., 2012;
Straser et al., 2022; Tunca et al., 2015) y de sustrato de oviposicion. Mientras la
longevidad de O. pityocampae (Mohammadpour et al., 2018), H. pennsylvanicus
(Straser et al., 2022) y Gryon gonikopalense (Hymenoptera: Scelionidae) (Martel et al.,
2019) se reduce cuando no disponen de huevos sobre los que realizar la oviposicion, la
longevidad de Ooencyrtus submetallicus (Howard) (Hymenoptera: Encyrtidae) aumenta

con la disponibilidad de huevos (Lee, 1979).
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La fecundidad de las hembras a lo largo de su vida (Figura 33) depende, principalmente,
de su comportamiento reproductivo, aunque también influyen factores externos como
la temperatura o la disponibilidad de alimento. Los parasitoides se dividen en especies
pro-ovigénicas, las hembras emergen con todos los huevos maduros y no producen mas
huevos una vez realizada la oviposicion, y sinovigénicas, las hembras emergen con una
parte de los huevos maduros y el resto se desarrollan a lo largo de su vida (Figura 34).
La primera oviposicion puede realizarse dias después de emerger, tras un periodo de
pre-oviposicion, y puede transcurrir un periodo de post-oviposicion desde que las
hembras realizan la Ultima puesta hasta que mueren. Cuando una especie sinovigénica
no requiere alimento para finalizar la maduracion de los huevos se denomina autégena,
mientras que si necesita alimento se denomina anautégena. La clasificacion de las
especies en funcion de su comportamiento reproductivo se puede definir mediante el
indice de ovigenia, o la proporcién huevos ovipositados durante su primer dia de vida
respecto al total. Sin embargo, es mas adecuado utilizar el nGmero de huevos maduros
y no maduros en el momento de la emergencia de las hembras, medido de forma
experimental mediante disecciones. En las especies pro-ovigénicas el indice de ovigenia
es igual a la unidad, mientras que para aquellas extremadamente sinovigénicas es O,
existiendo rangos intermedios de sinovigénia. La longevidad de las especies pro-
ovigénicas suele ser menor que la de las especies sinovigénicas (Ceballo y Walter, 2004;
Jervis, 2007; Jervis et al., 2001).
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Figura 34. Distribucion de la oviposicion a lo largo de la vida de las especies pro-ovigenicas
y sinovigénicas. Los huevos ovipositados por hembras pro-ovigénicas aumentan linealmente
con el tiempo porque emergen con todos los huevos maduros, mientras que en las
sinovigénicas aumenta de forma escalada y progresiva porque emergen con una parte de

los huevos inmaduros y el resto se desarrollan con el tiempo (Heimpel y Rosenheim, 1998).
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Los parametros demograficos y de la tabla de vida pueden variar en funcién de las
condiciones ambientales (temperatura, humedad y fotoperiodo), la edad y densidad de
los huevos del hospedante, y la edad y densidad de las hembras utilizadas en los
ensayos de laboratorio. Estos parametros se calculan de forma experimental mediante
la exposicion de una determinada densidad de huevos a una o varias hembras con una
edad inferior a 24 h, con o sin macho, a lo largo de la vida de la hembra. El grupo de
huevos expuestos al parasitismo es reemplazado periédicamente, tanto para ofrecer
una cantidad de huevos suficiente a las hembras como para asegurarse de que los
huevos se encuentran en condiciones 6ptimas para ser aceptados por las hembras.
Mientras que el periodo de reemplazamiento de los huevos puede ser superior a 24 h,
la vitalidad de las hembras, el nimero de huevos parasitados y la emergencia de los

parasitoides se registra a diario (Tunca et al., 2019).

e La temperatura de desarrollo de los ensayos puede influir en la longevidad de los
adultos, la maduracion de los huevos de las hembras sinovigénicas, el periodo de
oviposicion, la ratio de emergencia, la duracion del desarrollo de los estadios
inmaduros y la sex ratio (Aung et al., 2010; Lee, 1979; Tracy, 1987). Como ejemplo,
la ratio de emergencia, la sex ratio (% hembras), la duracion del desarrollo de los
estadios inmaduros y la longevidad de los adultos de O. telenomicida en huevos
Bagrada hilaris Burmeister (Hemiptera: Pentatomidae) aumenté con el incremento
de la temperatura (Roversi et al., 2017; Tunca et al., 2022). El tipo de reproduccion
partenogenética (descrito a continuacion), de especies como O. pityocampae y O.
submetallicus, puede variar en funcion de la temperatura pre-imaginal e imaginal a
la que se exponen las madres y, por lo tanto, influir en la sex ratio de la progenie
(Halperin, 1990; Wilson y Woolcock, 1960). La diapausa de estadios inmaduros y
adultos del género Ooencyrtus también puede ser inducida o finalizada por la
temperatura y el fotoperiodo, limitando el nimero de generaciones por ano y el

impacto sobre la poblacion plaga (Anderson y Kaya, 1974, 1975).

e La edad de los huevos del hospedante puede determinar su aceptacion como
sustrato de oviposicion. Como ejemplo, el nimero de huevos ovipositados por O.
nezarea en huevos de Riptortus clavatus Thunberg (Hemiptera: Alydidae) se redujo

significativamente a partir del cuarto dia (Takasu y Hirose, 1993). Sin embargo,
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otras especies como H. pennsylvanicum son capaces de parasitar huevos de L.
occidentalis y L. zonatus con ninfas en avanzado estado de desarrollo (Sabbatini
Peverieri et al., 2013; Straser et al., 2022).

La edad de las hembras puede influir en la sex ratio de la progenie, generalmente a
favor de los machos por el agotamiento del esperma almacenado. Como ejemplo,
H. pennsylvanicus se aparea una sola vez y la proporcion de progenie hembras se
reduce con la edad de la hembra en el momento (Ganjisaffar y Perring, 2020;
Sabbatini Peverieri et al., 2012).

La densidad de huevos expuestos al parasitismo puede influir en la sex ratio. Segun
los resultados de Tracy y Nechols (1987), la proporcion de hembras de la progenie
de 0. anasae aumento con la reduccion de la densidad de los huevos expuestos al
parasitismo. Esta variable también puede influir en las relaciones de competencia
cuando los ensayos de parasitismo se realizan con mas de una hembra
(superparasitismo). En las especies 0. kuvanae y O. pityocampae, el
superparasitismo de los huevos aumento con la reduccion de la densidad de huevos
expuestos (Tunca et al., 2016, 2017). Algunas especies, como O. nezarea, evitan el
superparasitismo no ovipositando en huevos parasitados por otras hembras
(Takasu y Hirose, 1988).

La densidad de las hembras puede influir sobre la mortalidad de la progenie, su
tamano e incluso en el nimero de ovocitos en el caso de ser hembras (Cusumano
et al., 2012a, 2015). También puede incrementar el tiempo de desarrollo de los
estadios inmaduros y la proporcion de machos, o reducir de la longevidad de la
progenie (Tunca et al., 2016, 2017).

La sex ratio de la progenie puede estar sesgada por la edad de las hembras (Sabbatini

Peverieri et al.,, 2012) y por la infeccion de las hembras por un microorganismo del

género Wolbachia. Este provoca que toda la progenie sean hembras y puede

transmitirse horizontalmente por relaciones de superparasitismo (Pijls et al., 1996). Sin

embargo, el factor determinante de la sex ratio de la progenie es la estrategia de

reproduccion de los parasitoides. Los himendpteros se caracterizan por su capacidad

de reproduccion asexual por partenogénesis: arrenotéquica, las hembras son
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biparentales y diploides (2n), mientras que su progenie esta formada exclusivamente
por machos haploides (n); pseudo-arrenotoquica, la progenie de los huevos fecundados
esta formada por machos y hembras diploides (2n); deuterotdoquica, la progenie son
exclusivamente hembras uniparentales y diploides (2n); o telitéquica, las hembras son
uniparentales y diploides (2n), mientras que su progenie esta formada por hembras
diploides y, en raras ocasiones, por machos haploides (n) no funcionales (Frank y Gillet-
Kaufman, 2006). En los programas de control biolégico, el caracter deuterotoquico o

telitdquico de los ACB se considera una ventaja (Ceballo y Walter, 2004).

2. Objetivos

La preocupacion del sector del pifidn blanco en Espana, especialmente en la meseta
Norte, por el declive de las cosechas registrado desde la deteccion de la plaga de pinas
de coniferas, L. occidentalis, impuls6é el desarrollo de esta tesis cuyos objetivos
principales son establecer una relacion entre el declive de las cosechasy la alimentacion
de L. occidentalis en diferentes momentos del desarrollo fenoldgico de las pinas para
definir los periodos mas susceptibles a sufrir danos y, por lo tanto, establecer una base
cronoldgica para la aplicacion de estrategias de control de esta plaga; asi como la
blsqueda de enemigos naturales y nativos de L. occidentalis que puedan ser utilizados
como ACB en futuros PCB como parte de un programa de manejo integrado de esta

plaga en Espana.

Para la consecucion de estos objetivos se definieron tres ensayos, cuyos objetivos

especificos se enumeran a continuacion:

e Ensayo para la caracterizacion y cuantificacion de los danos de pinas y pinones de

Pinus pinea causados por la alimentacion de Leptoglossus occidentalis:

()] Relacionar los danos ocasionados por L. occidentalis con los sintomas del

“sindrome de la pina seca”.

(1 Caracterizar y cuantificar los danos en pinas y pinones de P. pinea causados
por la alimentacion de L. occidentalis en diferentes momentos del desarrollo

fenologico de las pinas de primer, segundo y tercer ano: danos estacionales.

88



(1)

Estimar los danos causados por la alimentacion de la poblacion de L.

occidentalis en pinas expuestas durante todo su desarrollo fenolégico.

Prospeccion de parasitoides de huevos nativos de Leptoglossus occidentalis:

(IV)

(V)

\D)

Identificar la comunidad de parasitoides nativos de huevos de L. occidentalis

en dos habitats de P. pinea.

Estimar el impacto causado por los parasitoides nativos de huevos sobre la
poblacion de L. occidentalis mediante el céalculo de cuatro indices de

parasitismo.

Estimar la sincronizacion entre el estado susceptible de L. occidentalis y los

parasitoides nativos de huevos.

Evaluacion de Ooencyrtus obscurus como enemigo natural de Leptoglossus

occidentalis en laboratorio:

(Vi)

Relacionar el tamano de las puestas de L. occidentalis con la capacidad de
parasitismo de la especie con mayor impacto en la poblacion de L.
occidentalis en campo, y con la ratio de emergencia y la sex ratio de la
progenie.

Definir la estrategia reproductiva de la especie con mayor impacto en la

poblacion de L. occidentalis en campo.

Definir la capacidad como ACB de la especie nativa con mayor impacto sobre
la poblacion de L. occidentalis en campo mediante la definicion de sus
parametros de la tabla de vida y demograficos, y la fecundidad de las

hembras a lo largo de su vida en condiciones estandar de laboratorio.

Describir la evolucion del aspecto externo de los huevos de L. occidentalis

parasitados.
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3. Material y métodos

3.1. Zonas de experimentacion

Los ensayos de caracterizacion de los danos a pinas y pinones causados por la
alimentacion de L. occidentalis se desarrollaron en la parcela nimero 15 (B23TORa,
febrero de 2008) del banco clonal “El Molinillo” (Tordesillas, Valladolid; X: 337.475,6, Y:
4.596.011, ETRS89-UTM Huso 30 norte; 675 m) (Figura 35) formada por 144 pinos
injertados de la especie P. pinea, con una altura de 1 a 3 m y plantados un marco de 6
X 6 m (278 pies/ha). La presencia de masas adultas en el entorno del banco clonal
aseguro la polinizacion de los pinos (Calama et al., 2011). La parcela no fue fertirrigada,
pero las malas hierbas se eliminaron anualmente de forma mecanizada, exceptuando

el area situada bajo la copa de los pinos.

La prospeccion de parasitoides nativos se desarrollé en la parcela nimero 15 del banco
clonal y en una parcela de 100 x 100 m de una repoblacion de P. pinea (M.U.P. 17
“Comun y Escobares”), localizada en Nava del Rey (Valladolid; X: 328.547,1, Y:
4.590.585,3, ETRS89-UTM Huso 30 norte; 687 m), con una altura de 1,5a 3 my una

edad aproximada de 15 anos (Figura 2).

El monitoreo de la poblacion de L. occidentalis se desarrolld en las parcelas nimero 15,
19y 20 (B23TORDb, febrero de 2008) del banco clonal. Las dos Ultimas parcelas estaban
formadas por un total de 138 pinos injertados de la especie P. pinea, con una altura de

1 a3 my plantados un marco de 6 x 6 m (278 pies/ha) (Figura 35).

El clima de las zonas de experimentacion es mediterraneo continentalizado,
caracterizado por veranos secos e inviernos frios con probabilidad de heladas entre
septiembre y mayo. La temperatura media anual varia de 10,1°Ca 13,5°C, y la absoluta
de -22°C a 44°C. La precipitacion media anual es de 460 mm (rango de 275 a 700
mm) (Calama et al., 2011).
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Figura 35. Banco clonal “El Molinillo”. Parcela 15 (B23TORa) (linea continua) y parcelas
19y 20 (B23TORa) (linea discontinua). Modificacion de Visor IDECyL (2023).

3.2. Colonia de laboratorio de Leptoglossus occidentalis

Las hembras y ninfas utilizadas en los ensayos de campo, y los huevos utilizados en los
ensayos de laboratorio se obtuvieron de una colonia de L. occidentalis mantenida en el
laboratorio de Plagas y Enfermedades Forestales del Departamento de Produccion
Vegetal y Recursos Forestales de la Universidad de Valladolid (Palencia) desde el ano
2014. La colonia fue ampliada anualmente con los insectos cedidos por los Agentes
Medioambientales y el Centro de Sanidad Forestal de Calabazanos de la Junta de
Castilla y Leon, los emergidos durante los ensayos de prospeccion de parasitoides en

campo y durante los ensayos de laboratorio.

La colonia se mantuvo en cajas de cria (47,5 x 47,5 x 93 cm, 160 ym malla)
(Entomopraxis, Barcelona) en condiciones estandar de laboratorio (21 + 2°C; HR 40%
+ 10%) y fotoperiodo natural. Como fuente de alimento se ofrecieron pinones blancos
ad libitum, y como fuente de agua y sustrato de oviposicion varias plantulas de P.

halepensis (2 - 3 savias) (Figura 36).
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Figura 36. Colonia de laboratorio de Leptoglossus occidentalis Heidemann. Laboratorio de
Plagas y Enfermedades Forestales de la Universidad de Valladolid (Palencia). Autoria:

Ponce-Herrero, L.

3.3. Caracterizacion y cuantificacion de los danos de pinas y pinones de
Pinus pinea causados por la alimentacion de Leptoglossus

occidentalis

3.3.1. Embolsamiento de pinas con Leptoglossus occidentalis: danos

estacionales

La caracterizacion y cuantificacion de los danos a pinas y pinones, causados por la
alimentacion de L. occidentalis en diferentes momentos del desarrollo fenolégico de las
pinas, se estimd a partir de tres ensayos en funcion de la edad de las pifas: primer,

segundo y tercer ano (Figura 37, Tabla 15).

Figura 37. Pinas de Pinus pinea L. embolsadas. (a) Pifas de primer, (b) segundo y (c) tercer ano embolsadas para el
desarrollo de los ensayos de caracterizacion y cuantificacion de los dafos causados por la alimentacion de L.

occidentalis a lo largo de su desarrollo fenoldgico. Autoria: Ponce-Herrero, L. y Ponce Diaz, A.
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Tabla 15. Parametros de los ensayos de caracterizacion y cuantificacion de los dafios a pifias y pifiones de Pinus
pinea L. causados por la alimentacién de Leptoglossus occidentalis Heidemann. Nimero y estadio de L. occidentalis
embolsados por pifia, nimero de pinos, nimero de pifias embolsadas con insectos (E) y nimero de pihas protegidas

(P) de la alimentacion de la poblacién de L. occidentalis por pino, fecha de embolsamiento y ensayo.

Nimeroyestadio Edadde Nimerode Numero de pifias/pino

Ensayo de los insectos las pliias pinos (E:P) Fechas de embolsamiento
10 41 10 - 24} a-brll; 7 - 21 mayo; 4 - 18 junio;
2 - 16 julio
1 2 hembras 3 anos i 24 abril - 7 mayo; 21 mayo - 4 junio; 18
10 4:1 o S S
junio - 2 julio; 16 - 30 julio
10 2:1 4 - 18 agosto; 1 - 15 septiembre
10 41 7 - 21 mayo; 4 - 18 junio; 2 - 16 julio;
2 2 hembras 2 anos ) 20 agosto - 3 septiembre
10 2:1 4 - 18 agosto; 1 - 15 septiembre
. _ 10 2:1 2 - 9julio; 20 - 27 agosto
3 2 ninfas 1 ano 10 2:1 14 - 21 julio; 28 julio - 4 agosto

La seleccion de los pinos se bas6 en la disponibilidad de pinas de la misma edad (Bates
et al., 2001), independientemente de los clones (Bates et al., 2002a; Strong, 2015). En
marzo de 2015 se seleccionaron dos grupos de 10 pinos con al menos cinco pinas de
tercer ano (Ensayo 1). De forma simultanea se seleccionaron dos grupos de 10 pinos
con un minimo de tres o cinco pinas de segundo ano (Ensayo 2). En marzo de 2016, se
seleccionaron 10 arboles adicionales con al menos tres pinas de tercer ano para
completar la secuencia de embolsamiento al final del periodo de desarrollo (Ensayo 1).
Un grupo de 10 arboles con al menos tres pinas de primer ano se seleccionaron a finales
de junio de 2015 y 2016, tras su polinizacion (Mutke, 2000), para evitar que la bolsa
actuase como una barrera dando lugar a una elevada proporcion de pinones vanos
(Schowalter, 1994) o incluso a la muerte de las pinas de primer ano por una alta
proporcion de semillas no polinizadas (Abellanas, 1990). Las fechas de embolsamiento
de los insectos y la pina control se asignaron de forma aleatoria en cada pino. Las pinas
control sirvieron como referencia de pinas y pinones sanos (Bates et al., 2002a). En el
momento de la seleccion de las pinas todas fueron embolsadas con malla de polietileno
con una luzde 1 x 1 mm. Se asumio6 que el microclima creado por la bolsa no afecta al

rendimiento de las pinas (Strong et al., 2001).

Dos hembras, sexo causante de la mayor proporcion de danos (Bates et al., 2000a,
2001, 2002a), fueron embolsadas durante dos semanas con las pinas de tercer y
segundo ano (Ensayos 1 y 2). La vitalidad de las hembras se revis6 semanalmente y
aquellas muertas o desaparecidas se sustituyeron. Estas Ultimas se consideraron

muertas (Bates et al., 2002b). Los ensayos de embolsamiento de hembras comenzaron

93



a mitad de abril, cuando los adultos de L. occidentalis comienzan a emerger del estado
de letargo invernal para reproducirse (Barta, 2016; Tamburini et al., 2012). Las ninfas
(estadios N3y N4) fueron embolsadas con las pinas de primer ano durante una semana
(Ensayo 3) a partir del mes de julio, tras la polinizacion de las pinas de primer ano en el
banco clonal (Mutke, 2000). No se utilizaron ninfas de primer y segundo estadio porque

son considerados los menos daninos (Strong, 2006).

La mortalidad de las pinas y las posibles senales causadas por la insercion de la
proboscide en la superficie de las pinas se revisaron visualmente con una frecuencia
semanal durante el verano en el que fueron tratadas. La mortalidad de las pinas
tratadas durante su primer o segundo ano también fue revisada al comienzo del
siguiente o siguientes estadios de desarrollo. Las pinas de primer y segundo se
consideraron abortadas cuando se desprendieron de la rama con un ligero toque o
cuando las bracteas se tornaron de color grisaceo con un aspecto deprimido. Las pinas
de tercer ano abortadas se caracterizaron por sus bracteas oscuras y deprimidas, y por

su tamano mucho inferior al del resto de su cohorte (Figura 38).

Figura 38. Pifias de primer, segundo y tercer aiio de Pinus pinea L. abortadas. (a) Pifa de primer afilo embolsada con

dos hembras del 10 al 24 de abril (izg.) al lado de una pina de tercer ano no embolsada con insectos (der.),
fotografiada el 21 de mayo. (b) Pina de segundo ano embolsada con dos hembras del 7 al 21 de mayo (der.) al lado
de una pina de segundo ano no embolsada con insectos (izq.), fotografiada el 4 de junio. (c) Pina de primer ano
embolsada con dos ninfas del 2 al 9 de julio. Pina de primer afo sana fotografiada el 9 de julio (izq.) y una semana

mas tarde abortada (der.). Autoria: Ponce-Herrero, L. y Ponce Diaz, A.

3.3.2. Ensayo de exclusion: danos causados por la poblacion de Leptoglossus

occidentalis

Treinta pinos, con al menos 10 pinas de primer ano, fueron seleccionados

aleatoriamente tras la polinizacion de las pinas a finales de junio de 2016. En cada pino,
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se embolsaron cinco pinas (pinas protegidas: n = 150) y las otras cinco fueron marcadas
con una etiqueta (pinas no protegidas: n = 150) (Figura 39). La mortalidad de las pinas
se revisO en febrero de 2017, al comienzo de su segundo ano de desarrollo, en marzo
de 2018, al comienzo de su tercer ano de desarrollo, y en noviembre de 2018, tras su
maduracion, cuando se cosecharon. No se estim6 la densidad de la poblacion de L.

occidentalis en la parcela.

Figura 39. Ensayo de exclusion. Pinos con cinco pifias embolsadas y cinco expuestas para
estimar los danos causados por la poblacion de L. occidentalis a lo largo de su desarrollo

fenolégico. Parcela 15 (B23TORa) del banco clonal “El Molinillo”. Autoria: Ponce-Herrero, L.

3.3.3. Procesado de pinasy pinones

Las pinas maduras se cosecharon a mitad de noviembre de su ano correspondiente, es
decir, las pinas tratadas durante su tercer ano se cosecharon ese mismo noviembre, las
tratadas durante su segundo ano al siguiente noviembre, y las tratadas durante su

primer ano en su tercer noviembre de vida.

