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1. Introduccion

Monochamus galloprovincialis y M. sutor son plagas secundarias de pinos pre-
sentes en Europa y Norte de Africa. El primero de ellos ha sido identificado como
el vector en Europa del nematodo de la madera del pino Bursaphelenchus xylophi-
lus (Sousa et al., 2001), siendo el segundo probablemente capaz de transmitirlo
también (Evans et al., 1996). Este nematodo es el causante de la enfermedad del
marchitamiento de los pinos (Wingfield, 1982), que ha causado graves pérdidas en
los paises donde ha sido introducido (Shin, 2008; Zhao, 2008). En Europa se ha ex-
tendido por gran parte de Portugal (Daub, 2008; Rodrigues, 2008) y en Espaiia se
han detectado cuatro focos desde su introduccion en 2008 (Esparrago, 2012). El
manejo de la enfermedad a través de sus insectos vectores se considera una de las
estrategias mas prometedoras y el uso de trampas cebadas con atrayentes especifi-
cos ha mostrado ser una alternativa eficaz y preferible al uso de insecticidas. La pre-
sente tesis aporta avances importantes en el desarrollo de trampas y cebos atrayen-
tes eficaces para estas especies asi como en la aplicacidon de estas herramientas al
control biologico con hongos entomopatdgenos, mediante técnicas de autodisemi-
nacion.
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2. Desarrollo de trampas para la captura de M. galloprovincialis vivos
2.1 Antecedentes

Un sistema de trampeo eficaz puede ser util no solo para el monitoreo del in-
secto vector sino también para el control directo de su poblacion. El trampeo, ade-
mas, puede proporcionar informacion clave sobre la carga de nematodos transpor-
tados por los insectos siempre que €stos permanezcan vivos en la trampa, permi-
tiendo la deteccion temprana de focos de infeccion (Schroeder, 2012). Los progra-
mas de trampeo de Monochamus han utilizado tanto trampas multiembudo (Lind-
gren, 1983) como de intercepcion (Graham et al., 2012a). Aunque trabajos previos
habian comparado la eficacia de estos dos disefios fundamentales, no quedaba
claro si alguno de ellos era mas apropiado para capturar insectos tan agiles como
Monochamus. Lo que si se daba por probado es que los abundantes bordes y su-
perficies de estas trampas facilitaban que los insectos atraidos escaparan antes de
caer en su interior (Graham et al., 2012b). En nuestro estudio se desarrollaron
distintos disefos de trampas (Figura 1) y se compararon con los modelos estan-
dar comerciales para determinar cudles maximizaban el nimero de insectos cap-
turados y la proporcion de ellos que permanecia viva. En total se evaluaron 12 mo-
delos de trampas en cinco experimentos de campo realizados en Francia, Espafa
y Portugal (7ablal).
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Figura 1. Disefios de trampas probados en los experimentos: (a) Multiembudo, (b) intercepcion, (c)
colector extendido en trampa multiembudo con fondo de malla, (d) colector extendido en trampa de in-
tercepcion con fondo de malla, (e) Polytrap®, (f) MasTrap L*, (g) trampa de intercepcion transparente.
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Tabla 1. Descripcién, proveedor, pais y afio del ensayo en el que se evalud cada tipo de trampa.

Descripcion Proveedor Ao / Pais
Multiembudo con colector Modificada a mano 2010 / Espana
recubierto de Fluon y fondo de malla por Econex (Murcia, Espaia)

Multiembudo totalmente recubierta Modificada a mano 2010 / Espana
de Fluén por Econex (Murcia, Espaia)
Multiembudo con colector Modificada a mano 2010 / Espana
recubierto de Fluon por Econex (Murcia, Espaia)
Multiembudo Proporcionada por Econex 2010 / Espana
(Murcia, Espafia)
Intercepcion con DDVP* Proporcionada por Econex 2010 / Espana
(Murcia, Espafia)
Multiembudo con DDVP* Proporcionada por Econex 2010 / Espana
(Murcia, Espaia) 2011 / Francia,
y Contech (Loc,Canada) Portugal y Espaia
Intercepcion totalmente recubierta Proporcionada por Econex 2011 / Francia, Portugal
de Teflon y colector extendido (Murcia, Espaia) y Espaiia; 2012 / Espafia
Multiembudo totalmente recubierta Proporcionada por Econex 2011, 2012 / Espafia
de Teflon y colector extendido (Murcia, Espafia)
Polytrap® con DDVP* Proporcionada por Purpan
Engineering School 2011 / Francia, Espaia
(Toulouse, Francia)
MasTrap L* con DDVP* Proporcionada por Biotop 2011 / Francia
(Livron sur Drome, Francia)
Multiembudo totalmente recubierta Proporcionada por Econex 2011 / Portugal
de Tefon (Murcia, Espafia)
Intercepcion transparente Hecha a mano 2011 / Portugal

* DDVP: 2,2-diclorovinil-dimetil fosfato (insecticida).

