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RESUMEN

En las dltimas décadas, Uruguay ha experimentado un aumento significativo en el transporte de
productos y personas, asi como en el area plantada con Eucalyptus de origen clonal (85%). Esto,
sumado a que el pais no cuenta con barreras geograficas, ha favorecido el ingreso de plagas
forestales como la avispa agalladora del eucalipto, Leptocybe invasa (Hymenoptera: Eulophidae).
Esta especie cuarentenaria fue detectada por primera vez en Uruguay en el afio 2011,
extendiéndose rapidamente por el pais. Si bien no existe una metodologia de manejo efectiva, se
considera que el control bioldgico y la resistencia de plantas a insectos serian las mas adecuadas.
Teniendo en cuenta que las plantaciones forestales del pais estdn constituidas mayoritariamente
por clones de E. grandis y E. dunnii, es importante estudiar el comportamiento de estas especies
frente al ataque de L. invasa. En este contexto el objetivo general del presente trabajo fue estudiar
la preferencia de oviposicion y susceptibilidad de Eucalyptus spp. al ataque de L. invasa. Para
evaluar la preferencia de oviposicion y susceptibilidad se realizé un test con chance de escoger
(TCC) y un test en el que la plaga no tenia opcion de escoger (TSC) en condiciones de semicampo
(invernaculo) en la ciudad de Tacuarembd. Se evaluaron tres clones de E. dunnii (A, By C) y tres
clones de E. grandis (D, E y F), donde F es un genotipo conocido por ser muy susceptible a L.
invasa. Se realizaron cortes anatomicos de hojas y tallos aplicando tinciones e histoquimica para
estudiar la influencia de la anatomia en la susceptibilidad de los eucaliptos a la plaga. Todos los
clones estudiados mostraron sintomas de ataque. Los clones D y E fueron los Unicos que no
formaron agallas. El clon F, desarroll6 agallas en la nervadura central y el tallo, mientras que los
clones A, B y C solo presentaron agallas en la nervadura central. En el TCC se observé que los
clones de E. dunnii (A, By C) fueron los mas atacados. El clon C fue el més susceptible en ataque
al peciolo y rama o tallo. Respecto al TSC, el clon B fue significativamente mas atacado en la
mayoria de las variables evaluadas. El clon testigo F, mostrd6 un mayor nivel de ataque en
comparacion con el TCC. Se observaron diferencias significativas en la preferencia de
oviposicién entre los clones. Los clones E y D (E. grandis) mostraron menor susceptibilidad en
ambos tests. Si bien E. grandis y E. dunnii presentan algunas similitudes anatomicas, se pudieron
observar diferencias en la composicion y disposicion de los diferentes tejidos entre los clones
estudiados. Los clones mas atacados presentaron diferencias a nivel de la epidermis y de la
disposicion de los haces vasculares en comparacién con los clones menos afectados. En
conclusidn, se pudieron observar diferencias significativas en la preferencia de oviposicion de L.
invasa entre los clones estudiados y algunas evidencias de correlacién anatdmica que deberan ser

confirmadas a futuro.



ABSTRACT

In the last decades, Uruguay has experienced a significant increase in the transportation of goods
and people, as well as in the area planted with Eucalyptus clones (85%). Our country's
geographical barriers absence have facilitated the income of forestry pests such as the eucalyptus
gall wasp, Leptocybe invasa (Hymenoptera: Eulophidae). This quarentenary pest was first
detected in Uruguay in 2011 and has quickly spread throughout the country. Although there is no
effective control methodology, biological control and plant resistance to insects are considered
the most suitable approaches. Given that the country's forest plantations are predominantly
composed by E. grandis and E. dunnii clones, it is important to study how these species respond
to the L. invasa attacks. The main objective of this work was to study the oviposition preference
and susceptibility of Eucalyptus spp. to L. invasa. To evaluate oviposition preference and
susceptibility, a Choice Test (TCC) and a No-Choice Test (TSC) were conducted under semi-
field (greenhouse) conditions in Tacuarembd city. Three E. dunnii (A, B, and C) clones and three
E. grandis (D, E, and F) clones, with F being a genotype known to be highly susceptible to L.
invasa, were assessed. Anatomical cross-sections of leaves and stems were performed using
staining and histochemistry to study the influence of anatomy on the susceptibility of Eucalyptus
to this pest. All studied clones exhibited symptoms of attack. Clones D and E were the only ones
that did not form galls. The clone F developed galls on the central vein and stem, while clones A,
B, and C only had galls on the central vein. In the TCC, the E. dunnii (A, B, and C) clones were
the most attacked. The clone C being the most susceptible to attack on the petiole and stem. In
the TSC, Clone B was significantly more attacked across most variables. The clone F (control)
showed a higher level of attack compared to the TCC. Significant differences in oviposition
preference among clones were observed. Clones E and D (E. grandis) showed lower susceptibility
in both tests. While E. grandis and E. dunnii share some anatomical similarities, differences in
composition and tissue arrangement among the studied clones were observed. The most attacked
clones exhibited differences in epidermis and vascular bundle arrangement compared to the less
affected clones. In conclusion, we observed significant differences in L. invasa oviposition
preference among the studied clones, along with some anatomical correlations that should be