En todas las pinas cosechadas se buscaron sintomas de P. validirostris, D. mendacella
(Calama et al., 2017) o S. sapinea (Tiberi, 2007b). Las pinas sanas fueron
individualizadas en una bolsa, identificadas y procesadas en base al protocolo descrito
en Calama et al. (2020). El peso fresco de la pina (CFW) fue medido el mismo dia de la

cosecha, mientras que el peso seco de la pina (CDW) fue medido tras el proceso de
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secado (45°C hasta la apertura completa de las pinas). Las pihas se pesaron con una
precision de 1,0 g. Los pifones fueron extraidos de las pifas manualmente. Aquellos
con una longitud menor a los 6 mm, principalmente procedentes de las bracteas basales
no fértiles (Abellanas, 1990), fueron eliminados al considerarse no desarrollados por
razones ajenas a la alimentacion de L. occidentalis. El resto de los pinones fueron
contabilizados y extraidos de la testa con un cascador manual de frutos secos (Figura

40). Los pinones sanos se pesaron con una precision de 0,1 g.

Figura 40. Procesado de pinas y pifones de Pinus pinea L. (a) Pifa verde; (b) pesaje de pina seca; (c) pinones extraidos

de una pifa seca; (d) apertura manual y clasificacion de pifones. Autoria: Ponce-Herrero, L. y Ponce Diaz, A.

Los pinones blancos se clasificaron en base a Farinha et al. (2018b) (Figura 29) en las

siguientes categorias (Figura 41):
e Sanos: comercializables, endospermo no danado.
e Abortados: pinones vanos, sin embrién ni endospermo.

e Tipo I: pinones con el embrién sano y el endospermo danado. Esta categoria se
divide en tipo Ip o con el endospermo parcialmente danado; y tipo It o con el

endospermo totalmente danado, arrugado o degradado.

e Tipo II: pinones con el embridn seco y sin endospermo. Esta categoria se divide en
tipo IIf o con el tegmen totalmente fusionado a la testa; y tipo llu o tegmen no

fusionado a la testa, pero deforme.
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Figura 41. Clasificacion de pifiones. (Excluidos) pifiones con una longitud menor a 6 mm; (Sanos), pifiones
comercializables, endospermo no dafnado; (Abortados) pifiones vanos, sin embridén ni endospermo; (Ip) pinones con
el endospermo parcialmente danado; (It) pinones con el endospermo totalmente dafado, arrugado o degradado; (lIf)
pinones con el tegmen totalmente fusionado a la testa; (llu) pinones con tegmen no fusionado a la testa, pero

deforme. Autoria: Ponce-Herrero, L.
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3.4. Prospeccion de parasitoides de huevos nativos y monitoreo visual de

la poblacion de Leptoglossus occidentalis

3.4.1. Prospeccion de parasitoides de huevos nativos de Leptoglossus

occidentalis

La prospeccion de parasitoides de huevos nativos de L. occidentalis se realizé durante
tres anos consecutivos (2017, 2018, 2019) en la parcela 15 del banco clonal y durante
un ano en la repoblacion de P. pinea (2019), desde finales de mayo/principios de junio

hasta septiembre (Tabla 16).

Los huevos expuestos al parasitismo fueron ovipositados por las hembras de las
colonias establecidas en campo. Cada colonia estaba formada por una rama de P. pinea,
de unos 30 cm de longitud, embolsada con una malla (40 x 30 cm, polietileno, 1 x 1
mm luz) con forma rectangular atada a la rama con un alambre. Las bolsas fueron
implementadas con una apertura lateral con Velcro® para facilitar la busqueda de las
puestas. En cada una de las colonias se introdujeron dos hembras y un macho,
procedentes de la colonia de laboratorio, y pinones blancos ad libitum como fuente de

alimento. La rama sirvié como fuente de agua y sustrato de oviposicion.

El nUmero de colonias de campo y su fecha de instalacion dependio6 de la disponibilidad
de adultos de L. occidentalis en la colonia de laboratorio, y varido entre 22 y 40

anualmente (Tabla 16).
Tabla 16. Colonias de campo. Nimero de colonias instaladas por semana (S) y mes en el banco clonal (2017, 2018

y 2019) y en la repoblacién (2019) de P. pinea para la obtencién de huevos de L. occidentalis en campo para la

prospeccion de parasitoides de huevos nativos.

Ensayo Mayo Junio Julio Agosto Total
y S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S84 s5
Banco clonal
2017 10 10 10 10 40
Banco clonal
2018 2 4 1 1 3 5 5 5 26
Banco clonal
2019 5 5 10
Repoblacion
2019 3 2 5 1 1 12
Total/ mes 10 28 25 25 88

Las colonias se revisaron semanalmente. Los adultos muertos se sustituyeron y las

ramas con puestas se desembolsaron para evitar que la malla actuase como una
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barrera para los parasitoides. Las colonias retiradas de las ramas con puestas se

instalaron en otra rama del mismo pino. Las puestas se expusieron al parasitismo

durante una semana, entonces se individualizaron en tubos de ensayo (1,5 cm diam.,

10 cm long.) tapados con papel o algodén (Figura 42) y se trasladaron al laboratorio

donde se mantuvieron en condiciones estandar y fotoperiodo natural. Los parasitoides

encontrados sobre las puestas se capturaron para su identificacion. Las ninfas

emergidas se anadieron a la colonia de laboratorio.

,‘" : . g . 5
Figura 42. Prospeccién de parasitoides nativos de huevos de Leptoglossus occidentalis Heidemann. (a)
Pino con colonias formadas por dos hembras y un macho para la obtencién de puestas en campo; (b)
rama con puestas expuestas al parasitismo; (c) puestas recolectadas tras una semana de exposicion al

parasitismo en campo. Autoria: Ponce-Herrero, L.

Cada huevo se codifico y categoriz6 individualmente con un estereomicroscopio (Nikon

SMZ 745T) (Figura 43) en las siguientes categorias:

Huevos fértiles: corion liso de color marron claro cuando son recientes y de color

marrdon rojizo mas intenso en funcion del desarrollo de la ninfa. Los huevos

eclosionados se incluyeron en esta categoria.

Huevos no fértiles: corion seco/deshidratado o colapsado y de color amarillo palido

por la ausencia de la ninfa en desarrollo.

Huevos abortados: color rojo intenso y, en algunos casos con puntos rojos, lineas o

el cadaver de la ninfa.

Huevos depredados: ausencia de lumen y corion parcial o totalmente

mordisqueado.
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e Huevos parasitados: color ceniciento y presencia de peduinculos o stalks sobre el

corion, es decir, tubos que conectan el ovipositor del parasitoide con el lumen del
huevo hospedante (Maple, 1947). En funcion del desarrollo del parasitoide se

distinguen puntos y lineas negras y/o detritus bajo el corion.

Figura 43. Categorizacion de los huevos de Leptoglossus occidentalis Heidemann de las puestas expuestas al

parasitismo en campo. (A) Huevo fértil sin emergencia de ninfa; (B) huevo fértil tras emergencia de la ninfa; (C) huevo
no fértil; (D) huevo no fértil y deshidratado; (E) huevo abortado; (F) huevo depredado (G) huevo parasitado con stalks

(circulos blancos); (H) huevo parasitado con detritus y puntos negros bajo el corion. Autoria: Ponce-Herrero, L.

Para la identificacion de las especies de parasitoides se envié una muestra al Museo de
Historia Natural de Londres y el resto se identificaron y sexaron con un
estereomicroscopio (Nikon SMZ 745T) en base a las indicaciones dadas por el Museo y
las claves de Mercet (1921).

Los huevos parasitados sin orificios de salida de parasitoides se mantuvieron en
condiciones estandar de laboratorio y luz natural durante 45 dias para comprobar si los
parasitoides se encontraban en estado de diapausa (Anderson y Kaya, 1974). Tras este
periodo, los huevos se diseccionaron y categorizaron en las siguientes categorias:
huevos parasitados sin desarrollo larvario, pero con una masa traslicida y granular

(Maple, 1947), larva o parasitoide abortados (Figura 44).
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Figura 44. Huevos parasitados de Leptoglossus occidentalis Heidemann no eclosionados. (a) Huevo parasitado no

eclosionado; (b) diseccion de huevo con masa transllcida y granular; (c) larva abortada. Autoria: Ponce-Herrero, L.

3.4.2. Monitoreo visual de la poblacion de Leptoglossus occidentalis

La poblacion de L. occidentalis se monitored de forma visual en las parcelas 15, 19y
20 del banco clonal durante dos anos consecutivos y con una frecuencia semanal,
desde principios de junio hasta finales de octubre en 2018 y desde mediados de mayo
hasta finales de septiembre en 2019. El monitoreo consistio en la inspeccion visual de
las pinas y ramas bajas (max. 2 m altura) de todos los pinos, excepto aquellos utilizados
en los ensayos de parasitismo (2018: 274 pinos; 2019: 280 pinos). Las ninfas se
clasificaron segln su estadio, los adultos se sexaron y los huevos de las puestas de la
poblacion de campo (Figura 54) se categorizaron y mantuvieron en laboratorio hasta la

emergencia de los parasitoides o las ninfas, como se ha explicado previamente.

3.5. Evaluacion de QOoencyrtus obscurus como enemigo natural de

Leptoglossus occidentalis en laboratorio

3.5.1.Colonia de laboratorio de Ooencyrtus obscurus

La colonia de Ooencyrtus obscurus (Mercet) (Hymenoptera: Encyrtidae) se establecio a
partir de los parasitoides emergidos de las puestas parasitadas en campo durante los
ensayos de prospeccion de parasitoides de huevos nativos de L. occidentalis
desarrollados en el banco clonal y en la repoblacion de P. pinea en el ano 2019. Como
se ha indicado en el Epigrafe 3.4.1., las puestas parasitadas en campo se mantuvieron
en condiciones estandar de laboratorio y fotoperiodo natural hasta la emergencia de los

parasitoides, parametro comprobado a diario.
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Los parasitoides identificados como O. obscurus, segln lo indicado en el Epigrafe 3.4.1.,
se individualizaron en tubos de ensayo (1,5 cm diam., 10 cm long.) cerrados con un
tapon de papel y se mantuvieron en condiciones estandar de laboratorio y fotoperiodo
natural (Figura 45a). Como fuente de alimento se proporciond una capa fina de miel
pura (Sabbatini Peverieri et al., 2012) colocada sobre la superficie interior del tubo de
ensayo o sobre un papel secante. Todos los parasitoides emergidos de los ensayos de

parasitismo de laboratorio se anadieron a la colonia.

Las puestas de L. occidentalis utilizadas en los ensayos de parasitismo se obtuvieron de
la colonia del laboratorio. Las puestas, incluidas las aciculas de pino, se recogieron a
diario y, aquellas no utilizadas el mismo dia de la recoleccion fueron almacenadas en
tubos de ensayo (1,5 cm diam., 10 cm long.) cerrados con un tapon de plastico (Figura

45b) y mantenidas en frio (4 + 1°C) hasta un maximo de 7 dias (Binazzi et al., 2013).

|

Figura 45. Colonia de parasitoides de Ooencyrtus obscurus (Mercet) y huevos de
Leptoglossus occidentalis Heidemann. (a) Parte de la colonia de O. obscurus; (b) huevos

de L. occidentalis almacenados en frio. Autoria: Ponce-Herrero, L.

3.5.2. Diseno experimental

Se disenaron dos ensayos previos para obtener informacién basica sobre el
comportamiento reproductivo de O. obscurus en huevos de L. occidentalis. En el Primer
ensayo se determind el efecto del tamano de la puesta de L. occidentalis en el
porcentaje de parasitismo de O. obscurus, la ratio de emergencia y la sex ratio (%
hembras) de su progenie, mientras que en el Segundo ensayo se definid la estrategia
de reproduccion de O. obscurus. El Tercer ensayo se disené en base a los resultados

obtenidos en los dos anteriores (nidmero de huevos expuestos y hembra apareada o no)
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para definir la fecundidad de las hembras a lo largo de su vida, los parametros de la
tabla de vida y los parametros demograficos de O. obscurus en huevos de L.
occidentalis. Adicionalmente, se realizd el seguimiento diario de la apariencia externa

de los huevos parasitados a lo largo de su desarrollo (Figura 58).

Condiciones generales de los ensayos: l0os ensayos se desarrollaron en condiciones
estandar de laboratorio (Martel et al., 2019) y luz blanca (16:8; L:0) con parasitoides
emergidos durante las 24 h anteriores (Sabbatini Peverieri et al., 2012). Las aciculas de
pino con las puestas de L. occidentalis (con un maximo de 7 dias, Binazzi et al., 2013)
se graparon en un trozo de papel secante (Bates y Borden, 2004) y se introdujeron en
tubos de ensayo (2,5 cm diam., 10 cm long.) cerrados con muselina de algodon con una
deluzde 1 x 1 mm (Figura 46). Como fuente de alimento se ofrecidé miel pura, siguiendo

la misma metodologia utilizada que en la colonia de O. obscurus.

Figura 46. Ensayos de parasitismo de Ooencyrtus obscurus (Mercet) en huevos de Leptoglossus

occidentalis Heidemann. (a) Desarrollo de los ensayos de parasitismo en condiciones estandar de
laboratorio; (b) detalle de las puestas de L. occidentalis sobre las aciculas grapadas a un trozo de papel

secante dentro del tubo de ensayo. Autoria: Ponce-Herrero, L.

Primer ensayo. Efecto del tamano de la puesta de L. occidentalis: grupos de 5 - 9 huevos

(parejas = 30; huevos = 212) y 10 - 13 huevos (parejas = 30; huevos = 306) se

expusieron al parasitismo de una pareja de O. obscurus durante 96 horas.

Segundo ensayo. Estrategia de reproduccion de O. obscurus: grupos de 5 - 14 huevo (n
= 281) se expusieron al parasitismo de una hembra de L. occidentalis (n = 30) sin
contacto previo con machos (no emergidos de forma simultanea) durante 96 horas. La
sex ratio (% hembras) de la progenie se comparoé con la de la progenie de las hembras

apareadas del Primer ensayo.
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Tercer ensayo. Fecundidad de las hembras de O. obscurus a lo largo de su vida,

parametros de la tabla de vida y parametros demograficos: grupos de 5 a 15 huevos (n
= 6.430) se expusieron al parasitismo de una pareja O. obscurus (n = 40) durante 48 -
72 h (Tunca et al., 2019), siendo reemplazados hasta la muerte de la hembra. Los

machos muertos se sustituyeron (Sabbatini Peverieri et al., 2012).

Deteccion del parasitismo: durante el tiempo de exposicion de los huevos al parasitismo
(Figura 47) el nUumero de huevos parasitados y el nimero de stalks de cada huevo
parasitado (Figura 43G) se contabilizé a diario con un estereomicroscopio (Nikon SMZ
745T). Para describir la progresion de los sintomas (stalks, puntos y/o lineas negras y
detritus bajo el corion) de los huevos parasitados, se definid a diario su apariencia
externa, desde la deteccion del primer stalk hasta la emergencia de los parasitoides. La

emergencia de parasitoides también se comprobd a diario (Figura 48).

Figura 47. Hembras de Ooencyrtus obscurus (Mercet) parasitando huevos de Leptoglossus occidentalis

Heidemann. Autoria: Ponce-Herrero, L. y Ponce Diaz, A.

Figura 48. Huevos de Leptoglossus occidentalis Heidemann parasitados y dos Ooencyrtus obscurus

(Mercet) emergidos. Autoria: Ponce-Herrero, L.

Las ninfas de L. occidentalis eclosionadas de los huevos no parasitados en los ensayos
de parasitismo se anadieron a la colonia de laboratorio. Los huevos parasitados sin
orificios de salida de parasitoides se diseccionaron y clasificaron segln lo descrito en el
Epigrafe 3.4.1 (Figura 44).
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3.6. Analisis de datos

Todos los analisis se analizaron con el programa SAS 9.4 de SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA (http://www.sas.com, Statistical Analysis System, RRID:SCR_008567).

3.6.1. Caracterizacion y cuantificacion de los danos de pinas y pinones de Pinus

pinea causados por la alimentacion de Leptoglossus occidentalis

La supervivencia de las hembras se calcul6 como la media de hembras vivas durante
las dos semanas de embolsamiento (Ensayos 1 y 2), mientras que la supervivencia de
las ninfas se calculé como la media de las ninfas vivas durante la Unica semana de
embolsamiento (Ensayo 3). En ambos casos se expresé en porcentaje por fecha de

embolsamiento y ensayo.

La mortalidad de las pinas se calcul6 como el cociente entre el nimero de pinas
abortadas y el total de pinas, expresado en porcentaje, por fecha de embolsamiento y
ensayo. Este parametro se analizd utilizando un modelo lineal mixto generalizado
(GLIMMIX) con distribucién binaria de la variable respuesta y funcion de enlace logit para
la probabilidad del aborto de las pinas en los Ensayos 1, 2 y 3. Las pinas fueron la unidad
experimental, los pinos se consideraron un factor aleatorio y las fechas de
embolsamiento se consideraron factores inter-sujeto. La mortalidad de las pinas del
Ensayo de exclusion se analizé utilizando un modelo lineal mixto generalizado (GLIMMIX)
con funcién de enlace logit y distribucion binomial de la variable respuesta de parametro
cinco para la probabilidad del aborto de cada pina, por edad (ano 1, ano 2, ano 3, viva),
dentro de cada grupo de cinco pinas seleccionadas por pino para cada tratamiento
(protegidas/no protegidas) como parametro a estimar. La unidad experimental fueron
los pinos, mientras que el tratamiento y la edad de aborto se consideraron factores intra-

sujeto.

El numero de pinones se expres6é como la media del nimero de pinones con testa por
pinay por fecha de embolsamiento en los Ensayos 1, 2 y 3 o por tratamiento en el Ensayo

de exclusion.

El rendimiento de pinon blanco por pina (p), simplificado como rendimiento, se calculo

como la media del rendimiento final de pinén blanco por pina fresca, para cada fecha
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de embolsamiento (Ensayos 1, 2 y 3) o tratamiento (Ensayo de exclusion), utilizando la

Ecuacion ().
(1 p = (SCW/CFW™)-100

Donde SCW = peso de los pifiones sanos (g); CFW™ = peso fresco de la pina
estandarizado (g), estimado mediante la Ecuacion (Il) como el peso de la pina al 37,0%
de humedad relativa (humedad ambiental estimada durante la cosecha en noviembre)
(Calama et al., 2020).

() CFW* =CFW -[(1—-H)/0,63]

Donde CFW = peso fresco de la pina (g); H = humedad definida mediante la Ecuacién
(.

(I H = (CFW — CDW)/CFW

Donde CDW = peso seco de la pina (g).

El numero de pinones y el rendimiento se analizaron utilizando un modelo lineal mixto
generalizado (GLIMMIX) con distribucion gaussiana de la variable respuesta y funcion
de enlace identity, siendo el niumero de pinones o el rendimiento los parametros a
estimar. Las pinas vivas fueron la unidad experimental, los pinos se consideraron
factores aleatorios y las fechas de embolsamiento (Ensayos 1, 2 y 3) o tratamientos

(Ensayo de exclusion) se consideraron factores inter-sujeto.

El porcentaje de pinones de cada tipo se calculé como la media (intervalo de confianza
del 95%) por fecha de embolsamiento (Ensayos 1, 2 y 3) o tratamiento (Ensayo de
exclusion) del cociente entre el nimero de pinones de cada tipo y el total de pinones por
pina. El porcentaje de pinones de cada tipo se analiz6 utilizando un modelo lineal mixto
generalizado (GLIMMIX) con funcion de enlace logit y distribucion binomial de la variable
respuesta. El nUmero de pinones de cada tipo fue variable para cada pina y la
probabilidad de ocurrencia de cada tipo de dano dentro de cada pina fue el parametro
a estimar. Las pinas vivas fueron la unidad experimental, los pinos se consideraron un
factor aleatorio, los tipos de danos por pina factores intra-sujeto y las fechas de
embolsamiento (Ensayos 1, 2 y 3) o los tratamientos (Ensayo de exclusion) se

consideraron factores inter-sujeto.
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3.6.2. Prospeccion de parasitoides de huevos nativos y monitoreo visual de la

poblacion de Leptoglossus occidentalis

Las puestas expuestas al parasitismo en campo se clasificaron en parasitadas y no
parasitadas, y los huevos se agruparon en las siguientes categorias por semana y

ensayo:

e No eclosionados: no fértiles y abortados.

e Viables: fértiles y parasitados.

e Huevos no viables: no eclosionados y depredados.

Las puestas y huevos parasitados se clasificaron por especie. Los huevos parasitados
sin orificios de salida de parasitoides fueron clasificados en funcién de la especie que
emergio del resto de huevo/s de la puesta. En ningln caso emergieron especies

diferentes de una misma puesta.

El impacto de los parasitoides en la poblacién de L. occidentalis se estimé mediante el
calculo de cuatro indices expresados en porcentaje por especie y ensayo (Colazza y Bin,
1995; Costi et al., 2018):

I.  Indice de eficiencia de descubrimiento: cociente entre el nlimero de puestas

parasitadas y el nimero total de puestas.

Il.  Porcentaje de parasitismo: cociente entre el nUmero de huevos parasitados y el

ndmero total de huevos.

lIl. Indice de eficiencia de explotacion de las puestas: cociente entre el nimero de

huevos parasitados y el nimero total de huevos de las puestas parasitadas.

V. Impacto sobre la poblacion plaga (modificado): cociente entre el nimero de huevos

parasitados y el nimero de huevos viables (fértiles y parasitados), es decir, capaces

de generar progenie de L. occidentalis.

Estos indices se analizaron con un modelo lineal mixto generalizado (GLIMMIX) con
distribucion binomial de la variable respuesta y funcion de enlace logit con sintaxis
eventos/ensayos. Las unidades experimentales fueron las puestas para los indices |, Il

y IV, y las puestas parasitadas para el indice lll. La especie se considerd un factor intra-
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sujeto y los ensayos (Banco clonal 2017, Banco clonal 2018, Banco clonal 2019 y
Repoblacion 2019) se consideraron factores inter-sujetos. Para la comparacion entre
especies y ensayos se utilizd la prueba “t” de Student con nivel de significacion 0,05. En
los modelos se utilizd una matriz de covarianza aleatoria no estructurada (UN). Para
contrastar los efectos principales y el efecto de interaccion del modelo se utilizaron los

tests chi-cuadrado de Wald.

La sex ratio (machos:hembras) de los parasitoides se calculé como el cociente entre el

ndimero de hembras y machos por especie y ensayo.

La ratio de emergencia se calculd como el cociente entre el total de parasitoides
emergidos y el nUmero de huevos parasitados con orificios de salida de parasitoides por
especie y ensayo. Este parametro se analiz6 utilizando un modelo lineal mixto (MIXED),
considerando los ensayos como factores inter-sujetos y las especies como factores intra-
sujetos. El modelo utilizé una estructura de simetria compuesta (CS) de la varianza. Para
analizar las comparaciones se utilizd la prueba “t” de Student con un nivel de

significacion de 0,05.