2.2 Resultados

El recubrimiento de Teflon aplicado a toda la trampa y el uso de botes colecto-
res extendidos y con ventilacion (fondo de malla) mejoraron significativamente el
rendimiento de las trampas permitiendo un aumento del numero de capturas de
hasta el 275%, en comparacion con los disefios estandar. Ademas, aproximada-
mente el 30% de los insectos capturados permanecieron vivos en este tipo de co-
lectores. Estos hallazgos han permitido el desarrollo de nuevos modelos de tram-
pas comerciales (Econex Multifunnel-12* y Crosstrap®; Econex, Murcia, Espaiia)
disponibles para los gestores forestales. Con los datos recogidos se ajustdé un mo-
delo de supervivencia de los insectos en el interior de la trampa, dando como re-
sultado que el tiempo transcurrido entre muestreos consecutivos, asi como la hu-
medad relativa y la radiacion maxima son las tres variables mas influyentes, de
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manera que las trampas pueden proporcionar una muestra util de insectos vivos si
se minimiza su exposicion al sol y se muestrean con una periodicidad razonable, no
superior a una semana.

3. Neuronas olfativas receptoras en M. galloprovincialis
3.1 Antecedentes

Hasta ahora se sabia que M. galloprovincialis respondia a algunos volatiles
emitidos por arboles hospedantes y escolitidos de los pinos (Pajares et al., 2004;
Ibeas ef al., 2007, 2008) y se sospechaba que pudiera ser sensible ademas a com-
puestos emitidos por madera quemada, dada la frecuencia con la que coloniza ar-
boles decrépitos tras un incendio. También se habia descrito 2-undeciloxi-1-etanol
como una feromona agregativa de esta especie liberada por los machos y atractiva
a ambos sexos (Pajares et al., 2010). Nunca se habia abordado el estudio morfolo-
gico y fisioldgico de los 6rganos olfativos a nivel de sensila en esta especia aunque
si se habia hecho para las especies norteamericanas M. notatus y M. scutellatus
(Dyer and Seabrook, 1975). En nuestro trabajo, se estudiaron las respuestas de 32
y 38 neuronas receptoras olfativas de M. galloprovincialis machos y hembras res-
pectivamente a varios de estos volatiles (7abla 2) usando la técnica de electrofisio-
logia de sensila unica.

3.2 Resultados

La caracterizacion morfoldgica mostrod que las antenas de M. galloprovincialis
albergan varios tipos de sensilas (Figura 2) y presentan similitudes con las de es-
pecies norteamericanas del mismo género (Dyer and Seabrook, 1975). Dos campos
sensoriales en ambos extremos de cada segmento antenal estan recubiertos de sen-
silas basiconicas, receptores quimicos que contienen una o dos neuronas olfativas.
No se encontr6 dimorfismo sexual respecto a la distribucion y abundancia de estas
sensilas a lo largo de la antena, sugiriendo que juegan un papel similar en ambos
sexos. Esta hipotesis es apoyada por el hecho de que ambos sexos se ven igualmen-
te atraidos por distintos volatiles (Pajares et al., 2004; Ibeas et al., 2007; Pajares et
al., 2010).

Las neuronas alojadas en las sensilas basiconicas respondieron con excitacio-
nes o inhibiciones a los diferentes volatiles ensayados. Un analisis de agrupamien-
to jerarquico encontrd seis grupos de neuronas de acuerdo al patron de sus res-
puestas (Figura 3): seis neuronas resultaron estar claramente especializadas en la
recepcion de la feromona agregativa. Las respuestas a cairomonas y volatiles de
humo fueron menos especificas pero un grupo de nueve células resulté claramen-
te excitado por €stos ultimos, lo que apoya la hipotesis de que podrian utilizar estos
olores para localizar sus arboles hospedantes. Un grupo de 8 células respondio
muy bien al a-pineno, B-pineno y cis-verbenol y otro grupo de 14 células respon-
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Tabla 2. Compuestos sintéticos empleados en los bioensayos.