confirmed in future studies.
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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia de la forestacion a nivel mundial

La forestacion es una de las principales actividades generadoras de divisas a nivel
mundial. Existen diferencias en las caracteristicas de las plantaciones forestales entre los
hemisferios. Mientras que el hemisferio norte se caracteriza por el uso mayoritario de especies y
manejo de bosques nativos, en el hemisferio sur se suelen utilizar especies exéticas siendo los

géneros Eucalyptus L'Hér (Myrtaceae) y Pinus Linneo (Pinaceae) los mas importantes [1].

1.2 Importancia del sector forestal en el Uruguay

El sector foresto-maderero es considerado en la actualidad una de las principales actividades
productivas del Uruguay, ocupando los primeros lugares a nivel de exportaciones [2], [3]. En el
afio 2021 la superficie de plantaciones forestales se aproximd al 1.1 millones de hectareas siendo
los géneros exoticos Eucalyptus (85.5%) y Pinus (13.7 %) los de mayor importancia [4]. Las
plantaciones comerciales de Eucalyptus spp. en nuestro pais se caracterizan por el uso de material
de origen clonal y en menor proporcién de origen seminal, siendo las especies Eucalyptus dunnii
Maiden y Eucalyptus grandis W.Hill ex Maiden, las que ocupan la mayor superficie [4]. El
principal destino de la madera en Uruguay es para la produccién de pulpa de celulosa, seguida de

la aserrada y debobinada [2], [3].

1.3 Principales factores que pueden afectar la productividad forestal.

Al igual que otros cultivos, las plantaciones forestales pueden verse afectadas por factores
bidticos (insectos, enfermedades, malezas), como por factores abiodticos (condiciones
climéticas extremas, temperatura, luz, disponibilidad de agua, salinidad, pH y fertilidad del
suelo). Estos generan estrés en las plantas y en consecuencia pérdidas en la productividad o
incluso pueden ocasionar su muerte [5]. Los insectos y los microorganismos son

considerados los principales agentes bidticos que afectan los bosques de produccion [6].

1.4 Insectos plaga de mayor importancia para el sector forestal uruguayo.

Las hormigas cortadoras representan la principal amenaza dentro de los insectos plagas
que pueden afectar las plantaciones forestales en Uruguay [7]. Por ello, es inviable realizar
una plantacién sin realizar un control previo, utilizando insecticidas granulados en base a
cascara de naranja y Fipronil [7]. Sin embargo, en los Gltimos afios el ingreso de especies
de insectos plaga exdticas se ha incrementado exponencialmente, condicionando la

produccién forestal del pais [8].

11



Los insectos agalladores como Leptocybe invasa Fisher & La Salle, 2004 (Hymenoptera:
Eulophidae), la avispa agalladora del eucalipto, son uno de los principales problemas para la
produccidn de Eucalyptus spp. a nivel de vivero 'y campo [9], [10]. Este gremio de insectos genera
alteraciones de los 6rganos de las plantas ocasionando una indiferenciacion del tejido préximo al
estado inmaduro (en este caso las larvas) que esta desarrollandose dentro del érgano afectado
[9]. Los cuéles producen modificacion del tamafio, forma (hipertrofia) y nimero de células
(hiperplasia), culminando con la formacion de estructuras anormales en las plantas llamadas

agallas [11].