La proporcion de huevos no eclosionados y depredados se calculd respecto al nimero
total de huevos por ensayo expresado en porcentaje. Estos parametros se analizaron
utilizando un modelo lineal mixto generalizado (GLIMMIX) con distribucion binomial de
la variable respuesta y funcion de enlace logit con sintaxis eventos/ensayos. Solamente
se considerd el ensayo como factor. Para analizar las comparaciones se utilizo la prueba

“t” de Student con un nivel de significacion de 0,05.

3.6.3. Evaluacion de Ooencyrtus obscurus como enemigo natural de

Leptoglossus occidentalis en laboratorio

En todos los ensayos se descartaron las hembras no fértiles (Martel et al., 2019) y se

calcularon los siguientes parametros:

e Porcentaje de parasitismo: media + SE del cociente entre el nUmero de huevos

parasitadosy el total de huevos expuestos a cada hembra, expresado en porcentaje.

e Fecundidad: progenie de una hembra.
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e Supervivencia de los estadios pre-imaginales: cociente entre el nUmero de huevos
parasitados con orificios de salida de parasitoides y el nUmero total de huevos

parasitados, expresado en porcentaje.

e Ratio de emergencia: cociente entre la progenie y el nimero de huevos parasitados

con orificios salida de parasitoides.

e Sexratio (% hembras): cociente entre el nimero de hembras y el total de la progenie

expresado en porcentaje.

Primer ensayo. Efecto del tamano de la puesta de L. occidentalis: el efecto del tamano

de la puesta en el porcentaje de parasitismo se estimé con un analisis de regresion
utilizando un modelo lineal mixto generalizado (GLIMMIX) con distribucion binomial de
la variable respuesta y funcion de enlace logit. Los huevos parasitados fueron la unidad

experimental.

La relacion entre la progenie y el nUmero de huevos parasitados con orificios de salida
de parasitoides se analizd con un modelo lineal mixto generalizado (GLIMMIX) con

distribucion de Poisson de la variable respuesta y funcion de enlace log link.

El efecto del tamano de la puesta en la sex ratio (% hembras) de la progenie se midio
con un analisis de regresion utilizando un modelo lineal mixto generalizado (GLIMMIX)
con distribucion gaussiana de la variable respuesta y funcion de enlace logit. Los huevos

parasitados fueron la unidad experimental.

Tercer ensayo. Fecundidad de las hembras de O. obscurus a lo largo de su vida,

parametros de la tabla de vida y parametros demograficos: los parametros de la tabla

de vida se definen a continuacion:

e Longevidad: numero de dias de vida o periodo transcurrido desde la emergencia de

la hembra hasta su muerte, medido en dias.

e Periodo de pre-oviposicion: periodo transcurrido desde la emergencia de la hembra

hasta que ovipositd la primera puesta, medido en dias.

e Periodo de oviposicion: periodo transcurrido entre la primera y la Gltima puesta,

medido en dias.
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e Periodo post-reproductivo: periodo transcurrido desde que la hembra ovipositod la

Gltima puesta hasta su muerte, medido en dias.
e Fecundidad: definido previamente.

e Fertilidad: niumero de huevos ovipositados por una hembra. Se considerd que las
hembras de O. obscurus ovipositaron un huevo por cada stalk detectado sobre la

superficie de los huevos de L. occidentalis (Tracy y Nechols, 1987).

e Progenie abortada: progenie no emergida por hembra o diferencia entre la
fecundidad y la fertilidad.

e Ratio de emergencia: definido previamente.

e Periodo de desarrollo pre-imaginal: periodo transcurrido desde la deteccion del stalk

hasta la emergencia de los parasitoides, medido en dias.
e Sex ratio (% hembras): definido previamente.

El periodo de desarrollo pre-imaginal se definidé para cada sexo y se compard con una

prueba “t” de Student con un nivel de significacion del 0,05.

La relacion entre la edad de las hembras y la sex ratio (% hembras) se definié con un

modelo mixto de regresion lineal.

La fecundidad a lo largo de la vida de las hembras se definid de forma experimental

mediante el registro diario de su mortalidad y fecundidad (media + SE).

El indice de ovigenia se calculd como la media (+ SE) de la fraccion de los huevos

ovipositados durante las primeras 24 horas de vida de las hembras (Jervis et al., 2001).

La relacion entre la fecundidad y la longevidad de las hembras se definié con modelo

mixto de regresion lineal.

La esperanza de vida de las hembras se definié como el dia en el que el 50,0% de las

hembras seguian vivas.

Los parametros demograficos se definieron de acuerdo con Sabbatini Peverieri et al.
(2012) y Jervis et al. (2007):

e Tasa intrinseca de crecimiento (hembras/hembra/dia): rm = In(X Ix- my)/T
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e Capacidad finita de incremento (hembras/hembra/dia): A = em

e Duracion media de una generacion (dias): T = 2 x- Ix- my/Ro

e Tiempo de duplicacion de la poblacion (dias): T4 = (In2)/rm

e Tasa neta de reproduccion (hembras/hembra/generacion): Ro = 2 Ix- mx
e Tasa bruta de reproduccion (hembras/hembra/generacion): GRR = X, mx

Donde x = edad de las hembras en dias, Ix = ratio de supervivencia de las hembras a
una edad especifica y mx = fecundidad de las hembras a una edad especifica, fueron

medidos de forma experimental.

La evolucion de la apariencia externa de los huevos parasitados se estimé calculando
el nimero medio (+ SE) de dias transcurridos entre la aparicion de los diferentes

sintomas relacionados con el parasitismo.

4. Resultados

4.1. Caracterizacion y cuantificacion de los danos de pinas y pinones de
Pinus pinea causados por la alimentacion de Leptoglossus
occidentalis

No se encontraron marcas asociadas con la alimentacion de L. occidentalis cuando se

comparoé la superficie de las pinas embolsadas con ninfas o adultos con la superficie de

las pinas control. Ninguna de las pinas mostré sintomas de S. sapinea o P. validirostris.

Cuatro pinas protegidas y una no protegida se eliminaron del Ensayo de exclusion por

presentar sintomas de D. mendacella.

4.1.1. Embolsamiento de pinas con Leptoglossus occidentalis: danos

estacionales

Ensayo 1. Pinas de tercer embolsadas con hembras: los valores medios de mortalidad

(%) y rendimiento (%) de las pinas se representan en la Figura 49 (ay b), y el nimero de

pinones y porcentaje por tipo de pifiones se recogen en la Tabla 17.
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Los danos causados por la alimentacion de las hembras se redujeron con el avance del
desarrollo de las pinas de tercer ano (Figura 50). Solo se registrdo mortalidad en las pinas
de tercer ano embolsadas con hembras desde principios de abril hasta principios de
junio.

El menor rendimiento también fue registrado durante este periodo, aunque fue
significativamente menor en las pinas embolsadas con hembras hasta septiembre en
comparacion con los controles (control vs. 10 - 24 abril: p-valor = 0,0083 con t-valor =
2,72; control vs. 24 abril - 7 mayo: p-valor < 0,0001 con t-valor = 6,52; control vs. 7 - 21
mayo: p-valor < 0,0001 con t-valor = 10,47; control vs. 21 mayo - 4 junio: p-valor <
0,0001 con t-valor = 7,56; control vs. 4 - 18 junio: p-valor < 0,0001 con t-valor = 5,83;
control vs. 18 junio - 2 julio: p-valor < 0,0001 con t-valor = 6,30; control vs. 2 - 16 julio:
p-valor < 0,0001 con t-valor = 6,03; control vs. 16 - 30 julio: p-valor = 0,0058 con t-valor
= 2,85; control vs. 4 - 18 agosto: p-valor = 0,0096 con t-valor = 2,67). El numero de
pinones por pina fue significativamente menor respecto a los controles en las pinas
embolsadas con hembras a principios de agosto (control vs. 4 - 18 agosto: p-valor =
0,0050 con t-valor = 2,90) y abril (control vs. 10 - 24 abril: p-valor = 0,0366 con t-valor
= 2,13; control vs. 24 abril - 7 mayo: p-valor = 0,0258 con t-valor = 2,28), sin embargo,

en la dltima fecha indicada solamente sobrevivid una pina.

La proporcion de pinones sanos fue significativamente menor respecto a los controles
cuando las pinas se embolsaron con hembras desde abril hasta finales de julio (control
vs. 24 abril - 7 mayo: p-valor < 0,0001 con t-valor = 4,67; control vs. 7 - 21 mayo: p-valor
< 0,0001 con t-valor = 5,45; control vs. 21 mayo - 4 junio: p-valor < 0,0001 con t-valor
= 5,61; control vs. 4 - 18 junio: p-valor < 0,0001 con t-valor = 4,90; control vs. 18 junio
- 2 julio: p-valor < 0,0001 con t-valor = 6,49; control vs. 2 - 16 julio: p-valor < 0,0001
con t-valor = 4,80; control vs. 16 - 30 julio: p-valor = 0,0016 con t-valor = 3,17), cuando

se increment6 gradualmente con el avance del desarrollo de las pinas.

Excepto para las fechas de embolsamiento 4 - 18 junio y 2 - 16 julio, cuando los
principales danos fueron de tipo lIf y llu, respectivamente, el tipo de dano predominante
fueron los pinones abortados, siendo su proporcion significativamente mayor respecto
a los controles en las pinas embolsadas con hembras desde abril hasta principios de

julio (control vs. 10 - 24 abril: p-valor = 0,0404 con t-valor = -2,05; control vs. 24 abril -
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7 mayo: p-valor < 0,0001 con t-valor = -5,07; control vs. 7 - 21 mayo: p-valor < 0,0001
con t-valor = -6,05; control vs. 21 mayo - 4 junio: p-valor < 0,0001 con t-valor = -5,48;
control vs. 18 junio - 2 julio: p-valor = 0,0031 con t-valor = -2,98), excepto para las pinas
embolsadas entre el 18 de junio y el 4 de julio. En junio, el porcentaje de pinones tipo IIf
fue significativamente mayor en las pinas embolsadas con hembras que en los controles
(control vs. 4 - 18 junio: p-valor < 0,0001 con t-valor = -6,24; control vs. 18 junio - 2 julio:
p-valor < 0,0001 con t-valor =-5,44). En julio, se registré la mayor proporcion de pinones
tipo llu, siendo significativamente diferente respecto a los controles (control vs. 2 - 16
julio: p-valor < 0,0001 con t-valor = -7,80; control vs. 16 - 30 julio: p-valor < 0,0001 con
t-valor =-4,71). Finalmente, la proporcion de pinones tipo It fue significativamente mayor
en las pinas embolsadas con hembras desde mediados de junio hasta mediados de
agosto que en los controles (control vs. 18 junio - 2 julio: p-valor = 0,0053 con t-valor =
-2,80; control vs. 2 - 16 julio: p-valor = 0,0022 con t-valor = -3,08; control vs. 16 - 30
julio: p-valor = 0,0068 con t-valor =-2,71; control vs. 4 - 18 agosto: p-valor < 0,0001 con
t-valor = -4,00).

Ensayo 2. Pinas de segundo aino embolsadas con hembras: los valores medios de

mortalidad (%) y rendimiento (%) de las pinas se representan en la Figura 49 (cy d), y el

nuimero de pinones y porcentaje por tipo de pifones se recogen en la Tabla 18.

Tres pinas embolsadas con hembras del 24 de abril al 7 de mayo y del 21 de mayo al 4
de junio se cosecharon prematuramente para otro ensayo no incluido en este

documento.

La mortalidad de las pinas fue el mayor dano causado por la alimentacion de las
hembras en las pinas de segundo ano. El rendimiento de las pinas embolsadas con
hembras fue significativamente menor respecto al de los controles a principios de
septiembre (p-valor = 0,0258 con t-valor = -2,47), mientras que el numero de pinones'y
pinones sanos no fue significativamente diferente al de los controles en ninguna de las
fechas de embolsamiento. El porcentaje de pinones abortados fue significativamente
mayor respecto a los controles en las pinas embolsadas con hembras desde principios
de agosto hasta principios de septiembre (control vs. 4 - 18 agosto: p-valor < 0,0001

con t-valor = -3,46; control vs. 1 - 15 septiembre: p-valor = 0,0280 con t-valor = -2,21).
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Las diferencias significativas de los danos tipo Ip entre las pinas embolsadas en junio y

los controles no se consideran consistentes porque solamente sobrevivieron dos pinas.

Ensayo 3. Pifas de primer aino embolsadas con ninfas: los valores medios de mortalidad

(%) y rendimiento (%) de las pinas se representan en la Figura 49 (e y f), y el nimero de

pinones y porcentaje por tipo de pinones se recogen en la Tabla 19.

La mortalidad de las pinas fue el principal dano causado por la alimentacion de las
ninfas las pinas de primer ano. Este tipo de dano se redujo con el desarrollo de las pinas.
El porcentaje de pinones abortados fue significativamente mayor respecto a los
controles en las pinas embolsadas con hembras a principios de septiembre (p-valor =
0,0323 con t-valor = -2,16). En las pinas embolsadas con ninfas a finales de julio, el
porcentaje medio de pinones tipo lIf (p-valor = 0,0121 con t-valor = 2,54) y tipo It (p-

valor = 0,0088 con t-valor = 2,65) fue significativamente mayor respecto a los controles.
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Figura 49. Mortalidad y rendimiento de las pifias. Mortalidad media de las pinas (%) y rendimiento medio de las pinas (%). (a) (b) Ensayo 1. Pifas de tercero embolsada con
hembras; (c) (d) Ensayo 2. Pifas de segundo embolsadas con hembras; (e)(f) Ensayo 3. Pifias de primero embolsadas con ninfas. Las columnas en la misma gréafica con la

misma letra no son significativamente diferentes (t-test; p-valor < 0,05).
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Tabla 17. Pifias de tercer ano embolsadas con hembras. Nimero medio de pifiones y porcentaje medio (intervalo de confianza del 95%) para cada tipo de pifones (%)

ordenados en funcién de la severidad de los danos por fecha de embolsamiento. (lIf) Pinones con el tegmen totalmente fusionado a la testa; (llu) pinones con tegmen no

fusionado a la testa, pero deforme; (Ip) pinones con el endospermo parcialmente danado; (It) pinones con el endospermo totalmente danado, arrugado o degradado. Las

medias en la misma columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (t-test; p-valor < 0,05).

Fecha Tipo de pifiones
embolsamiento Ndmero de pifiones
o Abortados lIf llu It Ip Sanos
(n=pinas)
10-24 abr.
(=10) 51,0 (9,9; 93,5) d 70,5 (16,7; 96,6) abc 0,0 2,0 (0,0; 76,5) abcdef 0,0 0,0 27,5 (3,6; 79,5) abcde
n=
24 abr.-7 may.
(=7) 98,6 (73,9; 123,3) b 85,5 (61,7; 95,6) ab 0,0 2,0(0,2; 13,6) cdef 0,0 0,0 12,5(3,9;33,8) e
n=
7-21 may.
(=10) 76,8 (60,1; 93,5) abd 93,2 (78,0; 98,2) a 0,7 (0,0;0,1) e 1,1(0,1; 7,9) def 0,0 0,2 (0,0; 14,0) a 4,8(1,2;17,9) e
n=
21 may.-4 jun.
(=7) 89,9 (70,4; 109,4) abcd 68,5 (49,3;82,9) b 10,0 (4,6; 20,3) ce 0,9 (0,1; 10,0) f 0,2(0,0;5,4)abc  3,8(1,3;10,6)a 16,6 (7,4;33,4) e
n=
4-18 jun.
(=10) 94,6 (80,3; 108,8) abcd 16,0 (8,6; 27,8) de 37,5 (29,5; 45,0) a 1,0 (0,2; 4,9) ef 0,5 (0,1; 2,2) bc 1,7(0,6;5,1)a 43,3 (32,1;55,3) cd
n=
18 jun.-2 jul.
(=10) 102,9 (88,6; 117,2) abcd 32,8(22,1;45,6) c 24,7 (18,1;32,7) b 6,1 (3,3; 11,2) cdf 2,1(1,0; 4,2) ab 35(1,6;7,2)a 30,8 (21,2; 42,5) de
n=
2-16 jul.
(n=10) 92,3 (78,0; 106,5) a 17,4 (9,6; 29,6) cde 2,3(0,7; 7,0) de 32,0 (24,9; 40,0) a 2,4 (1,2; 4,7) ab 2,1(0,8;5,6)a 43,8 (32,4; 55,8) cd
n=
16-30 jul.
(=10) 102,1(87,8; 116,4) a 20,8 (12,3; 33,0) cde 0,5 (0,0; 5,3) de 17,8 (12,5; 24,7) b 2,0(1,0; 4,1) ab 2,6(1,1;6,1)a 56,3 (44,5; 67,4) bc
n=
4-18 ago.
(=10) 74,7 (60,5; 89,0) ¢ 13,9 (6,4; 27,6) e 1,5(0,3; 7,3) de 9,0 (4,9; 15,9) cf 4,0(2,2;7,1) a 4,1(1,8;9,0)a 67,5 (53,7; 79,9) ab
n=
1-15 sept.
(=10) 97,3 (83,1; 111,6) ab 10,7 (4,9; 21,8) e 0,8 (0,1; 5,4) de 9,1(5,4; 14,9) cf 1,0 (0,4; 2,9) abc 4,5(2,3;8,7) a 73,9 (62,5; 83,0) a
n=
Controles
(=30) 96,7 (88,1; 105,3) a 14,7 (10,2; 20,9) e 0,4 (0,1; 2,0) de 4,9 (3,2; 7,4) cdef 0,3(0,1;1,0)¢c 3,2(2,0;5,0)a 76,5(70,1;81,8) a
n=
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Tabla 18. Ensayo 2. Pifias de segundo afio embolsadas con hembras. Nimero medio de pifiones y porcentaje medio (intervalo de confianza del 95%) para cada tipo de

pinones (%) ordenados en funcidén de la severidad de los danos por fecha de embolsamiento. (IIf) Pinones con el tegmen totalmente fusionado a la testa; (llu) pinones con

tegmen no fusionado a la testa, pero deforme; (Ip) pinones con el endospermo parcialmente danado; (It) pinones con el endospermo totalmente danado, arrugado o

degradado. Las medias en la misma columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (t-test; p-valor < 0,05).

Fecha
embolsamiento
(n=pinas)

Nimero de pifiones

Tipo de pifiones

Abortados

Iif

llu

It

Ip

Sanos

7-21 may.
(n=10)

4-18 jun.
(n=10)

102,7 (67,8; 137,6) a

6,5(2,1,18,5)b

1,2 (0,0;35,0) a

9,9 (3,4; 25,6) a

3,3(0,4;21,1)a

0,008 (0,01; 6,4) b

78,2 (55,9, 91,0) ab

2-16jul.
(n=10)

90,5 (43,9; 137,1) a

9,4 (2,2;31,7)ab

0,0

2,8(0,1;39,2)a

0,9 (0,0; 75,0) a

9,3(3,7;21,7)a

77,6 (42,3;94,2) ab

4-18 ago.
(n=10)

82,4 (62,8; 102,0) a

23,7 (17,0;32,1) a

3,9(1,1;,13,2)a

4,8 (1,9;11,9)a

1,1(0,1;89) a

0,0

66,5 (53,1;77,6) b

20 ago.-3 sept.
(n=10)

100,9 (78,3; 123,4) a

6,2(3,1,11,8)b

1,0 (0,0; 10,6) a

56(2,4;12,4)a

0,1(0,0; 30,7) a

1,1(0,4;3,2)a

86,0 (74,8;,92,7)a

1-15 sept.
(n=10)

89,5 (63,9; 115,0) a

17,2(9,6;28,9) a

0,3(0,0;67,4)a

12,2 (5,3;25,7) a

4,5(0,9;18,0) a

0,9 (0,2;5,0)a

64,9 (45,8;80,2) b

Controles
(n=20)

96,8 (81,3;112,4) a

8,0(5,6;11,4)b

1,3(0,4;4,9)a

7,7(5,6;11,4)a

2,8(1,3;6,2)a

0,9(0,4;1,9)a

79,3 (72,1; 84,9) ab
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Tabla 19. Ensayo 3. Pifias de primer afio embolsadas con ninfas. Nimero medio de pifiones y porcentaje medio (intervalo de confianza del 95%) para cada tipo de pifiones

(%) ordenados en funcion de la severidad de los danos por fecha de embolsamiento. (IIf) Pinones con el tegmen totalmente fusionado a la testa; (Ilu) pinones con tegmen

no fusionado a la testa, pero deforme; (Ip) pinones con el endospermo parcialmente danado; (It) pinones con el endospermo totalmente danado, arrugado o degradado. Las

medias en la misma columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (t-test; p-valor < 0,05).

Fecha embolsamiento

Tipo de pifiones

(n=pinas) DI T s Abortados f llu It Ip Sanos
2-9 jul. (n=10) - - - R
14-21 jul. (n=10) 104,8 (82,4; 127,1) ab 9,2(5,2;15,7) b 0,5(0,0; 9,1) ab 1,3(0,2;10,2) a 0,5 (0,0; 17,8) ab 0,3 (0,0; 98,0) a 88,3 (67,4;97,5) a
28 jul.-4 ago. (n=10) 105,07 (86,6; 123,5)a 11,5(7,9;16,7)b 5,2(2,5;10,2) a 9,2 (5,0;16,3)a 6,6 (3,0; 14,0) a 0,3(0,0;75,7) a 67,2 (48,3;81,7) a
20-27 ago. (n=10) 80,6 (65,3;95,8) b 19,5 (14,6; 25,5) a 0,9 (0,2; 4,6) ab 9,4(5,2;16,4)a 0,9 (0,1; 7,0) ab 0,6 (0,0; 44,4) a 68,7 (50,5; 82,7) a
Controles (n=20) 94,5 (83,4; 105,6)ab  13,5(10,7; 16,7) b 1,2(0,5;2,9) b 8,2 (5,6; 12,2) a 0,7(0,2;3,1) b 6,8(1,0;11,6)a 72,7 (61,5; 81,6) a

118



4.1.2. Ensayo de exclusion: danos causados por la poblacion de Leptoglossus

occidentalis

Los valores de mortalidad (%), rendimiento (%), nimero de pinones y porcentaje por tipo

de piniones por tratamiento se recogen en la Tabla 20.