Compuesto Solvente Pureza Proveedor

Feromona de agregacion

2-undeciloxi-1-etanol n-hexano 98% NRI
Volatiles de plantas hospedantes
(+)-Limoneno n-hexano >93% SEDQ
(+)-Canfeno n-hexano >90% SEDQ
p-Cimeno n-hexano >97% SEDQ
o—Pineno n-hexano >97% SEDQ
B—Mirceno n-hexano >90% SEDQ
B—Pineno n-hexano >97% SEDQ
3-Careno n-hexano >90% SEDQ
Feromonas de insectos escolitidos
2-Metil-3-buten-2-ol n-hexano >98% SEDQ
Cis-verbenol CH:CL 97% SEDQ
Ipsdienol n-hexano 93% SEDQ
Ipsenol n-hexano 93% SEDQ
Volatiles de humo
2-Metoxifenol CH:Cl: >98% SA
4-Metil-2-metoxifenol CH:Cl: >98% SA
4-Vinil-2-metoxifenol CH:CL >98% SA
Eugenol (2-metoxi-4-alilfenol) CH:Cl: >98% SA
Iso eugenol (2- metoxi -4-propenilfenol) CH:Cl: 99% SA
Vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido) CH:CL >97% SA

NRI, Natural Resources Institute, Chatham Maritime, Kent, UK. SEDQ, Sociedad Espafiola de Desarrollos Quimicos, Barce-
lona, Espana. SA, Sigma-Aldrich, Gillingham, Dorset, UK.

dié a un amplio rango de compuestos. El resto de las células (47%) no respondie-
ron, lo que sugiere que aun pueden desconocerse muchos compuestos semioquimi-
cos relevantes para esta especie.

4. Cebos eficaces para la captura de M. galloprovincialis
4.1 Antecedentes

En los ultimos afios se habian desarrollado atrayentes eficaces para la captura
de M. galloprovincialis (Ibeas et al., 2007; Pajares et al., 2010) basados en la fero-
mona agregativa de esta especie (2-undeciloxi-1-etanol), volatiles de los pinos
como el a-pineno y las cairomonas de escolitidos ipsenol y 2-metil-3-buten-2-ol.
El objetivo de nuestro estudio fue optimizar esta combinacion de volatiles para
mejorar su atraccion y especificidad, para lo cual se realizaron diez experimentos
de campo (nueve en Espana y uno en Francia).
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Figura 2. Fotografias de microscopio electronico de la antena de M. galloprovincialis. (A) Sensila
quética gruesa (a) y sensila quética de los machos (b). (B) Campo sensorial acanalado localizado en
el extremo proximal de los flagelos (macho). (C) Campo sensorial planiforme localizado en el extre-
mo distal de los flagelos (hembra). (D) Detalle del campo sensorial planiforme recubierto de sensilas
basiconicas (macho). (E) Sensila basicénica cilindrica (a) y aplanada (b). (F) Probablemente sensila
tricoidea (hembra). (G) Sensilas quéticas distales. (H) Sensila quética larga (hembra). (I) Organo cu-
puliforme (macho). (J) Grupo de poros bajo una sensila quética gruesa (macho).

4.2 Resultados

Los experimentos confirmaron que la feromona agregativa de M. gallopro-
vincialis es sinergizada por los volatiles de arboles hospedantes y escolitidos de
los pinos, lo que ya se habia encontrado en trabajos previos (Pajares et al., 2010;
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Figura 3. Espectro de respuestas de las neuronas olfativas de Monochamus galloprovincialis a 10 ug
de los compuestos ensayados. La barra muestra el codigo de color para las respuestas de inhibicion
(azul), respuesta pobre o sin respuesta (rango de grises) y excitaciones (en rojo). Las sensilas pueden
albergar mas de una neurona distinguible por la amplitud de su actividad (pequefia [S] o grande [L]).
Identificacion de las células en color blanco (hembras) o gris (machos). También se muestran las res-
puestas a los solventes (n-hexano o CH:Cl.).

Rassati ef al., 2012). Se observo una clara relacion dosis-respuesta sobre la fero-
mona, con trampas capturando de 2 a 3 veces mas individuos cuando se liber6 a
una tasa de 3 a 5 veces mayor. Este resultado llevo al fabricante (SEDQ, Espaiia)
a producir un nuevo cebo estandar (Galloprotect 2D), que libera una mayor dosis
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de feromona. Anteriormente se habia intentado sustituir sin €xito el o--pineno del
cebo (Pajares et al., 2010), un volatil de coniferas que atrae depredadores impor-
tantes como Temnochila caerulea o Thanasimus formicarius. Nuestros experimen-
tos demostraron que la adicién de este terpeno al cebo estandar no mejoraba sig-
nificativamente las capturas, 1o que hace que el uso de este terpeno no sea reco-
mendable. Ninguno de los otros terpenos probados en nuestros experimentos (Fi-
gura 4) mejoro significativamente el cebo estandar. Aunque este trabajo ha dado
lugar al desarrollo de un nuevo cebo comercial altamente atrayente para los insec-
tos maduros, ninguna de las mezclas ensayadas tuvieron éxito en la atraccion de
adultos inmaduros. Futuras investigaciones deberan buscar atrayentes para estos
msectos.