1.5 Caracteristicas generales de Leptocybe invasa.

1.5.1 Caracteres diagnosticos de los adultos de la avispa agalladora del eucalipto.
L. invasa es una especie de microhimendptero, perteneciente a la familia Eulophidae,

subfamilia Tetrastichinae. Si bien cuando fue descripta se consideraba una especie constituida
solo por hembras (uniparental) [12], en el afio 2005 se describié al macho [13]. Por lo que
actualmente se la considera una especie biparental (presencia de ambos sexos), a pesar de que los
machos son escasos [13].

Los caracteres diagndsticos descritos a continuacion fueron realizados en base a la
descripcion original de la especie realizada por [12], [14], para las hembras y de [13] para el

macho.

e Hembra

Se caracteriza por tener un tamafio de 1.1-1.4 mm. Presenta una coloracion castafio oscuro
en la cabeza, tdrax, coxas medias y posteriores con brillo metélico azul verdoso; el abdomen es
castafio oscuro alternado con bandas mas claras (Fig. 1 A-B). Las coxas anteriores, trocanter,
fémur, tibia y primeros tarsitos son de color amarillo palido, tarsitos apicales de color castafio
(Fig. 2 A-B). El escapo de las antenas es amarillo palido en la base oscureciéndose hacia el apice,
el funiculo y la clava pueden ser de color castafio a castafio claro y ambos presentan tres
segmentos. (Fig. 2 C). Las alas son hialinas con las nervaduras de color castafio claro (Fig. 2 D).

El abdomen presenta un aspecto globoso (Fig. 1 A).
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Figura 2. Coloracion de las patas, alas y antenas de las hembras de L. invasa. A. Antena. B. Alahialina,

nervaduras castafio claro. C. Coxas medias y posteriores.
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e Macho

Es de menor tamafio que la hembra, presenta una longitud de 0.8-1.2 mm. Su coloracién
es similar a la hembra, excepto por lo siguiente: cabeza y mesosoma castafio oscuro con un brillo
metalico azul-verdoso mas intenso que en el metasoma en vista dorsal (Fig. 3 A-B). Las patas son
de color amarillo palido, excepto las coxas media y posterior tienen un brillo metélico. El funiculo
presenta cuatro segmentos en lugar de tres, con abundantes setas largas y clava de tres segmentos.
El escapo es amarillo palido oscureciéndose dorsalmente en el apice; el pedicelo es amarillo
palido, oscuro dorsalmente en su base; el funiculo y la clava son de color castafio claro (Fig. 3 C).
Haédomen a diferencia de las hembras es alargado terminado en punta dejando expuesto el
aedeago (Fig. 3 A).

Figura 3. A-B. Coloracién del macho de L. invasa A. En vista lateral. B. En vista dorsal y C.
Antena con funiculo de cuatro segmentos y abundantes setas largas.
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1.5.2 Ciclo de vida y formacion de las agallas.

Leptocybe invasa es una especie fitéfaga galicola, es decir que induce la formacion de
agallas en tejidos vegetales de sus hospederos [11], [15]. Se reproduce principalmente por
partenogénesis telitoca, en la cual la descendencia generada son hembras y raramente se observan
machos, por lo que secundariamente podria darse la reproduccion sexual [10]. Las hembras son
proovigénicas (sus huevos estan maduros) y al momento de emerger de la agalla puede comenzar
a oviponer [16]. Estas insertan el ovipositor preferentemente en ambos lados de la nervadura
central, en los peciolos y/o en los tallos en crecimiento [12], [17].

El primer sintoma observado son las cicatrices de oviposicion, donde comienza a verse
tejido mas oscuro ocasionado por la insercion del ovipositor (Fig. 4). Posteriormente las larvas
eclosionan de los huevos, comienzan a liberar compuestos quimicos similares a hormonas de
crecimiento delas plantas, que generan una respuesta al ataque en los diferentes tejidos afectados
[18].

el Ty Tas »

o 02
"-'E;‘x" 1
Ml P

Figura 4. Marcas de oviposicion de L. invasa en brotes, nervadura central y peciolo de

Eucalyptus grandis.