La mortalidad de las pinas fue significativamente mayor en las pinas no protegidas que
en las protegidas durante su primer (p-valor = 0,0038 con t-valor = 2,97) y segundo (p-
valor < 0,0001 con t-valor = 4,93) ano de desarrollo. Los valores de rendimiento (p-valor
< 0,0001 con t-valor =-12,28), numero de pinones (p-valor < 0,0001 con t-valor =-7,27)
y proporcion de pinones sanos (p-valor < 0,0001 con twvalor = -10,61) fueron
significativamente menores en las pifas no protegidas que en las protegidas, mientras
que el porcentaje de danos en los pinones fue significativamente mayor en las pinas no
protegidas (abortados: p-valor = 0,0023 con t-valor = 3,05; IIf: p-valor < 0,0001 con t-
valor = 5,42; llu: p-valor < 0,0001 con t-valor = 8,98; Ip: p-valor < 0,0001 con t-valor =
8,49), excepto los danos tipo It.
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Tabla 20. Ensayo de exclusion. Mortalidad media de las pifias por afio (%), rendimiento (%), nimero medio de pifiones y porcentaje medio (intervalo de confianza del 95%)
para cada tipo de pinones (%) ordenados en funcién de la severidad de los danos por fecha de embolsamiento. (IIf) Pinones con el tegmen totalmente fusionado a la testa;
(llu) pinones con tegmen no fusionado a la testa, pero deforme; (Ip) pinones con el endospermo parcialmente danado; (It) pifones con el endospermo totalmente danado,

arrugado o degradado. Las medias en la misma columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes (t-test; p-valor < 0,05).
Tipo de pifones

Mortalidad pifas
2
Trat. &
(n=pifas) Afol Afo2 Afo3 % § Abortados lif llu It Ip Sanos
@ 2
o a
Proteg. 105,3
(n=146) 0,7a 2,7a 8,2a 3,8a 14,5 (11,5; 18,2)a 4,9 (3,5;6,8)a 1,8(1,1;2,9)a 2,5(15;41)a 06(04;09a 73,6(68,2;78,3)a
n= a

No proteg.
18,1b  43,6b 8,7a 1,8b 82,0b 19,0 (14,7; 24,3)b 15,1 (10,2; 21,6)b 17,5 (11,6; 25,6)b 3,7(1,8;7,3)a 4,2 (2,8;6,2)b 35,6 (27,9; 44,0)b

(n=149)
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Figura 50. Secuencia de dafios en pifias y pifiones de P. pinea en funcién del momento de la alimentacién de Leptoglossus occidentalis Heidemann a lo largo de su desarrollo

fenolégico. Autoria fotografias: Ponce-Herrero, L. y Ponce Diaz, A.

121



4.2. Prospeccion de parasitoides de huevos nativos y monitoreo visual de

la poblacion de Leptoglossus occidentalis

4.2.1. Prospeccion de parasitoides de huevos nativos de Leptoglossus

occidentalis

Se identificaron dos especies de parasitoides de huevos nativos de L. occidentalis: O.

obscurus (Figura 51) y O. pityocampae (Figura 52).

a

Figura 51. Ooencyrtus obscurus (Mercet). (a) Vista superior y (b) vista inferior de un macho de O. obscurus. Autoria:

Ponce-Herrero, L.

Figura 52. Ooencyrtus pityocampae (Mercet). (a) Vista superior y (b) vista inferior de una hembra de O. pityocampae.

Autoria: Ponce-Herrero, L.

El nUmero de puestas y huevos obtenidas en las colonias de campo se recogen en la

Tabla 21 por tipologia, ensayo y semana.
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Tabla 21. Puestas y huevos de Leptoglossus occidentalis Heidemann obtenidos en las colonias de campo.

Clasificacion por categoria y semana (S) en el banco clonal (2017, 2018 y 2019) y en la repoblacién (2019).

Nimero de puestas

Nimero de huevos

Viables No viables
No eclosionados
Q Q
s 8 3 8
2 2 2 2
o Q o Q
(o} (e} (e} (e}
@ <} S S S 8
< (=% (=% (=% (=% <
2 g2 8 g § & g £
‘B ° k=t ° ° e} 3 3 3 >
g o S S @ S S 2 =] ° 3 e
© © ] ] _ Ko} ] 7] =z B B () = —
£ o © © S k= © © S = S =% S S
& 2 & & 2 L & & 2 2 < ] 2 2
Banco clonal 2017
Julio-S1 3 0 0 3 25 0 0 25 9 1 0 10 35
Julio-S2 8 0 0 8 24 0 0 24 12 0 2 14 38
Julio-S3 20 7 0 27 87 12 0 99 58 2 2 62 161
Julio-S4 16 7 0 23 61 13 0 74 21 2 4 27 101
Agosto-S1 13 15 0 28 72 44 0 116 20 2 0 22 138
Agosto-S2 11 10 0 21 54 19 0 73 18 4 2 24 97
Agosto-S3 6 3 3 12 51 7 4 62 2 0 0 2 64
Agosto-S4 10 24 13 47 47 73 37 157 53 3 1 57 214
Agosto-S5 19 12 9 40 59 43 28 130 78 1 1 80 210
Sept.-S1 4 13 13 30 18 35 37 90 26 0 0 26 116
Sept.-S2 4 0 9 13 16 0 39 55 3 2 0 5 60
Sept.-S3 2 0 0 2 15 0 0 15 1 1 0 2 17
Sept.-S4 1 0 0 1 0 0 0 0 5 0 0 5 5
Total 117 91 47 255 529 246 145 920 306 18 12 336 1.256
Banco clonal 2018
Junio-S4 1 0 0 1 10 0 0 10 0 1 0 1 11
Julio-S1 5 0 0 5 34 0 0 34 3 2 1 6 40
Julio-S2 5 0 0 5 35 0 0 35 3 1 0 4 39
Julio-S3 13 0 0 13 65 0 0 65 10 0 0 10 75
Julio-S4 10 0 0 10 62 0 0 62 1 1 17 19 81
Agosto-S1 20 2 0 22 79 2 0 81 63 2 21 86 167
Agosto-S2 16 3 1 20 144 12 1 157 18 3 2 23 180
Agosto-S3 23 7 1 31 102 13 6 121 66 8 4 78 199
Agosto-S4 27 16 6 49 115 36 11 162 80 22 18 120 282
Agosto-S5 16 4 0 20 43 13 0 56 47 7 4 58 114
Sept.-S1 11 3 0 14 35 8 0 43 28 6 7 41 84
Sept.-S2 10 0 2 12 10 0 5 15 38 0 0 38 53
Sept.-S3 7 0 0 7 7 0 0 7 15 0 0 15 22
Total 164 35 10 209 741 84 23 848 372 53 74 499 1.347
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Tabla 21 (Cont.). Puestas y huevos de Leptoglossus occidentalis Heidemann obtenidos en las colonias de campo.
Clasificacion por categoria y semana (S) en el banco clonal (2017, 2018 y 2019) y en la repoblacién (2019).

Nimero de puestas Nimero de huevos
Viables No viables
No eclosionados
© ©
s £ s £
s 8 3 8
2 = 2 =
S S S S
(e} o o o
%) I} S S S 8
< (=% (=% (=% (=% <
2 g2 8 g § & g £
‘B ° k=t ° ° e} 3 3 3 >
g o S S Q S S < B ® 3 2
© © ] ] _ Ko} ] 7] =z B B () = —
£ = @ © S k= © © I "5 ] (=% S S
3 s & & & g & & & 2 2 & & B
Banco clonal 2019
Junio-S3 7 0 0 7 48 0 0 48 4 0 7 55
Junio-S4 13 0 0] 13 52 0 0 52 7 1 7 15 67
Julio-S1 12 5 1 18 74 9 1 84 2 5 0 7 91
Julio-S2 14 5 1 20 69 9 2 80 10 6 4 20 100
Julio-S3 2 3 0] 3 8 0 11 5 0 0 5 16
Julio-S4 3 5 0 8 16 8 0 24 2 0 0 2 26
Agosto-S1 6 0] 7 18 13 0 31 16 1 0 17 48
Agosto-S2 6 7 0 13 20 13 0 33 15 10 5 30 63
Agosto-S3 12 4 1 17 46 9 3 58 13 10 0 23 81
Agosto-S4 3 3 0] 6 5 10 0 15 11 0 0 11 26
Agosto-S5 2 2 0 4 11 4 0 15 5 0 1 6 21
Sept.-S1 3 0 0] 3 6 0 0 6 1 0 0 1 7
Sept.-S2 3 0 0 3 2 0 0 2 5 1 0 6 8
Sept.-S3 1 0 0] 1 0] 0 0 0 2 0 0 2 2
Total 82 40 3 125 370 83 6 459 97 38 17 152 611
Repoblacion 2019
Julio-S1 3 0 2 5 14 0 5 19 0 1 19 20 39
Julio-S2 2 0 0] 2 11 0 0 11 0 0 0 0 11
Julio-S3 0 2 0] 2 2 6 0 8 1 0 0 1 9
Julio-S4 6 0 0] 6 31 0 0 31 1 2 1 4 35
Agosto-S1 6 1 0] 7 18 6 0 24 2 1 2 5 29
Agosto-S2 3 1 0] 4 15 2 0 17 0 2 0 2 19
Agosto-S3 10 1 0] 11 39 2 0 41 8 4 1 13 54
Agosto-S4 2 1 1 4 10 1 3 14 2 0] 0 2 16
Agosto-S5 2 0 0] 2 6 0 0 6 0 0 0 0 6
Total 34 6 3 43 146 17 8 171 14 10 23 47 218

En el banco clonal, el porcentaje medio (95% IC) global de masas parasitadas (indice de
eficiencia de descubrimiento) fue de 26,2% (23,1; 29,5) en 2017, 9,1% (6,6; 12,5) en
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2018 y 9,7% (5,6; 16,2) en 2019. A nivel de huevo (porcentaje de parasitismo) el
porcentaje medio (95% IC) fue 15,1% (12,9; 17,6), 3,3% (2,2; 4,8) y 3,8% (1,9; 7,5),
para los tres anos consecutivos. Para ambos parametros se encontraron diferencias
significativas entre los anos 2017 y 2018, pero no entre 2018 y 2019 (indice de
eficiencia de descubrimiento: 2017 vs. 2018: t-valor = 6,37 con p-valor < 0,0001; 2017
vs. 2019: t-valor = 3,84 con p-valor = 0,0001; porcentaje de parasitismo: 2017 vs.
2018: t-valor = 7,52 con p-valor < 0,0001; 2017 vs. 2019: t-valor = 3,98 con p-valor =
< 0,0001).

En la repoblacion (2019), el porcentaje medio (95% IC) de puestas y huevos parasitados
fue 9,9% (5,2; 18,2) y 5,4% (2,7, 10,4), respectivamente. Durante 2019, los niveles de
parasitismo globales del banco clonal no fueron diferentes respecto a los de la

repoblacion.

El porcentaje medio (95% IC) para los cuatro indices se recogen por especie y ensayo en
la Tabla 22. Teniendo en cuenta todos los ensayos del banco clonal, el porcentaje medio
(95% IC) del indice de eficiencia de descubrimiento de O. obscurus (27,3% (23,6; 31,3))
fue significativamente mayor que el de O. pityocampae (6,1% (4,0; 9,3); t-valor = 6,67
con p-valor < 0,0001). Comparando a nivel de ensayo, el indice de eficiencia de
descubrimiento en el banco clonal fue significativamente mayor para O. obscurus que
para O. pityocampae (2017: t-valor = 3,72 con p-valor = 0,0002; 2018: t-valor = 3,56
con p-valor = 0,0004; 2019: t-valor = 4,63 con p-valor < 0,0001). En la repoblacion, el
indice de eficiencia de descubrimiento de O. obscurus fue mayor, pero de forma no
significativa. Comparando este indice a nivel de especie y lugar de experimentacion
(ensayos de 2019), solo se encontraron diferencias significativas para la especie O.
obscurus (t-valor= 2,20 con p-valor = 0,0285). Tomando el huevo como unidad
experimental (porcentaje de parasitismo), el porcentaje medio (95% IC) global en el
banco clonal también fue significativamente mayor para O. obscurus (12,0% (10,0;
14,3)) que para O. pityocampae (2,7% (1,8; 4,2); t-valor = 6,13 con p-valor < 0,0001).
Comparando a nivel de ensayo, en todos los ensayos del banco clonal el porcentaje de
parasitismo fue significativamente mayor para O. obscurus que para O. pityocampae
(20417: t-valor = 2,88 con p-valor = 0,0042; 2018: t-valor = 2,93 con p-valor = 0,0032;

2019: t-valor = 3,47 con p-valor = 0,0006). Sin embargo, esta tendencia no se observo
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en la repoblacion. En 2019, no se encontraron diferencias cuando se compararon los
valores de este indice a nivel de especie y lugar de experimentacion. El indice de
eficiencia de explotacion de las puestas también fue significativamente mayor para O.
obscurus que para O. pityocampae en todos los ensayos del banco clonal (2017: t-valor
= 2,77 con p-valor = 0,0061; 2018: t-valor = 2,82 con p-valor = 0,0052; 2019: t-valor =
3,41 con p-valor = 0,0008), pero no fue significativamente mayor en la repoblacion.
Tampoco se detectaron diferencias significativas al comparar este indice por especie y
lugar de experimentacion en 2019. El impacto sobre la poblacion plaga causado por O.
obscurus fue significativamente mayor en comparacion con O. pityocampae en todos los
ensayos realizados en el banco clonal (2017: t-valor = 2,80 con p-valor = 0,0054; 2018:
t-valor =2,81 con p-valor =0,0051; 2019: t-valor = 3,30 con p-valor = 0,0010). En 2019,
no se detectaron diferencias significativas entre lugares de experimentacion por

especie.

El periodo de actividad de los parasitoides en los huevos de L. occidentalis se estimo a
partir del nimero de huevos parasitados por especie y semana (Figura 53). Englobando
los tres anos de ensayos en el banco clonal, el periodo de actividad de O. obscurus en
los huevos de L. occidentalis comenz6 a principios de julio y finalizd a principios de
septiembre, mientras que para la especie O. pityocampae se alargd hasta mediados de
septiembre. En la repoblacion, el periodo de actividad de ambos parasitoides fue
intermitente. La actividad de O. obscurus se concentrd entre mediados de julio y finales
de agosto y la de O. pityocampae entre principios de julio y finales de agosto. En 2017,
los picos de actividad de O. obscurus se registraron durante la primera, la cuarta y la
quinta semana de agosto, mientras que el pico de actividad de O. pityocampae se
extendio desde la cuarta semana de agosto hasta la segunda de septiembre. En 2018,
el pico de actividad de ambas especies se detecto durante la cuarta semana de agosto.
En 2019 la actividad de los parasitoides fue menos intensa. La actividad de O. obscurus
se concentro en las dos primeras semanas de agosto en el banco clonal y durante la
tercera semana de julio y la primera de agosto en la repoblacion. Los picos de actividad
de O. pityocampae se registraron durante la tercera semana de agosto en el banco

clonal y la primera semana de julio en la repoblacion.
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Tabla 22. Porcentaje medio (95% IC) del indice de eficiencia de descubrimiento, porcentaje de parasitismo, indice de eficiencia de explotacion de las puestas e impacto

sobre la poblacion plaga. Por especie y ensayo. BC: banco clonal; R: repoblacion. Las medias en la misma fila por indice con la misma letra no son significativamente

diferentes (t-test, p-valor < 0,05).

Porcentaje de parasitismo

indice de eficiencia de explotacion

Impacto sobre la poblacion plaga

Indice de eficiencia de descubrimiento
Ensayo 0. obscurus Q. pityocampae 0. obscurus 0. pityocampae 0. obscurus 0. pityocampae Q. obscurus 0. pityocampae
BC2017  35,7(30,0;41,8)a 18,4(14,1;23,7)b 19,6(16,0;23,8)a 11,5(8,7;151)b  353(29,7;41,4)a 20,8(15,8;27,0)0b 26,7 (21,8;32,3)a 15,8(11,8;20,8) b
BC 2018 16,8(12,3;22,5)a 4,8(2,6;87)b 6,2(4,3;9,0)a 1,7(0,8;3,5) b 25,1 (18,2;33,5) a 6,9(3,3;139)b 9,9(6,8;14,3)a 2,7(1,2;5,8) b
BC2019  32,0(24,4;,40,7)a 2,4(0,8,7,2)b 13,6 (9,5;19,1) a 1,0(0,2;4,0) b 38,8(28,7;50,0) a 2,8(0,6;11,5) b 18,1 (12,5; 25,5) a 1,3(0,3;5,8) b
R2019 14,0 (6,3; 28,0) a 7,0(2,2;19,8)a 78(3,4;16,9) a 3,7(1,1;,12,0) a 32,7 (15,7;55,9) a 15,4 (4,3;42,4) a 9,9(4,2;21,7)a 4,7 (1,2;16,0) a
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Varios parasitoides fueron capturados mientras se encontraban posados sobre las
puestas en el banco clonal en 2017 y 2018 (Figura 53). Ninguno de los parasitoides fue
capturado sobre puestas con orificios de salida de parasitoides. Durante la tercera
semana de agosto de 2018 se capturaron dos machos de O. obscurus, el resto fueron

hembras.

Ninguna de las especies paso por un estado de diapausa durante su desarrollo larvario
en condiciones estandar de laboratorio. El nUmero de parasitoides emergidos, su sex
ratio y su ratio de emergencia varid por especie y ensayo (Tabla 23). La ratio de
emergencia maxima fue de 5 parasitoides/huevo para la especie O. obscurus y de 4
parasitoides/huevo para la especie O. pityocampae. No se encontraron diferencias

significativas entre especies por ensayo para esta Ultima ratio.

El porcentaje medio (95% IC) de huevos no emergidos en el banco clonal fue de 25,8%
(23,5;28,3)en 2017, 31,6% (29,2; 34,1) en 2018y 22,1% (19,0; 25,7) en 2019, siendo
significativamente diferente entre los anos 2017 y 2018 (t-valor = -3,22 con p-valor =
0,0013); y 2018 y 2019 (t-valor = 4,15 con p-valor < 0,0001) en el banco clonal. En la
repoblacion, este porcentaje fue significativamente menor (11,0% (7,5; 16,1)) que en el
banco clonal en 2019 (t-valor = 3,37 con p-valor = 0,0008). En 2017, la proporcion de
huevos parasitados sin orificios de salida de parasitoides fue 10,7% (42 huevos): 22
huevos en puestas con otros huevos parasitados por O. obscurus y el resto en puestas
con huevos parasitados por O. pityocampae. Cuatro de los huevos diseccionados
contenian una masa granulada y traslicida (Maple, 1947), 12 parasitoides abortados y
28 larvas abortadas. En 2018 se diseccionaron tres huevos (2,8%), dos con masa
granular y translicida y uno con una larva abortada. Todos ellos en puestas con otros
huevos parasitados por O. obscurus. En 2019 se diseccionaron cinco huevos (5,6%),
uno con masa granular y translicida y los otros cuatro con una larva abortada, todos
ellos en puestas con otros huevos parasitados por O. obscurus. En la repoblacion
(2019), se diseccionaron dos huevos (8,0%) con una larva abortada cada uno. Uno de
los huevos se encontraba en una puesta parasitada por O. obscurus y el otro en una

puesta parasitada por O. pityocampae.

En cuanto a la ratio de depredacion, el porcentaje medio (95% IC) varioé de 1,0% (0,5;
1,7)en 2017 a 5,5% (4,4; 6,9) en 2018y 2,8% (1,7; 4,5) en 2019 en el banco clonal,
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siendo significativamente diferente entre todos los anos (2017 vs. 2018: t-valor =-5,67
con p-valor < 0,0001; 2017 vs, 2019: t-valor = -2,86 con p-valor = 0,0044; 2018 vs,
2019: t-valor = 2,57 con p-valor = 0,0103). En la repoblacion, este porcentaje fue mayor
(10,6% (7,2; 15,6)) y significativamente diferente que en el banco clonal en 2019 (t-
valor = -4,30 con p-valor < 0,0001).

Tabla 23. Nimero de parasitoides emergidos de las puestas parasitadas de las colonias de campo. Sex ratio

(machos:hembras) y ratio de emergencia (NUmero de parasitoides emergidos/huevo) por especie y ensayo.

Ensayo Especie Parasitoides emergidos S Ratio de emergencia
v P Machos Hembras Total (3:9)

0. obscurus 69 295 364 1:4 1,6
Banco clonal 2017 0. pityocampae 5 202 207 1:40 16
0. obscurus 32 130 162 1:4 1,7
Banco clonal 2018 0. pityocampae 0] 39 39 - 1,9
0. obscurus 20 111 131 1:6 1,5
Banco clonal 2019 0. pityocampae 0 7 7 — 12
L 0. obscurus 7 31 38 1:4 2,3
Repoblacion 2019 0. pityocampae 0 11 11 - 1,3
Total 0. obscurus 128 567 695 1:4 1,7
O. pityocampae 5 259 264 1:40 1,5
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Figura 53. Periodo de actividad de Ooencyrtus obscurus (Mercet) y Ooencyrtus pityocampae (Mercet) en huevos de Leptoglossus occidentalis Heidemann. Banco clonal
2017, 2018y 2019, y Repoblacion 2019. Actividad estimada por comparacion del nimero de huevos parasitados por cada especie y el total de huevos ovipositados por las
hembras en las colonias de campo (barras) por semana. Parasitoides de las especies O. obscurus (o) y O. pityocampae (0) encontrados sobre puestas de L. occidentalis de
las colonias de campo.
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4.2.2. Monitoreo visual de la poblacion de Leptoglossus occidentalis

El nimero de ninfas y adultos de L. occidentalis (Figura 54) observados en 2018 (ninfas:
525; adultos: 183) fue mayor que en 2019 (ninfas: 257; adultos: 53). El comienzo del
periodo de actividad de L. occidentalis se registrd a finales de mayo (2018) y principios
de junio (2019). En la Figura 55 se representa el nimero de huevos, ninfas y adultos

observados semanalmente en el banco clonal en 2018 y 2019.

En 2018 se encontraron cuatro puestas, dos de ellas con huevos parasitados: una
puesta con ocho huevos eclosionados y tres parasitados (27,3%) por O. obscurus (cuarta
semana de agosto de 2018), y otra con un huevo no fecundado y dos parasitados
(66,7%) por O. obscurus (quinta semana de agosto de 2018). En 2019, se encontraron

tres puestas, pero ninguna contenia huevos parasitados (Figura 55).