5. Cebos eficaces para la captura de M. sutor
5.1 Antecedentes

Se sabia que las cairomonas de escolitidos son atractivas para ambos sexos de
M. sutor y se habia identificado también 2-undeciloxi-1-etanol como una feromo-
na agregativa de esta especie (Pajares ef al., 2013). Este hallazgo abrié la posibili-
dad de desarrollar un cebo eficaz para este insecto. Los volatiles de humo también
podrian jugar un papel relevante en la localizacion de hospedantes como lo hacen
para M. galloprovincialis. Se realizaron electroantenografias sobre M. sutor para re-
gistrar su respuesta antenal a cairomonas de escolitidos. Posteriormente se llevaron
a cabo 11 experimentos de atraccion en campo durante tres afios en tres paises (Es-
pana, Suecia y Austria), con la finalidad de desarrollar un cebo feromonal-cairomo-
nal operativo y eficaz para el manejo de M. sutor.

5.2 Resultados

Los registros de GC-EAG mostraron que ambos sexos de M. sutor respondie-
ron al ipsenol y al ipsdienol, y las hembras ademas al 2-methyl-3-buten-2-ol y chal-
cogran. En los ensayos de campo el ipsenol resultd ser la cairomona mas atractiva
para ambos sexos. Por el contrario, ipsdienol, cis-verbenol y 2-methyl-3-buten-2-
ol resultaron ser débilmente atractivos y el chalcogran no lo fue en absoluto. Com-
binados con la feromona agregativa, la mayoria de las cairomonas de escolitidos au-
mentaron el numero de capturas, pero solamente el ipsenol lo hizo de forma signi-
ficativa. El chalcogran no tuvo ningun efecto. A la vista de estos resultados, el ip-
senol no solo se mostré como la cairomona mas atractiva de forma individual para
M. sutor, sino que también resultd ser la mejor para sinergizar con su feromona. Los
resultados con volatiles de humo emitidos por los pinos quemados fueron negati-
vos, lo que sugiere que estas sefiales probablemente no estan implicadas en la bus-
queda de arboles hospedantes por esta especie.
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Figura 4. Capturas medias (+ SE) de M. galloprovincialis en los experimentos 7 (2011) (a), 8 (2011) (b)
and 9 ab (2013) (c¢). Las barras con la misma letra no son significativamente diferentes (test HSD de Tukey
con o = 0.05).
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6. Hongos entomopatogenos para el control biologico
de M. galloprovincialis

6.1 Antecedentes

Algunos estudios habian mostrado que los hongos entomopatégenos pueden ser
patdégenos naturales comunes de plagas forestales (Draganova, et al., 2013;. Peng
etal.,2011;. Sevim et al., 2010). En nuestro trabajo se llevé a cabo un exhaustivo
muestreo sobre casi 500 trozas de pinos colonizados de forma natural por M. ga-
lloprovincialis con la finalidad de encontrar insectos infectados de los que se pu-
dieran aislar hongos entomopatogenos. Posteriormente se realizaron ensayos de
patogenicidad y capacidad de transmisidn para evaluar su potencial en el manejo de
esta especie.

6.2 Resultados

A partir de los ejemplares encontrados se aislaron por primera vez de M. gallo-
provincialis las tres cepas de hongos entomopatogenos Isaria farinosa (Holmsk.) Fr.,
Lecanicillium attenuatum (Zare & W. Games) y Beauveria pseudobassiana (Bals.)
Vuill. En los bioensayos de patogenicidad la cepa B. pseudobassiana EABps 11/01-
Mg demostro6 ser el aislamiento mas agresivo contra M. galloprovincialis, causan-
do una mortalidad del 100% de los ejemplares inoculados. La efectividad de este
hongo en la supresion de la enfermedad del marchitamiento de los pinos depende de
su capacidad para matar a los insectos antes del pico de transmision a los arboles
sanos (Shimazu, 2004), de 2 a 6 semanas después de la emergencia (Naves et al.,
2007). Por lo tanto se estudio la capacidad de transmisidn horizontal (de unos adul-
tos a otros) y vertical (de una generacion a la siguiente), tanto con una suspension
de conidios en agua (1 x 10® conidios/ml) como con una preparacion seca en polvo
de talco (4.25 x 10° conidios/g). No se encontraron evidencias de transmision cuan-
do se utiliz6 la suspension acuosa. Sin embargo, con la preparacion seca murieron
el 100% de los insectos infectados por transmision horizontal y su tiempo medio de
vida se redujo significativamente (de 21.10 y 25.00 dias en los controles a 10.40 y
10.00 en los machos y hembras infectados, respectivamente). Del mismo modo, los
bioensayos revelaron una reduccidn significativa en la descendencia que apunta a
una reduccion de la progenie inducida horizontalmente. Estos resultados validan el
potencial de la cepa de B. pseudobassiana, que podria ser utilizado mediante técni-
cas de autodiseminacién en el control integrado de los vectores del nematodo de la
madera del pino.
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