Estudios realizados por [12] en Israel, propusieron que L. invasa presenta cinco etapas de
desarrollo de los estados inmaduros dentro de las agallas (Fig. 5). Las mismas fueron definidas

en base a los cambios morfol6gicos y de coloracion en los tejidos afectados externamente, los que
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se correlacionan con el ciclo biolégico de la avispa en su interior.

Etapa 1: entre una a dos semanas posterior a la oviposicion se comienza a ver los primeros
sintomas de formacién de las agallas, en caso de que el genotipo sea susceptible (Fig. 5 A), las
cuales van aumentando de tamafio pasando a la Etapa 2 (Fig. 5 B). Luego de un periodo de tiempo
las agallas cambian de color verde a rosa adquiriendo una apariencia esférica a medida que la
avispa va desarrollandose internamente (Etapa 3) (Fig. 5 C). El estado de madurez final de las
agallas (Etapa 4) se caracteriza generalmente, por el cambio del color de las mismas a rosa oscuro
(Fig. 5 D) [12]. En la etapa 5, se visualiza un orificio pequefio creado por el adulto para abandonar
la agalla (Fig. 5 E.).

Algunos autores plantean que la clasificacion propuesta por [12] no siempre es aplicable,
debido a que en la etapa 5 (presencia de orificios de emergencia) puede ser observada en agallas

con una coloracidn verdosa, castafia clara o bien rosa intenso dependiendo, entre otras cosas, de

la especie 0 genotipo de eucalipto atacada [13].

Figura 5. Secuencia de formacion de las agallas de L. invasa. A. Etapa 1: Formacidn inicial,
coloracion verde brillante. B. Etapa 2: aumento del tamafio, se visualiza la forma esférica
caracteristica, el color cambia de verde a rosado perdiendo el brillo. C. Etapa 3: Comienza a
quedar de color rojo oscuro e ingresa en la etapa final de madurez larval. D. Etapa 4: Agallas

maduras, color rojo oscuro a bord6. E. Etapa 5: Orificios de emergencia de adultos.



El desarrollo de las avispas transcurre en el interior de las agallas donde las larvas se
alimentan de tejido vegetal hasta alcanzar el estado de pupa, el ciclo termina con la emergencia
del adulto. La duracion del ciclo bioldgico de L. invasa es variable, dependiendo principalmente
de las condiciones climéticas del ambiente en el cual se estan desarrollando. Los factores que mas
influyen son la temperatura, fotoperiodo, ademas del genotipo de la especie de Eucalyptus spp.
atacada [17], [10]. En zonas templadas el ciclo puede completarse en un periodo de 4 a 5 meses
con 2 a 3 generaciones solapadas [12], [17], en climas tropicales puede durar apenas 45 dias con
hasta 8 generaciones anuales [19].

En algunos genotipos L. invasa no consigue inducir la formacion de agallas, pero genera
otras alteraciones fisiol6gicas como superbrotacion (formacién anormal de varios brotes en el
area axilar o el meristema apical) (Fig. 6 A) o pérdida de dominancia apical (Fig. 6 B) [9]
También puede ocasionar la muerte de los brotes en formacion (Fig. 6 C) [10], [11]. Esto se ve

reflejado directamentesobre el crecimiento de los hospederos afectados [13].

Figura 6. Sintomas del ataque de L. invasa. A. Superbrotacion. B. Pérdida de dominancia apical
en E. saligna (Jorge, 2016), C. Brotes en formacién muertos.

1.6 Efectos del ataque de L. invasa en la productividad del sector forestal.

La avispa agalladora del eucalipto es un insecto plaga que tiene la capacidad de atacar y
desarrollarse Unicamente en especies del género Eucalyptus, considerandola una especie

moderadamente oligéfaga [20]. Dentro de las especies de Eucalyptus susceptibles a L. invasa se
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destacan: Eucalyptus botryoides Sm, Eucalyptus bridgesiana (Ebr), Eucalyptus camaldulensis;
Dehnh., 1832, Eucalyptus deanei (Roundleaf Gum), Eucalyptus globulus; Labill., 1800,
Eucalyptus grandis, Eucalyptus dunnii, Eucalyptus nitens; H. Deane & Maiden, Eucalyptus
robusta; Sm. 1795, Eucalyptus saligna; Sm, Eucalyptus tereticornis Sm. y Eucalyptus viminalis
Labill. 1806, y algunos hibridos [12], [13], [17], [18].