Figura 54. Monitoreo visual de la poblacién de Leptoglossus occidentalis Heidemann. (a) Adulto en acicula; (b) ninfas

de segundo (N2) y tercer (N3) estadio sobre una pifia; (c) ninfas de primer (N1) y segundo (N2) estadio en acicula; (d)
puesta con un huevo parasitado diferenciado por su color mas oscuro (cuarto desde arriba). Autoria: Ponce-Herrero,

L., Ponce Diaz, A.
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Figura 55. Registro de la poblacion de Leptoglossus occidentalis Heidemann en el banco clonal. Nimero de huevos, huevos parasitados, ninfas por estadio (N1, N2, N3, N4

y N5), y adultos encontrados en ramas y pifas bajas durante los monitoreos semanales realizados en las parcelas 15, 19 y 20 del banco clonal en 2018 y 2019.
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4.3. Evaluacion de Ooencyrtus obscurus como enemigo natural de

Leptoglossus occidentalis en laboratorio

Primer ensayo. Efecto del tamaiio de la puesta de L. occidentalis: seis de las 60 parejas

fueron eliminadas porque las hembras quedaron atrapadas en la miel. De las 54
hembras restantes, 19 parasitaron al menos un huevo (35,2%). El 34,0% de los 188
huevos expuestos fueron parasitados (porcentaje de parasitismo), emergiendo 116
parasitoides. La probabilidad de que un huevo de L. occidentalis fuese parasitado
aumento con el tamano de la puesta, aunque de forma no significativa (t-valor = 0,07
con p-valor = 0,9452). El nimero medio de huevos parasitados por hembra fue de 3,4
+ 0,5 (rango de 1 a 7). La progenie media (fecundidad) por hembra fue de 6,1 + 1,0
parasitoides (rango de 1 a 15). La supervivencia de los estadios pre-imaginales fue alta
(92,2%), no emergiendo progenie de cinco huevos parasitados. La ratio de emergencia
fue de 2,0 + 0,14 parasitoides/huevo (rango de 1 a 6), y decreci6 de forma no
significativa con el aumento del nimero de huevos parasitados (t-valor = -0,26 con p-
valor = 0,7986). La sex ratio (% hembras) fue 56,0% y no estuvo significativamente

influida por el tamano de la puesta (t-valor = -1,54 con p-valor = 0,1307).

Segundo ensayo. Estrategia de reproduccion sexual: Ooencyrtus obscurus se reproduce
de forma sexual, dando lugar a progenie de ambos sexos, y de forma asexual por
partenogénesis pseudo-arrenotdoquica, generando solamente machos (Frank y Gillett-
Kaufman, 2006). Todas las hembras virgenes (n = 30) murieron de forma natural, y
solamente 9 parasitaron al menos un huevo (30,0%). El 37,7% de los 77 huevos
expuestos fueron parasitados (porcentaje de parasitismo), emergiendo 58 parasitoides.
La fecundidad media fue de 3,2 + 0,6 parasitoides/hembra (rango de 2 a 16). La
supervivencia de los estadios pre-imaginales fue alta (86,2%), no emergiendo progenie
de cuatro huevos parasitados. La ratio de emergencia fue de 2,3 + 0,2

parasitoides/huevo (rango de 1 a 4). La sex ratio (% hembras) fue 0,0%.

Tercer ensayo. Fecundidad a lo largo de la vida de las hembras y parametros

demograficos y de la tabla de vida: todas las hembras (n = 40) murieron de forma
natural, y 27 parasitaron al menos un huevo (67,5%). El 2,8% de los 4.476 huevos

expuestos fueron parasitados (porcentaje de parasitismo), emergiendo 209
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parasitoides. El nUmero medio de huevos parasitados por hembra fue de 4,5 + 0,5
parasitoides/hembra. Los parametros de la tabla de vida se recogen en la Tabla 24. La
supervivencia de los estadios pre-imaginales fue alta (96,7%), no emergiendo progenie
de cuatro huevos parasitados. Estos contenian una larva muerta (n = 3) y una masa
granular y translicida (n = 1) asociada con el parasitismo (Maple, 1947). La fertilidad
fue mayor que la fecundidad, y 0,5 + 0,2 de los huevos parasitados no llegd a
desarrollarse completamente. La fecundidad media vario de 2 a 23 huevos/hembra. El
periodo de desarrollo de los estadios pre-imaginales a 21 + 2°C fue significativamente
mayor (prueba “t” de Student; t-valor = 2,53 con p-valor = 0,0122) para las hembras
(21,6 dias) que para los machos (20,6 dias). La sex ratio (% hembras) media fue 41,2%
(rango de 0 a 100%), aumentando con la edad de las hembras de forma significativa (t-

valor = 2,48 con p-valor = 0,024 en el modelo mixto de regresion lineal, Figura 56).

Tabla 24. Parametros de la tabla de vida de Ooencyrtus obscurus (Mercet) en huevos de Leptoglossus occidentalis
Heidemann. Valores medios (+ SE) para O. obscurus en huevos de L. occidentalis en condiciones de laboratorio (21
+ 2°C; HR 40 + 10%), fotoperiodo 16:8 (L:0) y miel como fuente de alimento ad libitum. Datos del Tercer ensayo (n
=27).

Parametro Valor medio (+ SE)

Longevidad de las hembras (dias) 16,9 + 1,7
Periodo de pre-oviposicion (dias) 3,9+0,7
Periodo de oviposicién (dias) 2,3+0,5
Periodo post-reproductivo (dias) 10,6 + 1,7
Fecundidad (progenie/hembra) 7,7+1,0
Fertilidad (stalks/hembra) 82+1,0
Progenie abortada (progenie no emergida/hembra) 0,5+0,2
Ratio de emergencia (progenie/huevo) 1,7+0,1
Periodo de desarrollo pre-imaginal de las hembras (dias) 21,6 +0,3
Periodo de desarrollo pre-imaginal de los machos (dias) 20,6 £ 0,3
Sex ratio (% hembras) 41,2
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Figura 56. Relacion entre la edad de las hembras y la sex ratio (% hembras) de la progenie
de Ooencyrtus obscurus (Mercet). Modelo mixto de regresion lineal (t-valor = 2,48 con p-
valor = 0,024) para la edad de las hembras y la sex ratio (% hembras) de la progenie de
0. obscurus en huevos de L. occidentalis en condiciones de laboratorio (21 + 2°C; HR 40
+ 10%), fotoperiodo 16:8 (L:0) y miel como fuente de alimento ad libitum. Datos del Tercer

ensayo (n = 27).

De acuerdo con la Figura 57, el parasitismo se concentrd en las dos primeras semanas
de la vida de O. obscurus, especialmente durante el primer dia, cuando el 30,2% de los
huevos fueron parasitados y la fecundidad media (+SE) maxima fue de 2,3 + 0,6
parasitoides por hembra. En el dia 1, el porcentaje de oviposicion represento el 28,8%
de la oviposicion, mientras que el 50,0% y el 90,0% de la oviposicion fue realizada en
los dias 2 y 11, respectivamente. El indice de ovigenia fue 0,27 + 0,08. No se observd
una correlacion significativa entre la fecundidad y la longevidad (t-valor = -1,93 con p-
valor = 0,0709). Las hembras comenzaron a morir a partir del dia 2, pero la mortalidad
decrecio constantemente hasta el dia 18 cuando se estabilizd. A partir del dia 26
comenz6 a decrecer de nuevo hasta el dia 38, cuando se registré la longevidad maxima.

La esperanza de vida de las hembras fue de 14 dias.
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Figura 57. Fecundidad de las hembras de Ooencyrtus obscurus (Mercet) a lo largo de su vida en huevos de Leptoglossus occidentalis Heidemann. Fecundidad media (+SE)
de las hembras a una edad especifica (barras) y supervivencia de las hembras (%) de O. obscurus en huevos de L. occidentalis en condiciones de laboratorio (21 + 2°C; HR

40 + 10%), fotoperiodo 16:8 (L:0) y miel como fuente de alimento ad libitum. Datos del Tercer ensayo (n = 27).
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Los parametros demograficos se recogen en la Tabla 25. La tasa intrinseca de
crecimiento (rm) fue de 0,05 hembras/hembra/dia, por lo que poblacién de parasitoides
fue capaz de multiplicarse 1,05 veces al dia (A) doblando su tamano a los 14,34 dias
(T4). Una Unica hembra de O. obscurus dio lugar a mas de 3 hembras en una generacion
(T) de aproximadamente 23,96 dias.

Tabla 25. Parametros demograficos de Ooencyrtus obscurus (Mercet) en huevos de Leptoglossus occidentalis

Heidemann. Valores medios en condiciones de laboratorio (21 + 2°C; HR 40 £ 10%), fotoperiodo 16:8 (L:0) y miel

como fuente de alimento ad libitum. Datos del Tercer ensayo (n = 27).

Parametro Valor medio
Tasa intrinseca de crecimiento (rm) (hembras/hembra/dia) 0,05
Capacidad finita de incremento (A) (hembras/hembra/dia) 1,05
Duracién media de una generacion (T) (dias) 23,96
Tiempo de duplicacion de la poblacion (T,) (dias) 14,34
Tasa neta de reproduccion (Ro) (hembras/hembra/generacion) 3,19
Tasa bruta de reproduccion (GRR) (hembras/hembra/generacion) 3,65

Deteccion del parasitismo: los huevos parasitados presentaron cuatro apariencias
externas (Figura 58). (a) Stalks sobre el corion; (b) puntos y/o lineas negras bajo el

corion; (c) detritus bajo el corion; (d) orificios de salida de los parasitoides.

El tiempo de medio de desarrollo, desde la deteccion del primer stalk, fue de 3,9 + 0,1
dias para la fase b (puntos); 8,5 + 0,2 dias para la fase ¢ (detritus) y 21,0 + 0,2 dias

para la fase d (emergencia de parasitoides o presencia de los orificios de salida).

Figura 58. Apariencia externa de los huevos de Leptoglossus occidentalis Heidemann
parasitados por Ooencyrtus obscurus (Mercet). (a) Stalks; (b) puntos y/o lineas negras bajo
el corion; (c) detritus bajo el corion; (d) orificios de salida de los parasitoides; (e) parasitoide
emergiendo. Condiciones de laboratorio (21 + 2°C; HR 40 + 10%), fotoperiodo 16:8 (L:0)

y miel como fuente de alimento ad libitum. Datos del Tercer ensayo (n = 27).
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5. Discusion

Los danos causados por la alimentacion de L. occidentalis en las pinas de P. pinea
varian, desde la mortalidad de las pinas de todas las edades hasta la reduccion del
numero de pinones comercializables, en funcion del momento del desarrollo de las pinas
en el que tiene lugar la alimentacion (Lesieur et al., 2014). Se observan tendencias
estacionales en la mortalidad de las pinas y en la proporcién de los diferentes tipos de
danos en los pinones de las pinas de tercer ano. La mortalidad de las pinas inmaduras,
de primer y segundo ano, y el aumento de la proporcion de pinones vanos y dafados,
pero externamente sanos, también son sintomas del “sindrome de la pina seca”. Sin
embargo, la alimentacion de L. occidentalis en momentos puntuales del desarrollo de
las pinas no reduce el nimero de pinones, dano asociado con este sindrome (Bracalini
etal., 2013; Calama et al., 2015, 2020; Farinha et al., 2018b, 2021; Mutke et al., 2014,
2015a, 2015hb, 2017). Los resultados obtenidos en los ensayos de caracterizacion y
cuantificacion de danos causados por la alimentacion de L. occidentalis en pihas y
pinones de P. pinea respaldan la afirmacion de Bracalini et al. (2013) en la que se refiere
a esta plaga como “una de las mas dafinas para la produccién de pindn blanco” en la

cuenca mediterranea.

De acuerdo con otros autores, la deteccion los danos causados por L. occidentalis en
campo esta limitada por la ausencia de senales visibles al ojo humano sobre la
superficie de las pifas tras su alimentacion (Bracalini et al., 2013; Strong, 2001).
Incluso, una vez extraidos los pinones, la morfologia externa de aquellos danados o

abortados es similar a la de los pinones sanos (Bates et al., 2002b).

La gravedad de los danos causados por la alimentacion de L. occidentalis en las pinas
de P. pinea, como en el caso de otras especies, se reduce a medida que avanza la
estacion de desarrollo (Figura 50) (Bates et al., 2001; Connelly y Schowalter, 1991;
Schowalter y Sexton, 1990), probablemente con la lignificacion progresiva de las
bracteas tras el engorde de las pinas durante su primer, segundo y tercer ano (Mutke,
2000).

Los principales danos causados por la alimentacion de L. occidentalis en las pinas

inmaduras son: el aborto y la reduccion del nimero de semillas (Bates et al., 2002b). El
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porcentaje de mortalidad de las pinas de primer ano de P. pinea embolsadas con dos
ninfas durante una semana siguié una tendencia estacional (Figura 49e). El 100,0% de
las pinas tratadas a principios de julio abortaron, mientras que esta proporcion decrecio
progresivamente con el avance de la temporada hasta el 10,0% a finales de agosto,
equiparandose con la mortalidad de los controles (10,0%). En Norteamérica, también se
han registrado altos porcentajes de mortalidad (75,0%) en pinas inmaduras de P.
monticola embolsadas con dos ninfas, aunque durante un periodo superior (3 - 5
semanas) (Bates et al., 2002b). La mortalidad de las pinas de segundo ano de P. Pinea
embolsadas con dos hembras durante dos semanas (Figura 49c¢) no siguié una
tendencia estacional tan marcada como en las pinas de primer y tercer ano. La
mortalidad de las pinas tratadas entre mayoy la primera mitad de julio (80,6% - 100,0%)
fue significativamente mayor que la de los controles (5,0%), sin embargo, a partir de
agosto (10,0% - 60,7%) la mortalidad se equiparé a la de los controles. En Italia, el 80,0%
de la mortalidad de las pinas de segundo ano de P. pinea se asoci6 con la alimentacion
de L. occidentalis (Roversi et al., 2011b), proporcion incluida en el rango de mortalidad
registrado en el banco clonal. Sin embargo, el porcentaje de mortalidad de las pinas de
segundo ano embolsadas con dos hembras durante todo el mes de agosto en Portugal
fue inferior (18,4%), considerandose bajo y relacionandose con un estado fisiologico de
las hembras poco demandante en cuanto a necesidades nutricionales en comparacion
con otros momentos de su ciclo de vida (Farinha et al., 2018b). Esta hipotesis no puede
ser respaldada por los resultados obtenidos en el banco clonal porque, aunque el
porcentaje de mortalidad a principios de agosto también fue bajo (10,0%) y
significativamente igual al de los controles (5,0%), la proporcion de pinones abortados

(23,7%) fue significativamente superior en comparacion con la de los controles (8,0%).

Segun Bates et al. (2000a, 2001) la severidad de los danos en las pifas durante su
altimo ano de desarrollo depende de la madurez de las pinas. En las pinas de tercer ano
de P. pinea, la mortalidad de las pinas siguié una tendencia estacional reduciéndose
progresivamente con el avance de la temporada, entre abril (90,0%) y principios de junio
(28,6%), cuando se equipard con la de los controles (0,0%) (Figura 49a). Connelly y

Schowalter (1991) también observaron una elevada mortalidad (40,0%) en pinas de P.
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contorta asociada con la alimentacion de L. occidentalis al inicio de su UGltima temporada

de desarrollo.

Como se ha mencionado previamente, la reduccion del nimero de semillas es uno de
los danos asociados con la alimentacion de L. occidentalis en pinas inmaduras (Bates
et al., 2002b; Connelly y Schowalter, 1991; Strong, 2006). Sin embargo, el nimero de
pinones de las pinas de primer y segundo ano de P. pinea expuestas a la alimentacion
de L. occidentalis, durante una o dos semanas en diferentes momentos de su desarrollo
fenologico, no fue significativamente menor respecto al de los controles. Solamente se
observd un menor nimero de pinones, respecto a los controles (96,7), en las pinas de
tercer ano embolsadas con dos hembras durante dos semanas entre el 10 y el 24 de
abril (51,0) y del 4 al 18 de agosto (74,7). Hay que tener en cuenta que el dato de abril
no puede considerarse consistente por corresponder a una sola pina. Farinha et al.,
(2018b) tampoco observaron una reduccion en el nimero de pinones de las pinas de P.

pinea embolsadas con ninfas o adultos durante el mes de agosto.

El rendimiento y, por lo tanto, la proporcion de pinones sanos, de las pinas de primery
segundo ano de P. pinea embolsadas con L. occidentalis no siguieron una tendencia
estacional, como es el caso de P. contorta, P. monticola y P. menziesii (Bates et al.,
2002a, 2002b). El rendimiento de las pinas de primer ano, embolsadas con ninfas
durante una semana, no fue significativamente diferente respecto al de los controles
(3,8%) en julio y agosto (3,6% - 4,3%). En cuanto a las pihas de segundo ano,
embolsadas con hembras durante dos semanas, se observé una reduccion en el
rendimiento de las pinas tratadas en agosto (3,8% - 3,2%) y la primera mitad de
septiembre (2,7%), siendo significativamente menor respecto a los controles (3,8%)
solamente en septiembre. Sin embargo, este resultado no se considera consistente
porque la proporcion de pinones sanos de las pinas tratadas en septiembre (73,9%) fue
mayor que en los controles (64,9%). El rendimiento de las pinas de tercer ano,
embolsadas con hembras durante dos semanas, aumento considerablemente entre dos
fechas de embolsamiento concretas (Figura 49b). El primer incremento se observo entre
los embolsamientos del 21 de mayo al 7 de junio (0,7%) y del 4 al 18 de junio (2,1%),
coincidiendo la fecundacion y la embriogénesis de los pinones, mientras que el segundo

incremento se observo entre los embolsamientos del 2 al 16 de julio (2,0%) y del 16 al
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30 de julio (3,1%), coincidiendo con el inicio del endurecimiento de la esclerotesta y la
acumulacién de sustancias de reserva en el endospermo (Mutke, 2000). El rendimiento
aumentoé y se equiparo6 con el de los controles en el tratamiento desarrollado durante la
primera quincena de septiembre (3,6%). Connelly y Schowalter (1991) también
observaron esta tendencia estacional en los valores del rendimiento de las pinas, de P.
monticola durante su Ultimo ano de desarrollo, embolsadas con L. occidentalis en
Norteamérica. La proporcion de pinones sanos de las pinas de tercer ano siguié una
tendencia estacional, mas o menos similar a la del rendimiento, equiparandose con la
de los controles (76,5%) a partir de los tratamientos realizados en agosto (67,5% -
73,9%).

Comparando los valores de rendimiento registrados en la meseta Norte, antes (serie
1992 - 2000: 3,5%) y después (serie 2012 - 2016: 1,8%) de la invasion de L.
occidentalis, se puede afirmar que la alimentacion de L. occidentalis en pinas de tercer
ano afecta a su rendimiento. La reduccion del rendimiento en la meseta Norte se ha
relacionado con el aumento de la proporcion de pinones danados desde el 13,4%, para
la serie 1992 - 2000, hasta el 49,2% para la serie 2012 - 2016 (Calama et al., 2020).

La proporcion de pifones danados en las pifas inmaduras embolsadas con L.
occidentalis no siguid una tendencia estacional. Solo se observaron diferencias
puntuales en la proporcion de danos tipo IIf (5,2%) y It (6,6%), en las pinas de primer
ano tratadas entre el 28 de julio y el 4 de agosto, respecto a los controles (lIf: 1,2%; It:
0,7%). Estos danos podrian estar relacionados con alteraciones mecanicas de los tejidos
de las pinas inmaduras ocasionadas por la introduccion de la probdscide de L.
occidentalis durante su alimentacion (Abellanas, 1990). La proporcion total de pinones
danados en las pinas de tercer ano puede relacionarse con la alimentacion de las
hembras entre abril y mediados de julio (rango de 95,2% a 56,2%), ya que es mayor que
la proporcion de danos registrada en la meseta Norte antes (13,4%) y después (49,2%)
de la invasion de L. occidentalis (Calama et al.,, 2020). Sin embargo, a partir de
mediados de julio esta relacion no es tan clara por ser menor (rango de 26,1% a 43,7%)
a la registrada en la meseta Norte tras la invasion de L. occidentalis. Por otro lado, la

proporcion de los diferentes tipos de dano vario a lo largo de la estacion de desarrollo
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de las pinas de tercer ano desde los mas intensos, al principio de la temporada, hasta

los mas leves al final: pinones abortados, tipo IIf, tipo llu, tipo It y tipo Ip (Figura 50).

En las pinas de tercer ano, el tipo de dano predominante al inicio de la temporada (10
abril - 4 junio) fueron los pinones abortados (rango de 68,5% a 93,2%), siendo su
proporcion significativamente superior respecto a los controles (14,7%). Esta tendencia
fue previamente observada en semillas de P. contorta y P. menziesii en Norteamérica
(Bates et al., 2000a; Connelly y Schowalter, 1991; Schowalter y Sexton, 1990; Strong,
2006; Strong et al., 2001). En el mes de junio (4 junio - 2 julio) predominaron los pinones
sin endospermo y con el tegmen fusionado a la testa (tipo lIf) (rango de 24,7% a 37,4%),
siendo su proporcion significativamente superior a la de los controles (0,4%). En pinas
otras especies de coniferas, como P. menziesii, P. contorta var. latifolia, P. sylvestris o
P. nigra, la fusion de las semillas a las bracteas es un dano tipico asociado con la
alimentacion de L. occidentalis al inicio de la temporada de desarrollo de las pinas
(Bates et al., 2000a; Koerber, 1963; Lesieur et al., 2014; Strong, 2006; Strong et al.,
2001). Aunque este tipo de dano no se ha observado en los pinones de P. pinea, puede
asemejarse con la fusion del tegmen y la testa (tipo IIf) por tratarse de un tipo de colapso
de los tejidos protectores de la semilla (Pasek y Dix, 1988). La fusion de los tejidos de
proteccion de los pinones de P. pinea se asocia con la alimentacion de L. occidentalis
antes de su fecundacion, durante la primera quincena de junio en la meseta Norte
(Mutke, 2000), o después, por el derrame del contenido del pindn a través del orificio
originado por la probdscide o por la alteracion de su desarrollo (Bates et al., 2000a;
Lesieur et al., 2014). En el mes de julio (2 - 30 julio) predominaron los pinones sin
endospermo y sin el tegmen fusionado a la testa (tipo llu) (rango de 17,8% a 32,0%),
posiblemente por un estado de desarrollo mas avanzado de los tejidos protectores. La
ausencia de endospermo en los pinones de P. pinea (tipo Il) puede asociarse con la
alimentacion de L. occidentalis antes de la activacion de los precursores que inician la
sintesis de las células de reserva (Bates et al., 2001), inhibiendo, por lo tanto, la
produccion de endospermo. En la meseta Norte, la acumulacion de sustancias de
reserva en el endospermo comienza, junto con la lignificacion de la testa, durante la

segunda quincena de julio (Mutke, 2000), cuando la alimentacion de L. occidentalis se

142



asocia con danos en el endospermo en otras semillas de coniferas (Koerber, 1963;
Strong, 2006).

La apariencia externa de los pinones con el endospermo danado (tipo I) es similar a la
descrita por Farinha et al. (2018a) (Figura 28) y, su proporcion, como en el caso de P.
contorta (Connelly y Schowalter, 1991), aumenta tras el inicio de la acumulaciéon de las
sustancias de reserva (Bates et al., 2001). La proporcion de pinones de P. pinea con el
endospermo totalmente danado (It), en las pinas embolsadas con dos hembras, fue
significativamente superior a la de los controles (0,3%) en los tratamientos realizados
desde la segunda quincena de junio (2,1%) hasta la primera quincena de agosto (rango
de 2,4% a 4,0%), tras el inicio del endurecimiento de la esclerotesta en la meseta Norte
(Mutke, 2000). Leptoglossus occidentalis puede ser el factor causante de este tipo de
dano porque es capaz de atravesar los tejidos protectores de los pinones con su
proboscide (Farinha et al., 2017, 2018a). La proporcion de pinones con el endospermo
parcialmente danado (Ip) no fue significativamente diferente respecto a los controles
(3,2%) en ninguno de los tratamientos, aunque su proporcion aumenté durante la
primera quincena de los meses de agosto (4,1%) y septiembre (4,5%). El aumento de la
proporcion de pinones con el endospermo parcialmente danado (Ip) y la reduccion de la
proporcion de pinones con el endospermo totalmente danado (It: 1,0%) al final de la
temporada, puede ser un indicador de que los pinones de P. pinea son capaces de seguir
sintetizando lipidos y proteinas tras la alimentacion de L. occidentalis, como es el caso
de P. menziesiiy, por lo tanto, de seguir aumentando el volumen del endospermo (Bates
et al., 2001).

La intensidad de los danos causados por la alimentacion de L. occidentalis depende de
su madurez, siendo los adultos mas daninos que las ninfas, y de su sexo (Bates et al.,
2000a, 2002a). Las hembras son mas daninas que los machos por sus mayores
necesidades fisiologicas, sobre todo en algunos momentos de su ciclo de vida (Bates et
al., 2000b; Strong, 2015), como es la época de reproduccion, cuando requieren un
mayor aporte de nitrégeno para la produccion de huevos que, por ejemplo, durante el
inicio de la agregacion invernal (Bates et al., 2000a, 2001, 2002a; Strong, 2006). Segun
Lesieur et al. (2014) las hembras pueden llegar a consumir un tercio mas del

endospermo de las semillas de P. nigra y P. sylvestris que l1os machos.
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Los ensayos de embolsamientos de pinas con L. occidentalis, en un periodo
determinado y limitado del desarrollo fenolégico de las pinas, permiten definir la
tipologia de los danos causados por la plaga en ese momento de su desarrollo. Los
danos ocasionados, en términos de rendimiento, nimero de pinones y proporcion de
pinones danados, deberian ser mayores en una pina expuesta a la alimentacion de la
poblacion de L. occidentalis a lo largo de todo su desarrollo fenolégico que en una pina
expuesta a la alimentacion de un namero limitado de individuos durante un periodo de

tiempo también limitado.

La comparacion de los danos definidos en el ensayo de embolsamiento de pinas con
insectos con aquellos observados en el ensayo de exclusion de la alimentacion de la
poblacion de L. occidentalis durante todo el desarrollo fenolégico de las pinas en el
banco clonal, permiten estimar el impacto causado por las poblaciones de L.
occidentalis en las cosechas de pindn blanco, y su relacion con el “sindrome de la pina
seca”. Sin embargo, el umbral de dano econémico de L. occidentalis en las pinas de P.
pinea no se ha definido por el desconocimiento de la densidad de poblacion de L.
occidentalis en el banco clonal, aunque el elevado coste del pindén blanco implica que

este umbral tiene que ser bajo (Farinha et al., 2018b).

La proporcion de mortalidad de las pinas inmaduras no protegidas (61,7%) es similar a
la registrada por de la Mata et al. (2019) en Cataluna (60,0%) en un ensayo de exclusion
con pinas de P. pinea. La alimentacion de la poblacion de L. occidentalis puede
relacionarse con la mortalidad de las pinas de primer ano no protegidas porque su
proporcion (18,1%) fue significativamente mayor en comparacion con el de las
protegidas (0,7%). Sin embargo, la baja proporcion de mortalidad de las pinas no
protegidas, en comparacion con la registrada en las pinas embolsadas con ninfas (rango
de 40,0% a 100,0%, en julio), sugiere que la poblacion de L. occidentalis es atraida, o
tiene una mayor preferencia, por las pinas de segundo y tercer ano de desarrollo, ya sea
por sus cualidades nutricionales o por su mayor visibilidad. Las pinas de primer ano son
mucho mas pequenas y, generalmente, estan rodeadas de aciculas (Figura 9b). La
mortalidad de las pinas de segundo ano puede asociarse con la alimentacion de la
poblacion de L. occidentalis porque el porcentaje de mortalidad de las pinas protegidas

de segundo ano (2,7%) fue significativamente inferior al de las pinas no protegidas
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(43,6%), encontrandose este valor dentro del rango de mortalidad definido en los
ensayos de embolsamiento de pinas de segundo ano con hembras (rango de 40,0% a
100,0%, excepto a principios de agosto), de acuerdo con el ensayo de Farinha et al.
(2018b), en el que la proporcion de la mortalidad de las pinas de segundo ano de P.
pinea no protegidas (30,0%) fue seis veces superior respecto a las protegidas. Durante
el Ultimo ano de desarrollo de las pinas, el porcentaje de mortalidad fue similar en las
pinas protegidas (8,2%) y no protegidas (8,7%), siendo el doble en comparacion con los
resultados obtenidos por Farinha et al. (2018b) en las pifias nho protegidas (4,3%). Sin
embargo, teniendo en cuenta los resultados del ensayo de embolsamiento de pinas de
tercer ano con hembras (rango de 28,6% a 90,0%, entre abril y mayo), la alimentacion
de la poblacion de L. occidentalis no puede relacionarse con la mortalidad de las pinas

de tercer ano.

El ndmero de pinones fue significativamente menor en las pinas no protegidas (80,2 +
2,8) que en las protegidas (105,3 + 1,6), relacionandose con la alimentacion de la
poblacion de L. occidentalis a lo largo de todo el desarrollo fenolégico de las pinas. Esta
tendencia también se observo en el ensayo de Farinha et al. (2018b) con pinas de P.
pinea, siendo el nimero de pinones de las pinas no protegidas y protegidas, 80,4 y 88,8,
respectivamente; y en Norteamérica en pinas de P. contorta var. latifolia (protegidas:
58,0 - 75,0; no protegidas: 13,0 - 47,0), P. ponderosa y P. contorta (Pasek y Dix, 1988;
Strong, 2015; Strong et al., 2001; Woods et al., 2015). Sin embargo, la reduccion del
namero de pinones por la alimentacion de L. occidentalis no fue un dano caracteristico
en los ensayos de embolsamiento de pinas con ninfas o hembras durante un maximo
de dos semanas, por lo que, este tipo de dano esta relacionado con el periodo de
exposicion de las pinas a la alimentacion de L. occidentalis, que en el caso de las pinas

no protegidas del ensayo de exclusion abarco todo su desarrollo fenolégico.

El porcentaje total de pinones danados de las pinas protegidas (26,4%) fue
significativamente menor en comparacion con el de las pinas no protegidas (64,4%),
siendo esta Ultima proporcion mayor que la registrada en la meseta Norte tras la
invasion de L. occidentalis (49,2%) (Calama et al., 2020). Por lo que la poblacion de L.
occidentalis esta relacionada con este tipo de dano. En Portugal, la proporcion de

pinones danados de las pinas protegidas (6,0%) también fue menor que en las pinas no
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protegidas (30,0%) (Farinha et al., 2018b). Sin embargo, ambos valores fueron menores
en comparacion con los del banco clonal, probablemente por la diferente densidad de
las poblaciones de L. occidentalis. Este tipo de dano, como la reduccion del nimero de
pinones, depende del tiempo de exposicion de las pinas, en este caso de tercer ano, a
la alimentacion de la poblacion de L. occidentalis. Segin Calama et al. (2016a, 2016b),
la proporcion de pinones danados en pinas muestreadas en diferentes momentos
durante su tercer ano de desarrollo aumenta con el avance de la temporada en la
meseta Norte, siendo del 5,0% entre mayo y junio; del 20,0% - 30,0% entre la segunda
quincena de julio y la primera quincena de agosto; y del 70,0% - 80,0% entre la segunda
quincena de agosto y octubre. En el banco clonal, la exposicion prolongada de las pinas
a la alimentacion de la poblacion de L. occidentalis dio como resultado un incremento
de la proporcion de pinones danados por la acumulacion de diferentes tipos danos vy,
por lo tanto, a una reduccion de la proporcion de pinones sanos (pinas protegidas:
73,6%; pinas no protegidas: 35,6%). Esta tendencia también fue observada por Farinha
et al. (2018b) en las pinas de P. pinea de Portugal (protegidas: 90,0%; no protegidas:
70,0%)y por Lesieur et al. (2014) en pinas de P. nigra (protegidas: 60,0%; no protegidas:
1,3% - 8,2%) en Francia.

Una baja proporcion de pinones sanos supone un bajo rendimiento de la cosecha. En el
banco clonal, el rendimiento de las pinas protegidas (3,8%) fue significativamente
superior al de las pinas no protegidas (1,8%), coincidiendo con el valor de rendimiento
registrado en la meseta Norte tras la invasion de L. occidentalis (1,8%) (Calama et al.,
2020). En Norteamérica, Pasek y Dix (1998) también relacionaron la reduccion del
rendimiento de las pinas de P. ponderosa no protegidas (0,0% - 10,9%), respecto a las

protegidas (3,4% - 25,9%), con la poblacion de L. occidentalis.

La proporcion de danos por tipo de pinones, excepto los pinones con el endospermo
totalmente danado (It), fue significativamente superior en las pinas no protegidas
(abortados: 19,0%; IIf: 15,1%; llu: 17,5%; Ip: 4,2%) que en las protegidas (abortados:
14,5%; IIf: 4,9%; llu: 1,8%; Ip: 0,6%). El aumento de la proporcion de pinones abortados
en las pinas no protegidas, respecto a las protegidas de la poblacidon de L. occidentalis,
también se ha observado en pinas de P. pinea en Cataluna (de la Mata et al., 2019) y

en pinas de P. ponderosay P. menziesii en Norteamérica (Pasek y Dix, 1988; Schowalter,
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1994). Sin embargo, Farinha et al. (2018b) solamente registraron un 2,0% de pinones
abortados, tanto en las pinas protegidas como en las no protegidas de Portugal. Estos
autores designaron a los pinones tipo | como un indicador de la alimentaciéon de la
poblacion de L. occidentalis, sin embargo, no descartaron la influencia de otros factores
abioticos. Los pinones sin endospermo (tipo Il) puede relacionarse con la alimentacion
de L. occidentalis en el banco clonal y en Portugal, al ser su proporcion
significativamente mayor en las pinas no protegidas (Espana: 7,9%; Portugal: 20,6%)
que en las protegidas (Espana: 3,1%; Portugal: 4,6). Por otro lado, mientras que la
fraccion de pinones con el endospermo parcialmente danado (Ip) puede asociarse con
la poblacion de L. occidentalis en el banco clonal, por ser significativamente superior en
las pinas no protegidas (4,2%) que en las protegidas (0,6%), la fraccion de pinones con
el endospermo totalmente danado (It) no puede relacionarse con la poblacion de L.
occidentalis porque su proporcion no fue significativamente diferente en las pinas
protegidas (2,5%) respecto a las no protegidas (3,7%). Sin embargo, en los ensayos de
embolsamientos de pinas de tercer ano con hembras no se observaron diferencias
significativas en la proporcion de pinones con el endospermo parcialmente danado (Ip)
y los controles, mientras que la proporcion de pinones con el endospermo totalmente
danado (It) fue significativamente superior en los tratamientos realizados desde
mediados de junio hasta mediados de agosto (rango de 2,0% a 4,0%) que en los
controles (0,3%). Estas diferencias pueden deberse a la mayor intensidad de
alimentacion de los insectos embolsados sobre una misma pina (mayor proporcion de
danos tipo It), en comparacion con la poblacion de la parcela, que puede alimentarse de

diferentes pinas (mayor proporcion de danos tipo Ip) (Strong, 2015).

La coincidencia espacio-temporal de los danos asociados con el “sindrome de la pina
seca” y la deteccion de L. occidentalis en la cuenca mediterranea hace sospechar que
esta plaga exoética es la responsable del decaimiento del rendimiento de las cosechas
de pindn blanco en esta region. Sin embargo, no se puede descartar la influencia de
otros factores como son la falta de polinizacion, la infertilidad, la incompatibilidad de
gametos, la fisiologia de los pinos, el clima u otros factores biéticos, porque también se
ha detectado mortalidad en las pinas inmaduras y pinones danados en las pinas

protegidas de la alimentacion de L. occidentalis (pinas protegidas del Ensayo de
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Exclusion - Controles de los Ensayos 1 y 2) (Blatt, 1997; Blatt y Borden, 1996a3;
Bustamante et al., 2012a, 2012b, 2014; Calama et al., 2020; Farinha et al., 2018b;
Katovich y Kulman, 1987; Pasek y Dix, 1988). Por otro lado, los danos en los pinones
de las pinas control, detectados en los ensayos de embolsamiento de pinas de segundo
y tercer ano con dos hembras, podria deberse a la alimentacion de la poblacion de L.
occidentalis antes de que estas fuesen protegidas (Farinha et al., 2018b). Los
resultados obtenidos en el ensayo de exclusion permiten relacionar la alimentacion de
L. occidentalis en las pinas de P. pinea con el “sindrome de la pina seca”, ya que la
sintomatologia asociada a ambos es similar: mortalidad de las pinas inmaduras,
reduccion del nidmero de pinones y aumento de la proporcion de pinones danados,
incluyendo pinones abortados y con el endospermo danado, con apariencia externa
aparentemente sana. Por otro lado, los ensayos de embolsamientos de L. occidentalis
con pinas de P. pinea confirman la relacion entre la alimentacion de esta plaga y los
sintomas observados en las pinas expuestas a la alimentacion de la poblacion. Ademas,
los resultados de estos ensayos definen la intensidad de los danos causados por L.
occidentalis en las pinas y pinones en diferentes momentos del desarrollo fenolégico de
las pinas, facilitando la toma de decisiones para el manejo de esta plaga en masas o
plantaciones de P. pinea. Coincidiendo con Bates et al. (2002a), el control de las
poblaciones de L. occidentalis al inicio de la temporada de desarrollo de las pinas puede
evitar danos severos en pinas y pinones. Por lo tanto, los métodos de control deberian
aplicarse tras la finalizacion del letargo invernal de L. occidentalis, registrandose en el
suroeste de la Peninsula Ibérica en febrero (Mas et al., 2013; Naya y Aguado, 2012),
mientras que en el banco clonal los primeros adultos, puestas y ninfas de primer estadio
(N1) de L. occidentalis comenzaron a detectarse a finales de mayo (Figura 55). Sin
embargo, hay que tener en cuenta la posible reinfeccion de las masas o plantaciones
por las poblaciones de L. occidentalis de masas adyacentes (Strong et al., 2001),
pudiendo ser de especies diferentes a P. pinea (Tabla 12), como son, por ejemplo, las

masas de P. pinaster en la meseta Norte.

La domesticacion de P. pinea, basada en la transformacion del actual modelo de
aprovechamiento de las pinas en masas naturales y naturalizadas (Mutke et al., 2000,

2012, 2013) por el aprovechamiento de plantaciones, facilitaria la definicion de

148



programas de MIP contra la poblacion de L. occidentalis. Por otro lado, estas
plantaciones podrian enfocarse a la producciéon de pindén blanco mediante su
implantacion en lugares con caracteristicas ambientales beneficiosas (Tabla 5), el
injerto de los pinos con clones seleccionados o la incorporacion de practicas selvicolas
culturales desde su plantacion (Afonso et al., 2020; Bono y Aleta, 2003; Calama et al.,
2008; Calama et al., 2017; Guadano y Mutke, 2016; Loewe-Munoz y Gonzalez, 2012;
Loewe-Munoz et al., 2020; Mutke et al., 2000, 2005a, 2007, 2013; Prada et al., 1997).

Entre las estrategias de control de las poblaciones de L. occidentalis en plantaciones
productoras de pindn blanco se podrian proponer el trampeo masivo de la poblacién
mediante uso de semioquimicos, como es el leptotrieno, potencial feromona de
atraccion de L. occidentalis actualmente en estudio (Blatt y Borden, 1996b; Millar et al.,
2022), la aplicacion puntual de barreras protectoras como insecticidas o bolsas

protectoras (Lesieur y Farinha, 2021) o el control biolégico (Roversi et al., 2011b).

La definicion y aplicacion de estas estrategias requiere del conocimiento de la dinamica
poblacional de L. occidentalis en la zona de control (Ahmad y Kamarudin, 2011). Sin
embargo, no se ha definido ningdn método de prospeccion y monitoreo de las
poblaciones de esta plaga diferente al monitoreo visual (Naya y Aguado, 2012; Strong,
2015; Tamburini et al., 2012).

El control biol6gico se basa en el uso de enemigos naturales para reducir la densidad
de poblacion plaga vy, por lo tanto, su impacto econdémico (Batra, 1982; Beddington et
al., 1978; Eilenberg et al., 2001; Orr, 2009; Peshin y Dhawan, 2009). Leptoglossus
occidentalis cuenta con enemigos naturales, tanto dentro como fuera de su area de
distribucion nativa, entre los que destacan los parasitoides de huevos. La prospeccion
del complejo de parasitoides de huevos de L. occidentalis nativos de la meseta Norte ha
definido una nueva asociacion parasitoide-hospedante entre las especies O. obscurus 'y
L. occidentalis. Ademas, se ha encontrado de nuevo a la especie O. pityocampae
parasitando huevos de L. occidentalis (Lesieur y Farinha, 2021; Roversi et al., 2011).
Ambas especies son generalistas y nativas de Espana (Mercet, 1921). Mientras que O.
pityocampae se ha citado en huevos de 50 especies hospedantes pertenecientes a
nueve familias y dos 6rdenes, O. obscurus solamente se ha citado en huevos de cuatro

especies hospedantes pertenecientes a cuatro familias y dos 6rdenes (Huang y Noyes,
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1994). Hasta el momento no se ha definido el hospedante principal de esta Ultima
especie, aunque en Espana se ha encontrado parasitando huevos de Hipparchia
statilinus Hufnagel (Lepidoptera: Nymphalidae) (Garcia-Barros, 1989), mariposa que
realiza la oviposicion en herbaceas de pinares y encinares (Aguado Martin, 2007). El
hospedante principal de O. pityocampae es la polilla T. pityocampa, pero parasita
hospedantes secundarios, como Carcoporis spp. (Hemiptera: Pentatomidae) (Lopez-
Sebastian, 2014), durante el periodo de tiempo transcurrido desde su emergencia y la
de T. pityocampa, un mes después (Battisti et al., 1988), a finales de julio en el banco

clonal (Ponce-Herrero, L., observacion personal).

En Norteamérica, la comunidad de parasitoides de L. occidentalis esta formada por A.
pearsalli, O. johnsoni y por el especialista de huevos del género Leptoglossus, H.
pennsylvanicus (Bates y Borden, 2004; Maltese et al., 2012). A pesar de que la riqueza
del complejo de parasitoides de una plaga suele ser mayor en su area nativa (Cornell y
Hawkins, 1993), en Europa se han registrado hasta tres parasitoides de L. occidentalis
en un mismo habitat. En las masas costeras de P. pinastery alpinas de P. nigra de Italia,
el complejo de parasitoides de L. occidentalis esta formado por una Unica especie, A.
bifasciatus (Niccoli et al., 2009), mientras que en masas costeras de P. pinea del mismo
pais, aumenta a tres especies, los generalistas O. pityocampae y A. bifasciatus y el
especialista B. servadeii (Roversi et al., 2011a), asociado con el género Thaumetopoea
(Noyes, 2023). En un pinar de P. nigra de Francia también se detectaron tres especies,
A. bifasciatus. O. pityocampae y O. telenomicida (Lesieur y Farinha, 2021). El complejo
de parasitoides de L. occidentalis en Europa es diferente, en funcién de los habitats de
los lugares de prospeccion, a pesar de pertenecer a paises mediterraneos cercanos. Con
el paso del tiempo, y la expansion geografica de L. occidentalis, es probable que la
riqueza de parasitoides de huevos nativos de Europa aumente, sin embargo, no se
espera un cambio en la proporcion de parasitoides generalistas y especialistas que
forman el complejo (Cornelius et al., 2016b; Cornell y Hawkins, 1993; Herlihy et al.,
2016).

En las prospecciones de parasitoides, la riqueza de especies y los valores de sus indices
de parasitismo dependen del tipo de sustrato de oviposicion muestreado. En general, el

monitoreo de puestas realizadas por la poblacion de campo ofrece mejores resultados
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que el uso de puestas centinela de laboratorio (Cornelius et al., 2016a, 2016b; Jones et
al., 2014, Lesieur y Farinha, 2021), probablemente porque las senales de atraccion
captadas por los parasitoides son diferentes. Sin embargo, la deteccion de las puestas
realizadas por la poblacion en campo no suele ser una tarea facil y, aln menos, en una
cantidad suficiente como para determinar el impacto de los parasitoides en la poblacion
plaga. Esta afirmacion se ve reflejada en el total de puestas de L. occidentalis
encontradas durante el monitoreo semanal de su poblacion en las dos parcelas del
banco clonal durante dos anos consecutivos, solamente siete (Figura 55). Una solucién
intermedia, es la instalacion de colonias en campo junto con ramas de P. pinea, planta
hospedante de las hembras en condiciones naturales. Este método permite la obtencion
constante de huevos simulando las condiciones naturales de oviposicion de las hembras
y, por lo tanto, posibilitando la atraccion de los parasitoides por senales indirectas
(volatiles de los adultos o de las plantas) (Colazza et al., 2004; Cusumano et al., 20123;
Howse et al., 2013; Keeling et al., 2004, Lesieur y Farinha, 2021), como es el caso de
H. pennsylvanicus, especie atraida por las kairomonas de los adultos de L. australis
(Yasuda, 1998; Yasuda y Tsurumachi, 1995) o de algunas especies de Ooencyrtus,
como es el caso de la atraccion de O. telenomicida por N. viridula, o de O. nezarae por
R. clavatus (Battisti, 1989; Leal et al., 1995; Peri et al., 2011; Takasu et al., 2002). Por
otro lado, las colonias de campo aseguran la calidad de los huevos, evitando posibles
alteraciones por el cambio de las condiciones ambientales de laboratorio a campo, como
es la desecacion de los huevos (Cornelius et al., 2016a). Por todo ello, se espera que
los niveles de parasitismo y riqueza de parasitoides obtenidos en este tipo de puestas
sean similares a los de las puestas realizadas por la poblacion. Esta hipotesis no se ha
demostrado en este estudio, pero se puede considerar, que los resultados obtenidos
utilizando puestas procedentes de colonias de campo son mas afines a la realidad en
comparacion con los obtenidos utilizando puestas centinela de laboratorio (Cusumano
et al., 2016a, 2016b; Jones et al., 2014).

Los niveles de parasitismo en la meseta Norte (indice de eficiencia de descubrimiento:
9,1% - 26,2%; porcentaje de parasitismo: 3,3% - 15,1%) son menores que los
encontrados en colonias de campo de L. occidentalis en Norteamérica (porcentaje de

parasitismo: 57,0%), donde la especie H. pennsylvanicum es el principal enemigo
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natural de L. occidentalis (porcentaje de parasitismo: 44,0% - 87,0%). El porcentaje de
parasitismo de las especies generalistas O. johnsoni (14,2%), A. perseally (8,0% - 12,1%)
y Ooencyrtus spp. (4,0%) fue, en general, mayor en comparacion con ambas especies
de Ooencyrtus en la meseta Norte (rango de 3,3% a 5,4%) excepto en 2017 en el banco
clonal (26,2%). El indice de eficiencia de explotacion de las puestas de H.
pennsylvanicus fue del 90,0% en campo (Maltese et al.,, 2012) y del 75,0% en
laboratorio. Esta especie se caracteriza por parasitar la totalidad o la mayoria de los
huevos de una puesta antes comenzar a parasitar otra (Sabbatini Peverieri et al., 2013).
En la meseta Norte, el indice de eficiencia de explotacion de las puestas de los
generalistas O. obscurus (rango de 25,1% a 38,8%) y O. pityocampae (rango de 6,9% a

20,8%) fue bastante menor.

En Europa, se han realizado dos prospecciones de parasitoides nativos en puestas
ovipositadas por la poblacion de L. occidentalis. En Italia, no se encontraron puestas
parasitadas (Maltese et al., 2011), mientras que, en Francia el indice de eficiencia de
descubrimiento del complejo de parasitoides (A. bifasciatus, O. telenomicida y O.
pityocampae) fue del 24,8% y del 11,4% en 2016 y 2017, respectivamente, con un
porcentaje de parasitismo del 8,2% (2016) y 5,9% (2017) (Lesieur y Farinha, 2021).
Ambos indices fueron mayores en las puestas ovipositadas por las hembras de las
colonias de campo del banco clonal en 2017 (indice de eficiencia de descubrimiento:

26,2%; porcentaje de parasitismo: 15,1%).

En las prospecciones de parasitoides nativos realizadas en Europa con huevos centinela
procedentes de laboratorio, el indice de eficiencia de descubrimiento (2016: 5,6%;
2017: 5,7%) fue menor que en la meseta Norte (rango de 9,1% a 26,2%) con huevos
procedentes de colonias de campo. Esta misma tendencia se observo en el porcentaje
de parasitismo (Francia; 2016: 1,6%; 2017: 1,3%; meseta Norte: rango de 3,3% a
15,1%). El indice de eficiencia de explotacion de las puestas centinela, para el complejo
de parasitoides de Francia, fue del 2,0% y 1,3% en 2016 y 2017, respectivamente
(Lesieury Farinha, 2021), menor en comparacion con el valor obtenido para O. obscurus
(rango de 25,1% a 38,8%) y O. pityocampae (rango de 2,8% a 20,8%) en las puestas de

la colonia de campo en la meseta Norte.
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A nivel de especie, la eficiencia de descubrimiento de las puestas ovipositadas por la
poblacion de L. occidentalis en Francia fue del 7,2% para A. bifasciatus, siendo menor
a la proporcion parasitada por O. obscurus (rango de 14,0% a 35,7%) y O. pityocampae
(rango de 2,4% a 7,0%), excepto en el banco clonal en 2017 (18,4%). La eficiencia de
descubrimiento de Ooencyrtus spp. fue del 8,9%, menor en comparacion con ambas
especies de Ooencyrtus de la meseta Norte (rango 9,1% a 26,9%). Comparando el
porcentaje de parasitismo de las especies de ambos paises, A. bifasciatus parasito el
4,8% de los huevos de la poblacion de L. occidentalis, proporcion menor respecto a O.
obscurus (rango de 6,2% a 19,6%) y mayor respecto a O. pityocampae (rango de 1,0% a
3,7%), excepto en el banco clonal en 2017 (11,5%). El porcentaje de parasitismo de
Ooencyrtus spp. fue del 1,3%, siendo menor respecto a ambas especies de Ooencyrtus
en la meseta Norte (rango de 3,3% a 15,1%) (Lesieur y Farinha, 2021). En Italia, el nivel
de parasitismo detectado en puestas centinela procedentes de laboratorio fue mucho
menor que en Espana y Francia, ya que no emergieron ninfas de L. occidentalis en
menos del 1,0% de los huevos (Roversi et al., 2011a). Sin embargo, el aborto de las
ninfas no puede relacionarse solamente con el parasitismo, también puede deberse a

la infertilidad de las hembras o a otros factores abiéticos (Bates y Borden, 2005).

La poblacién de O. obscurus del banco clonal demostré6 una mayor habilidad para
detectar las puestas (indice de eficiencia de descubrimiento: rango de 16,8% a 35,7%)
y huevos (porcentaje de parasitismo: rango de 6,2% a 19,6%), asi como para parasitar
un mayor nimero de huevos dentro de la misma puesta (eficiencia de explotacion de la
puesta: rango de 25,1% a 38,8%) que O. pityocampae (indice de eficiencia de
descubrimiento: rango de 2,4% a 18,4%; porcentaje de parasitismo: rango de 1,0% a
11,5%, eficiencia de explotacion de la puesta: rango de 2,8 % a 20,8%). Aunque los
valores de estos indices siguieron siendo mayores para O. obscurus en la repoblacion,
no fueron significativamente diferentes de los de O. pityocampae. La diferencia de los
niveles de parasitismo entre los dos lugares de experimentacion se debe,
probablemente, a que se trata de habitats diferentes (Costi et al., 2018), aunque no se
puede descartar la influencia del menor nimero de puestas ovipositadas por las
hembras de las colonias de la repoblacion (n = 43) en comparacion con las del banco

clonal en 2019 (n = 125). Sin embargo, solamente se trata de una suposicion porque
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no se ha definido la relacion de denso-dependencia (Van den Bosch et al., 1982) entre

L. occidentalis y las dos especies de parasitoides.

En todos los ensayos, el nimero de puestas y huevos ovipositados por las hembras de
L. occidentalis varié semanalmente. A pesar de que se espera una menor mortalidad de
la progenie en puestas procedentes de colonias de campo que en puestas centinela
procedentes de laboratorio (Cornelius et al.,, 2016a), la proporcion de huevos no
eclosionados de las colonias de campo del banco clonal (rango de 22,1% a 31,6%) fue
mayor que en las puestas centinela procedentes de laboratorio expuestas en Francia
(8,4% - 11,3%) (Lesieur y Farinha, 2021) y en la Columbia Britanica (2,0% - 16,0%),
donde se asoci6 con la infertilidad de las hembras, la muerte de las ninfas, o con el clima
calido y seco (Bates y Borden, 2005). La elevada proporcion de huevos no eclosionados
registrada en la meseta Norte podria deberse a la infertilidad de las hembras o a la
parasitacion fallida de los huevos. El aborto del hospedante de los huevos parasitados,
en los que no llegan a desarrollarse parasitoides, puede asociarse con danos mecanicos
causados por el ovipositor en el ooplasma o el embridn, o por la alteracion del ooplasma
debido a la introduccion de sustancias toxicas durante la oviposicion. El parasitoide O.
telenomicida inyecta sustancias que alteran el ooplasma de los huevos del hospedante
causando la muerte de las ninfas. Estas sustancias también pueden proceder de las
glandulas salivares que utilizan algunas especies para identificar los huevos como
sustrato de oviposicion (Cusumano et al., 2012b). Cuando un huevo es parasitado sin
éxito no se observan signos internos (detritus) o externos (stalks) que evidencien el
intento de parasitismo. Por lo que, aunque este tipo de huevos tienen una apariencia
externa de huevos no fértiles o abortados, son realmente huevos parasitados. La
deteccion de este tipo de huevos evita que se desestime el impacto real de los
parasitoides en la poblacion del hospedante (Abram et al., 2016). Teniendo en cuenta
que se registraron huevos no eclosionados a lo largo del desarrollo de los ensayos, no
concentrandose en los momentos de mayor actividad de los parasitoides en los huevos
de L. occidentalis, se considera que no se ha desestimado el impacto de los parasitoides

nativos al categorizar huevos parasitados como huevos no eclosionados.

Descartando los huevos no viables, es decir, de los que no emerge poblacion de L.

occidentalis por causas diferentes al parasitismo, el impacto causado por O. obscurus
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(rango de 9,9% a 26,7%) y O. pityocampae (rango de 1,3% a 15,8%) fue mayor que el
estimado mediante el porcentaje de parasitismo (0. obscurus: rango de 6,2% a 19,6%;

0. pityocampae: rango de 1,0% a 11,5%).

El nUmero de huevos parasitados sin orificios de salida de parasitoides vario por especie
y ensayo, registrandose la mayor proporcion en el banco clonal en 2017 (10,7%), en el
que también se registro el mayor porcentaje de parasitismo (15,1%). La proporcion de
este tipo de huevos fue menor en todos los ensayos (rango de 2,8% a 10,7%) en
comparacion con los valores obtenidos en Norteamérica en huevos procedentes
colonias de campo parasitados por el principal enemigo natural de L. occidentalis, H.

pennsylvanicus (13,0%) (Maltese et al., 2012).

En todos los ensayos se detectaron huevos depredados, con una porcion del corion
mordisqueada (Bates y Borden, 2005), siendo su proporcion significativamente mayor
en la repoblacion que en el banco clonal en 2019, posiblemente por una mayor
diversidad de especies de depredadores. Durante el desarrollo de los ensayos no se

observod la depredacion de los huevos.

Las especies O. obscurus y O. pityocampae no hibernan en las puestas de L. occidentalis
en condiciones estandar de laboratorio y fotoperiodo natural y, de acuerdo con Lesieur
y Farinha (2021), no parasitan de forma simultanea las puestas de L. occidentalis. El
sexo de la progenie fue mayoritariamente femenino, tanto para O. obscurus (576) como
para O. pityocampae (259). En todos los ensayos emergieron machos de O. obscurus
(128), mientras que solamente emergieron machos de O. pityocampae en el banco
clonal en 2017 y en muy baja proporcion (5). Este hecho puede deberse a la estrategia
de reproduccion asexual por partenogénesis telitoquica de O. pityocampae, de cuyos
huevos no fecundados emergen solamente hembras diploides (2n) (Heimpel y Boer,
2008; Tunca et al.,, 2019). No se han encontrado referencias sobre el tipo de

reproduccion de O. obscurus.

La ratio de emergencia, 0 nimero medio de parasitoides emergidos por cada huevo
parasitado con orificios de salida, fue superior a uno para las dos especies (0. obscurus:
1,7; O. pityocampae: 1,5), emergiendo un maximo de cuatro y cinco parasitoides en un
solo huevo parasitado por O. pityocampae y O. obscurus, respectivamente. Por lo que

ambas especies son gregarias (Catalan y Verdd, 2005), a diferencia de H.
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pennsylvanicus, especie solitaria que oviposita un solo huevo en cada huevo del
hospedante (Abudulai et al., 2001; Sabbatini Peverieri et al., 2012).

En los tres ensayos desarrollados en el banco clonal, las hembras de L. occidentalis
comenzaron a ovipositar antes de que se detectara la primera puesta parasitada v,
continuaron ovipositando tras detectar la Ultima puesta parasitada, es decir, la
disponibilidad de huevos en campo permitié conocer el inicio y el final de la actividad de
ambas especies de parasitoides en los huevos de L. occidentalis. En este lugar
experimental, el inicio del periodo de actividad de O. obscurus varié en funcion del ano,
registrandose la actividad mas temprana durante la primera semana de julio en 2019y
la mas tardia durante la primera semana de agosto en 2018. En 2017, se puede
confirmar la actividad de O. obscurus en campo durante la primera semana de julio por
la deteccion de una hembra sobre una puesta no parasitada de L. occidentalis. Los picos
de actividad de O. obscurus observados en 2017 (primera, cuarta y quinta semanas de
agosto) y 2018 (cuarta semana de agosto) sugieren que la maxima actividad de este
parasitoide en los huevos de L. occidentalis se concentra en agosto. La actividad O.
pityocampae en el banco clonal se extiende desde la primera semana de julio hasta
mediados de septiembre, variando la maxima actividad en funcion del ano,
concentrandose en la Ultima quincena de agosto en 2018 y, extendiéndose hasta la
primera quincena de septiembre en 2017. Los altos niveles de parasitismo registrados
en el ano 2017 en el banco clonal, en comparacion con el resto de los ensayos (Tabla
21), podria deberse a la dinamica poblacional de los parasitoides o0 a la ausencia de
huevos de sus hospedantes principales. En la repoblacion no se puede definir el inicio
de la actividad de ambas especies en los huevos de L. occidentalis porque la primera
puesta de L. occidentalis disponible (primera semana de julio) fue parasitada. En este
lugar experimental, la maxima actividad de O. obscurus se concentré durante la tercera
semana de julio y la primera de agosto, mientras que la de O. pityocampae se concentrd
durante la primera semana de julio, a diferencia del banco clonal, donde la actividad de
esta especie parece ser mas frecuente a partir de agosto. En Francia, como en la meseta
Norte, no se detectd actividad de parasitismo en las puestas de L. occidentalis antes de
julio (Lesieur y Farinha, 2021), posiblemente por la ausencia de los parasitoides en

campo o por la disponibilidad de huevos de otras especies hospedantes con las que los
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parasitoides han coevolucionado (Cornell y Hawkins, 1993). Para la definir la fenologia
de los parasitoides de huevos de L. occidentalis en campo se deberia conocer el ciclo
de vida de sus principales especies hospedantes y el periodo de actividad de los
parasitoides en las puestas de estos hospedantes. Como se ha mencionado
previamente, la emergencia de T. pityocampa comienza a finales de julio en el banco
clonal, por lo que O. pityocampae no dispone de huevos de su principal hospedante a
partir de este periodo, coincidiendo con los picos de actividad de esta especie en los

huevos de L. occidentalis.

El éxito de un ACB depende de su sincronizacion con la fase susceptible del hospedante
(Crowder, 2007). Para definir la sincronizacion entre L. occidentalis, O. obscurus y O.
pityocampae (Stiling, 1993) se realizaron monitoreos visuales de la poblacién de L.
occidentalis en dos parcelas del banco clonal durante dos anos consecutivos. A pesar
de que los datos obtenidos no se consideran lo suficientemente consistentes como para
definir el nimero de generaciones de L. occidentalis y su inicio en la meseta Norte, por
la dificultad que conlleva la deteccion de la poblacion y por el posible movimiento de los
adultos entre las propias parcelas del banco clonal y los pinares adyacentes, se puede
estimar el periodo de actividad de L. occidentalis en el banco clonal. Los primeros
adultos post-invernates, puestas y ninfas de primer estadio (N1) se detectaron a finales
de mayo y principios de junio. En 2018, se observan dos picos de actividad de los
adultos, el primero durante la Ultima semana de julio y la primera de agosto; y el segundo
durante la tercera semana de octubre. Es probable que estos picos correspondan con
la primera y segunda o, incluso tercera, generacion de adultos del banco clonal,
coincidiendo con los resultados de Mas et al. (2013) y Naya y Aguado (2012) en el
suroeste de Espana. Los resultados obtenidos en el monitoreo visual del ano 2019 no
proporcionaron tanta informacion, aunque también se observa un pico de la actividad
de los adultos durante la primera mitad de julio que puede indicar el comienzo de una
nueva generacion. Considerando esta estimacion, junto con la deteccion de huevos
ovipositados por la poblacion durante la Ultima semana de mayo y la quinta semana de
agosto, se puede asegurar que el estadio susceptible de L. occidentalis al parasitismo
de O. obscurus y O. pityocampae esta presente en el banco clonal, por lo menos, desde

finales de mayo hasta finales de agosto. Teniendo en cuenta que el periodo de actividad
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de ambas especies de parasitoides en los huevos de L. occidentalis no se detecta en el
banco clonal hasta la primera semana de julio, los huevos ovipositados por la generaciéon
post-invernante no pueden ser parasitados por la poblacion autéctona de parasitoides.
Por lo tanto, la reduccion de la poblacion de L. occidentalis en la meseta Norte tras la
finalizacion de la oligopausa, cuando causa una mayor intensidad de danos en las pinas
y pinones de P. pinea, utilizando como ACB a las especies nativas O. obscurus y O.
pityocampae, requiere de un PCB aumentativo basado en la liberacion de parasitoides

criados en laboratorio.

El complejo de parasitoides de la meseta Norte, aunque solo esta formado por dos
especies generalistas, es capaz de reducir la poblacion potencial de las colonias de
campo de L. occidentalis entre un 3,3% y un 15,1% (porcentaje de parasitismo). De
forma individual, el impacto causado por la especie O. obscurus (rango de 9,9% Yy 26,7 %)
en la poblacion de L. occidentalis es mayor que por la especie O. pityocampae (rango de
1,3% a 15,8%). Sin embargo, no se observa sincronizacion (Crowder, 2007; Stiling,
1993) entre el estadio susceptible de L. occidentalis y el complejo de parasitoides hasta
el mes de julio. Uno de los parametros pendientes de definir, es la relaciéon de denso-
dependencia (Van den Bosch et al., 1982) entre la poblacion de L. occidentalis y su
complejo de parasitoides en la meseta Norte, probablemente similar a la observada en
Francia, donde el nivel de parasitismo aumenta con el nimero de huevos disponibles
de L. occidentalis (Lesieur y Farinha, 2021). A pesar de que este parametro no se ha
analizado, se puede apreciar que el porcentaje de parasitismo no aumenté con el
numero de huevos disponibles: 2017 (15,1%; n=1.256), 2018 (3,3%; n=1.374), 2019
en el banco clonal (3,8%; n = 611), 2019 en la repoblacion (5,4%; n = 218). La
capacidad de los enemigos naturales como ACB también se estima mediante la
definicion de los parametros de la tabla de vida, de la fecundidad de las hembras a lo
largo de su vida y de los parametros demograficos mediante ensayos de laboratorio
(Giovannini et al., 2020). Estos parametros se han definido para la especie O. obscurus
por tratarse de la especie con los mayores niveles de parasitismo en campo, y por haber

sido descrita por primera vez parasitando huevos de L. occidentalis.

Se realizaron dos ensayos previos al ensayo principal (Tercer ensayo), en el que se

definieron los parametros de la tabla de vida, la fecundidad de las hembras a lo largo
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de su vida y los parametros demograficos de O. obscurus en huevos de L. occidentalis
en condiciones estandar de laboratorio (21 + 2°C; HR 40% + 10%) y luz blanca (16:8;
L:0) (Martel et al., 2019; Sabbatini Peverieri et al.,, 2012). En el Primer ensayo se
determind la influencia del tamano de la puesta en el porcentaje de parasitismo, la ratio
de emergencia y la sex ratio (% hembras) de la progenie, mientras que en el Segundo
ensayo se definio la estrategia de reproduccion de O. obscurus. El tamano de la puesta
no influyd significativamente en el porcentaje de parasitismo, de acuerdo con los
resultados obtenidos para O. pityocampae en huevos de H. halys (Tunca et al., 2019),
en la sex ratio (% hembras) ni en la ratio de emergencia. La estrategia de reproduccion
asexual de O. obscurus es la partenogénesis pseudo-arrenotéquica, es decir, mientras
que la progenie de huevos fecundados puede estar formada por machos o hembras, la
de los huevos no fecundados esta formada exclusivamente por machos uniparentales y
haploides (n) (Frank y Gillett-Kaufman, 2006; Heimpel y De Boer, 2008).

La baja proporcion de hembras que ovipositaron al menos un huevo de L. occidentalis,
tanto emparejadas (Primer ensayo: 35,2%; Tercer ensayo: 67,5%) como no emparejadas
(Segundo ensayo: 30,0%), en comparacion con otras especies de parasitoides como son
Ooencyrtus gonoceri Viggiani (Hymenoptera: Encyrtidae) (86,7%) o H. pennsylvanicus
(100,0%) (Giovannini et al., 2020; Sabbatini Peverieri et al., 2012), no ha podido ser
relacionada con la infertilidad de las hembras porque éstas no se diseccionaron.
Heimpel y Rosenheim (1998) asociaron la infertilidad de las hembras de Aphytis
aonidiae (Mercet) (Hymenoptera: Aphelinidae) emergidas en laboratorio con un
patégeno, mientras que Martel et al. (2019) sugieren que los machos pueden
interrumpir la oviposicion de las hembras. Esta Ultima hipotesis no es valida para las
hembras de O. obscurus porque la fecundidad de las hembras no emparejadas (3,2
parasitoides/hembra) fue menor que la de las hembras emparejadas del Primer (6,1
parasitoides/hembra) y Tercer ensayo (7,7 parasitoides/hembra). Por lo tanto, no se ha
determinado el factor causante de la baja proporcion de hembras que ovipositaron,
aunque podria estar relacionado con senales indirectas empleadas por los parasitoides
para aceptar el sustrato de oviposicion, como son las feromonas emitidas por los adultos
de los hospedantes o los volatiles emitidos por los pinos por la alimentacion u

oviposicion de los adultos en los ramillos (Colazza et al., 2004; Cusumano et al., 2012a),
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o incluso con las “senales de impresion” que utilizan algunos parasitoides para
reconocer los sustratos de oviposicion. Esta teoria sugiere que algunas especies son
capaces de identificar olores a los que estuvieron expuestos durante su desarrollo
larvario y, que son indicadores del sustrato de oviposicion (Howse et al., 2013). Si esta
hipotesis es aplicable a O. obscurus, no demostrado en este ensayo, puede que parte
de las hembras no parasitasen ningan huevo porque fueron expuestas,
accidentalmente, a olores durante su desarrollo que después no asociaron con las

puestas de L. occidentalis ofrecidas como sustrato de oviposicion.

El porcentaje de parasitismo es uno de los parametros que define el éxito de un
parasitoide como ACB. A pesar de que el porcentaje de parasitismo del Tercer ensayo
(2,8%) fue mucho menor que el registrado en campo (rango de 7,8% a 19,6%) y el
obtenido en el Primer (34,0%) y Segundo (37,7%) ensayo, la fecundidad de las hembras
del Tercer ensayo (67,5%) fue mucho mayor que la de las hembras del Primer (35,2%) y
Segundo (30,0%) ensayo. En este caso, el porcentaje de parasitismo del Tercer ensayo
esta enmascarando el potencial de O. obscurus como ACB de L. occidentalis, pudiendo
relacionarse con el elevado nimero de huevos expuestos (n = 4.476) al parasitismo de
las 27 hembras que ovipositaron al menos un huevo a lo largo de toda su vida,
considerando su corto periodo de oviposicion (2,3 dias) y su extenso periodo post-
reproductivo (10,6 dias), durante el cual se siguieron ofreciendo huevos. Mientras que
el nimero de huevos expuestos en el Primer (n hembras = 19; n huevos = 188) y Tercer
ensayo (n hembras = 9; n huevos = 77) fue bastante menor, consistiendo en un Unico

grupo de huevos.

Se espera que el impacto de los enemigos naturales de una plaga exética sea menor
(Cornell y Hawkins, 1993) en comparacion con el causado por los enemigos naturales
gue han coevolucionado con ésta en su area nativa. Hadronotus pennsylvanicus y O.
obscurus son un claro ejemplo de esta premisa, mientras H. pennsylvanicus es capaz
de parasitar el entre el 71,8% y el 87,0% de los huevos de L. occidentalis en laboratorio
(Roversi et al., 2011b; Sabbatini Peverieri et al., 2012), el porcentaje maximo registrado
en los tres ensayos realizados con O. obscurus en laboratorio fue del 37,7%. Sin
embargo, diferentes especies de parasitoides que no han coevolucionado con un

hospedante plaga son capaces de parasitar sus huevos en elevadas proporciones, como
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es el caso de Ooencyrtus lucidus Triapitsyn & Ganjisaffar (Hymenoptera: Encyrtidae) en
huevos de Bagrada hilaris (Burmeister) (Hemiptera: Pentatomidae) (rango de 42,2% a
89,9%) (Ganjisaffar y Perring, 2020); O. gonoceri en huevos de H. halys (206,8 huevos
parasitados/por hembra) (Giovannini et al., 2020), O. pityocampae en huevos de H.
halys (rango de 34,2% a 62,7%) (Tunca et al., 2019) y L. occidentalis (rango de 2,5 a
5,7 huevos/hembra) (Binazzi et al., 2013), siendo de 3,4 a 4,5 la media de huevos

parasitados por cada hembra de O. obscurus.

Los PCB clasicos consisten en la introduccion de uno o varios enemigos naturales de
una plaga no autoctonos del lugar de aplicacion del programa. Los enemigos naturales
pueden haber coevolucionado o no con la plaga, pero en ambos casos, el enemigo
natural tiene un alto impacto sobre su poblacion, al menos en condiciones de laboratorio
(Martel et al., 2019; Power, 2020; Sabbatini Peverieri et al., 2012). La introduccion del
nuevo organismo tiene como objetivo equilibrar la densidad de la poblacion plaga
situandola por debajo del umbral de dano econdémico (Eilenberg et al.,, 2001).
Hadronotus pennsylvanicus fue propuesto como ACB de L. occidentalis en Europa tras
definir sus parametros biolégicos y reproductivos el laboratorio (Sabbatini Peverieri et
al., 2012). El porcentaje de parasitismo de H. pennsylvanicus (n = 40; 5 - 7 huevos; 2
horas de exposicion) (71,8%) fue mas del doble que el obtenido para O. obscurus en el
Primer ensayo (34,0%) (n = 19; 5-13 huevos; 96 horas de exposicion). La comparacion
de los parametros de la tabla de vida de O. obscurus y H. pennsylvanicus favorecen la
seleccion de este ultimo como ACB de L. occidentalis. La longevidad de las hembras de
H. pennsylvanicus (40,2 dias) fue mas del doble en comparacion con O. obscurus (16,9
dias), siendo su ratio de fecundidad (144,5 progenie/hembra) casi veinte veces superior
(7,7 progenie/hembra), parametro influido por el periodo medio de oviposicion, diez
veces mayor para H. pennsylvanicus (23,0 dias) que para O. obscurus (2,3 dias). La
supervivencia pre-imaginal fue alta para ambas especies (H. pennsylvanicus: 99,1%; O.
obscurus: 96,7%), con un periodo de desarrollo pre-imaginal medio mayor para las
hembras que para los machos (H. pennsylvanicus, hembras: 18,2 dias, machos: 18,1
dias; O. obscurus, hembras: 21,6 dias, machos: 20,6 dias), ventaja evolutiva para los
machos, ya que aumenta su probabilidad de fecundar hembras recién emergidas

(Ganjisaffar y Perring, 2020; Martel et al.,, 2019). La ratio de emergencia define el
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caracter gregario o solitario de los parasitoides. Hadronotus pennsylvanicus es una
especie solitaria porque su progenie consiste en un solo individuo por huevo parasitado
(Abudulai et al., 2001; Sabbatini Peverieri et al., 2012), mientras que, como es tipico del
género Ooencyrtus (Nechols et al., 1989), O. obscurus es gregario (ratio de emergencia:
1,7 progenie/huevo). Por ello, las hembras de O. obscurus necesitan menos huevos de
L. occidentalis para ovipositar su reserva de huevos que una hembra de H.
pennsylvanicus, la que necesita un huevo de L. occidentalis por cada huevo ovipositado.
Por lo que se espera que el impacto causado por H. pennsylvanicus en la poblacién de
L. occidentalis sea mayor que el causado por O. obscurus (Cornelius et al., 2018). Sin
embargo, H. pennsylvanicus se caracteriza por parasitar todos o la mayoria de los
huevos de una puesta antes de buscar una nueva, posiblemente limitando su capacidad
dispersion, requisito necesario para su introduccion como ACB (Eilenberg et al.,2001).
La sex ratio (% hembras) fue mayor para H. pennsylvanicus (72,45%) que para O.
obscurus (41,2%), aunque la progenie de los huevos no fértiles de ambas especies esta
formada por machos uniparentales y haploides (n) (Frank y Gillett-Kaufman, 2006;
Heimpel y De Boer, 2008; Nechols et al., 1989). En este sentido, O. pityocampae cuenta
con la ventaja de reproducirse asexualmente por telitoquia (Ceballo y Walter, 2004;
Frank y Gillett-Kaufman, 2006) produciendo solamente hembras diploides (2n) (Tunca
et al., 2019).

En el grafico que relaciona la longevidad de las hembras y su fecundidad vitalicia (Figura
57), la supervivencia de las hembras suele decrecer paulatinamente con el paso de los
dias, por lo que la reduccion progresiva de la longevidad de las hembras de O. obscurus
con el paso de tiempo es un indicador de que las condiciones de desarrollo de los
ensayos fueron las adecuadas. La fecundidad varia con el tiempo en funcion del
comportamiento reproductivo de la especie. Las hembras de H. pennsylvanicus y O.
obscurus pueden comenzar a ovipositar tras emerger, aunque por Su caracter
débilmente sinovigénico (indice de ovigénia; H. pennsylvanicus: < 0,18, O. obscurus:
0,27) la mayoria de sus huevos siguen inmaduros y las hembras necesitan alimentarse
para completar la maduracion de los huevos, por lo que la oviposicion diaria depende
de las capacidades fisiologicas de las hembras (Fernando y Walter, 1999; Jervis et al.,

2001). La distribucion de la oviposicion a lo largo de la vida de H. pennsylvanicus (Figura
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33) y O. obscurus (Figura 57) sigue una tendencia escalonada y progresiva (Figura 34),
es decir, la disponibilidad de huevos maduros decrece con la oviposicion y aumenta con
la maduracion de huevos (Heimpel y Rosenheim, 1996). Los huevos de las hembras de
0. obscurus maduran antes que los de H. pennsylvanicus, ya que el 50,0% de los huevos
fueron ovipositados durante su segundo y sexto dia de vida, y el 90,0% al onceavo y
quinceavo dia, respectivamente. Sin embargo, la dinamica de maduracion de los huevos
de O. obscurus tiene que ser definida mediante la diseccion de hembras de diferentes
edades (Aung et al., 2010).

La sex ratio (% hembras) de la progenie de O. obscurus no fue influida por el tamano de
la puesta y aumenté de forma significativa con la edad (Figura 56). En general, la
proporcion de machos de la progenie aumenta con la edad de la hembra por el
agotamiento del esperma almacenado, como es el caso de H. pennsylvanicus, especie
que se aparea una sola vez tras la emergencia (Ganjisaffar y Perring, 2020; Sabbatini
Peverieri et al., 2012). La tendencia de la sex ratio de la progenie de O. obscurus puede

indicar que las hembras copulan varias veces a lo largo de su vida.

Tras definir la longevidad y la fecundidad de las hembras a lo largo de su vida (Figura
57) se pueden definir sus parametros demograficos, que son aquellos indican la
dinamica poblacional futura. La comparacion de los parametros demograficos de O.
obscurus y H. pennsylvanicus también favorecen la seleccion de este Ultimo como ACB
de L. occidentalis. La tasa bruta de reproduccion (GRR) define el crecimiento potencial
de la poblacién sin tener en cuenta limites ecolégico, es decir, es el limite poblacional
maximo de crecimiento poblacional, siendo el valor real inferior (Ro) al tratarse de un
parametro dificil de conseguir en condiciones naturales. Este parametro es mucho
mayor para H. pennsylvanicus (144,46 hembras/hembra/generacion) que para O.
obscurus (3,55 hembras/hembra/generacion). La tasa neta de reproduccion (Ro) o la
ratio de reemplazamiento, define la progenie media producida por una sola hembra a lo
largo de toda su vida teniendo en cuenta la mortalidad. Ese parametro fue menor que
la GRR en ambas especies, y siguid siendo mucho mayor para H. pennsylvanicus
(101,86 hembras/hembra/generacion) que para 0. obscurus (3,19
hembras/hembra/generacion). El ritmo de incremento de la poblacion de H.

pennsylvanicus es mucho mayor respecto al de O. obscurus para un tiempo
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generacional (T) similar (H. pennsylvanicus: 22,48 dias; O. obscurus: 23,96 dias). La
tasa intrinseca de crecimiento (rm) define el crecimiento potencial diario de una
poblacion. Siguiendo la misma tendencia que Ro, fue mucho mayor para H.
pennsylvanicus (rm: 0,203 hembras/hembra/dia) que para O. obscurus (rm: 0,05
hembras/hembra/dia). En ambas especies, la poblacion aumenta porque el nimero de
individuos aumenta diariamente (Rm > 1) y el nimero de individuos que constituye la
nueva generacion es mayor que el numero de individuos de la poblacion anterior (Ro >
1). El menor ritmo de crecimiento diario de la poblacion de O. obscurus influyé en su
periodo de duplicacion de la poblacion (Tq4), siendo mucho mayor (14,34 dias) respecto

al de H. pennsylvanicus (3,37 dias).

Tras la comparacion de los parametros de la tabla de vida y los parametros demograficos
de O. obscurus y H. pennsylvanicus en huevos de L. occidentalis, y tomando como
referencia los valores de algunos de estos parametros para otras especies de
parasitoides de la familia Encyrtidae y Scelionidae criados en huevos de especies con
las que han coevolucionado o no (Tabla 26), no se puede concluir que O. obscurus sea
un buen candidato como ACB nativo de L. occidentalis a pesar de sus aceptables niveles
de parasitismo en campo. Sin embargo, su uso como ACB simplifica la evaluaciéon de
riesgos que supondria su liberacion, en comparacion con la liberacion de especies
exoticas (Roversi et al., 2017). A pesar de que la especie exdtica H. pennsylvanicus fue
propuesta como ACB de L. occidentalis en Europa, por los resultados obtenidos en
laboratorio y su bajo impacto sobre especies no objetivo presentes en Italia (Roversi et
al.,, 2014), es necesaria la evaluacion de su comportamiento en los ecosistemas
europeos (Sabbatini Peverieri et al., 2012; Cornelius et al., 2018; Martel et al., 2019),
de su capacidad de adaptacion a los nuevos habitats y fuentes de alimento que
aseguren su longevidad y maduracion de los huevos, de su éxito reproductivo en campo
y de su capacidad de establecimiento y dispersion (Ceballo y Walker, 2004; Chailleux et
al., 2012; Desneux, et al., 2007; Eilenberg et al., 2001; Martel et al., 2019; Sabbatini
Peverieri et al.,, 2012; Stiling, 1993). Ademas, seria conveniente realizar una nueva
evaluacion de los riesgos asociados con su introduccion (Van Lenteren et al., 2003) en
especies no objetivo susceptibles de ser parasitadas diferentes a las evaluadas en Italia,

debido al amplio rango de distribucion de L. occidentalis en Europa (Binazzi et al., 2016;
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Roversi et al., 2013). Por otro lado, no puede descartarse que esta especie sea
introducida de forma accidental en Europa, como ha ocurrido recientemente en Japon
(Komeda et al., 2020).

La gran diferencia entre los valores de los parametros demograficos de O. obscurus en
huevos de L. occidentalis en comparacion con aquellos obtenidos con otros parasitoides
en huevos de especies con las que han coevolucionado o no (Tabla 26) puede hacer
sospechar que las condiciones de desarrollo de los ensayos no fueran las adecuadas,
ya que se realizaron en condiciones de laboratorio sin controlar la temperatura y ni la
humedad, como suele hacerse en este tipo de ensayos. Martel et al. (2019) también
definieron los parametros demograficos de G. gonikopalense en huevos de B. hilaris en
condiciones de laboratorio, siendo sus valores de tasa intrinseca de crecimiento (rm),
tasa neta de reproduccion (Ro) y tiempo de duplicacion de la poblacion (T4) menores
respecto al resto de los ensayos realizados en condiciones controladas (Tabla 26). Por
lo que no hay que descartar que los valores demograficos de O. obscurus en huevos de
L. occidentalis mejorasen si los ensayos se desarrollasen en condiciones controladas de

temperatura y humedad.

El género Ooencyrtus ha sido previamente utilizado con éxito como ACB en PCB (Huang
y Noyes, 1994; Noyes, 1980; Noyes y Hayat, 1994), por lo que no hay que descartar el
uso de especies europeas de este género, como son O. obscurus, O. pityocampae y O.
telenomicida, como ACB de L. occidentalis. La combinacion de estas especies podria
aumentar su impacto en la poblacion de L. occidentalis por adicion de sus ventajas,
como es el caracter débilmente sinovigénico y la capacidad de O. obscurus y O.
pityocampae para parasitar huevos de L. occidentalis en avanzado estado de desarrollo,
incrementando las probabilidades de realizar la oviposicion sin necesidad de gastar
recursos buscando huevos recién ovipositados, el caracter telitdquico de O.
pityocampae o la amplia distribucion de su hospedante principal, T. pityocampa (Binazzi
et al., 2013; Martel et al., 2019; Power et al., 2020; Sabbatini Peverieri et al., 2013;
Straser et al., 2022; Tunca et al., 2022).

El control biolégico con ACB nativos permite equilibrar la densidad de la poblacion plaga
a la vez que se asegura la conservacion de la biodiversidad, sin embargo, las especies

de parasitoides de huevos de L. occidentalis nativas de Europa no son tan buenas
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candidatas como ACB en comparacion con el principal parasitoide de huevos en su area
nativa, H. pennsylvanicus. En cualquier caso, el uso de parasitoides de huevos como
ACB, para reducir los danos causados por L. occidentalis en pinas y pinones de P. pinea,
requiere de sueltas tras la finalizacion de la oligopausa de esta especie, cuando

ocasiona los danos mas severos en las cosechas de pinén blanco.
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Tabla 26. Comparacion de algunos parametros de la tabla de vida y demograficos de varios parasitoides de huevos y plagas. C: Coreidae P: Pentatomidae; A: reproduccion

arrenotéquica; 1sex ratio (machos/hembras); 2sex ratio (% hembras) (Catalan y Verdd, 2005; Ganjisaffar y Perring, 2020; Giovannini et al., 2020; Martel et al., 2019;
Mohammadpour et al., 2018; Nechols et al., 1989; Power, 2020; Roversi et al., 2017; Sabbatini Peverieri et al., 2012; Straser et al., 2022; Tunca et al., 2019).
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O. obscurus L. occidentalis C No 16,9 2,3 7,7 41,22 A 0,05 3,19 23,96 14,34
0. anasae A. tristris C Si 40,2 7,1 32,2 81,02 A 1,160 23,9 19,9 4,3
0. pityocampae B. signatum P Si 9,0 14,5 122,5 1:4,21 T - - - -
& 0. telenomicida G. lineatum P Si 45,9 20,4 94,6 71,2t A 1,154 52,96 25,87 4,52
S
'g 0. telenomicida N. viridula P No 25,3 30,9 120,9 0,421 A - - - -
(&)
iy O. pityocampae B. hilaris P No 42,6 18,8 42,7 100,01 T - - - -
O. lucidus B. hilaris P No 70,8 37,3 227,3 - A 0,171 103,8 27,1 4,0
0. mirus B. hilaris P No 58,1 40,4 118,0 80,52 A 0,175 106,2 26,7 4,0
0. gonoceri G. italicum italicum P No 46,6 38,2 173,8 35,22 - 0,168 48,37 23,02 4,11
H. pennsylvanicus L. occidentalis C Si 40,3 23,0 144,6 72,52 A 0,206 101,86 22,48 3,37
Q B
5 H. pennsylvanicus L. zonatus C Si 30,6 10,1 39,7 92,81 A 0,22 35,70 17,0 3,68
c
% H. pennsylvanicus A. tristris C Si 39,2 22,0 80,7 78,02 A 0,195 57,8 20,8 3,5
& G.gonikopalense B. hilaris P No 31,9 - 59,2 46,3t - 0,094 26,4 27,6 6,67
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6. Conclusiones

Las conclusiones extraidas de los resultados de los ensayos desarrollados para dar

respuesta a los objetivos definidos en esta tesis se enumeran a continuacion:

(1)

()

Leptoglossus occidentalis es uno de los factores responsables del decaimiento
de la cosecha de pindn blanco, conocido como “sindrome de la pina seca”, ya
gue los danos causados por su alimentacion son similares a los sintomas
asociados con dicho sindrome. Sin embargo, los danos detectados en pinas
protegidas de la plaga desde su polinizacion indican la existencia de otros
factores, internos o externos, relacionados con el decaimiento de la cosecha de

pindn blanco.

La severidad de los danos causados por la alimentacion de L. occidentalis varia
en funcion del momento del desarrollo fenolégico de las pinas y pifones en la
gue se produce, reduciéndose con el avance del desarrollo. La mortalidad de las
pinas durante su primer y tercer ano de desarrollo sigue una tendencia
estacional, reduciéndose con la lignificacion de las bracteas; mientras que la
mortalidad de las pinas de segundo ano es elevada a lo largo de toda la
temporada. El rendimiento y la proporcion de pinones sanos aumenta de forma
progresiva con la maduracion de los pinones, mientras que la severidad de los
danos en los pinones disminuye siguiendo la siguiente secuencia: pinones
abortados, pinones sin endospermo con el tegmen fusionado (lIf) o no fusionado

a la testa (llu) y pinones con el endospermo total (It) o parcialmente danado (Ip).

La poblacion de L. occidentalis es responsable de la mortalidad de las pinas
inmaduras, de la reduccion del nimero de pinones por pina, del rendimientoy de
la proporcion de pinones sanos y del aumento de la proporcion de pifones

danados.

La comunidad de parasitoides nativos de huevos de L. occidentalis en la meseta
Norte esta formada por las especies generalistas O. pityocampae y O. obscurus.
La Gltima especie no ha sido citada previamente parasitando huevos de L.

occidentalis, por lo que se trata de una nueva relacion parasitoide-hospedante.
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(VIN)

(VI

La especie O. obscurus presenta una mayor aptitud para parasitar puestas y
huevos de L. occidentalis en campo en comparacion con O. pityocampae. El valor
del indice de eficiencia de descubrimiento de las puestas, del porcentaje de
parasitismo, del impacto sobre la poblacion de L. occidentalis y del indice de
eficiencia de explotacion de las puestas es mayor para O. obscurus en los dos
habitats en los que se desarrollan los ensayos y a lo largo de tres anos en uno de

los habitats.

El periodo maximo de actividad de los parasitoides nativos en los huevos de L.
occidentalis abarca desde la primera semana de julio hasta la segunda semana
de septiembre, no solapandose con el comienzo de la actividad de L. occidentalis

a finales de mayo.

El tamano de la puesta de L. occidentalis no influye en la probabilidad de que O.
obscurus parasite los huevos, en la ratio de emergencia de los parasitoides ni en

la sex ratio de la progenie.

La estrategia de reproduccion asexual de O. obscurus es la partenogénesis
pseudo-arrenotéquica. La progenie de los huevos fecundados puede estar
formada por machos o hembras, mientras que la de los huevos no fecundados

esta formada exclusivamente por machos uniparentales y haploides (n).

Los parametros demograficos, de la tabla de vida y la relacién entre la fecundidad
y longevidad de las hembras sugieren que la capacidad de O. obscurus como
agente de control biolégico de L. occidentalis, en condiciones estandar de
laboratorio, es menor que la definida para su principal enemigo natural, H.
pennsylvanicus en Norteamérica. Sin embargo, el caracter nativo de O. obscurus

lo hace un buen candidato como ACB.

La apariencia externa de los huevos de L. occidentalis parasitados por O.
obscurus varia con el tiempo: la primera senal de parasitismo que se observa es
la presencia de stalks sobre el corion del huevo, a los 3,9 dias de media se
comienzan a distinguir puntos o lineas oscuras bajo el corion, a los 8,5 dias se
comienza a detectar el detritus de la larva vy, finalmente, a los 21,0 dias

comienzan a emerger los parasitoides.
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