El ataque de L. invasa induce la formacidn de agallas en la nervadura central y/o peciolo
de las hojas, ramas y fuste en éarboles jovenes de Eucalyptus spp. dependiendo de la
susceptibilidad del material genético atacado [12], [21]. La presencia de multiples agallas
determina que las hojas se enrollen, y en ataques intensos puede ocurrir la defoliacion por el
blogueo de los haces vasculares, o bien que los brotes tiernos colapsen y mueran y/o generando
superbrotacion (Fig. 6) [9], [10] y [12].

El dafio de esta plaga se ve reflejado directamente en el desarrollo de los Eucalyptus spp.,
debido a que L. invasa tiene preferencia por atacar plantines, arboles jovenes o brotes nuevos en
arboles adultos de Eucalyptus spp., [9], [22]. Como fuera mencionado, el ataque de L. invasa
genera efectos negativos directos que se reflejan en el crecimiento y/o topologia de la planta
atacada y en consecuencia pérdidas econdmicas de importancia [10], [15], [22]. Las agallas pueden
bloquear en las ramas el flujo de savia y provocar la muerte de apices, ademas de inducir un estrés
adicional en la planta [10]. Lo que conlleva a un debilitamientoy retraso en el crecimiento de los
arboles generando pérdidas en la productividad, hasta la muertede plantas jovenes en casos de

genotipos muy susceptibles al ataque de la plaga [9], [12]., [21]. [22], [23].

1.7 Metodologia de manejo de L. invasa.

Hasta el momento no se cuenta con una metodologia que sea efectiva para el manejo de
L. invasa. Sin embargo, se han explorado el control cultural, el control quimico, el control
bioldgico y la resistencia de plantas a insectos, [17], [20], [21], [24], [25]. A nivel de vivero el
descarte de plantines con agallas, podas en el jardin clonal suelen ser utilizadas con frecuencia
[9].

El uso de control quimico ha dado resultados divergentes tanto en ensayos con
insecticidas de contacto (piretroides) y de sistémicos (neonicotinoides) [21], [25]. Algunos
autores recomiendan el uso de neonicotinoides como una medida de prevencién antes de llevar
los plantines a campo y/o curativa (antes de formacion de la agalla) [26], [25], [27]. Podria ser
aplicable en vivero [9], pero en campo debido a la logistica, costos econémicos y ambientales lo
torna un método poco recomendable [21].

Hasta el momento el uso de genotipos resistentes y el control bioldgico son las principales
alternativas para el manejo de la avispa agalladora del eucalipto, con la ventaja de poder ser
utilizados tanto en vivero como en campo [9], [21], [24], [20] y [28].
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El control biol6gico clasico es uno de los dos métodos mas comunes de utilizar en el
manejo de insectos plaga a nivel forestal [24]. En el caso de L. invasa el uso de los parasitoides
de larva y/o pre-pupa Selitrichodes neseri Kelly & La Salle, 2012 y Quadrastichus mendelli Kim
& La Salle, 2008 (Hymenoptera: Eulophidae) son los mas utilizados [24], [29], [30], [31].

La resistencia de plantas a insectos consiste en utilizar especies 0 genotipos que no sean
preferidos o que, si son atacados, presenten cierta tolerancia al ataque de la plaga de interés [5],
[32]. Teniendo en cuenta que la mayor parte de las plantaciones de Eucalyptus son homogéneas
debido al uso de material clonal de una o pocas especies, es importante conocer c6mo va a
responder ese genotipo a la presencia de un determinado insecto plaga antes de ser llevado a

campo [17].

1.8 Resistencia de plantas a insectos y mecanismos de defensa de las plantas

Los insectos agalladores presentan una fuerte interaccion con sus hospederos, debido a
que deben controlar los mecanismos de defensa de las plantas [33], [34]. Estudios de
susceptibilidad de eucaliptos a L. invasa se han realizado en varios paises como Sudéfrica [18],
Argentina [35], Brasil [36], China [37], India [38], Italia [39], Taiwan [40], Uganda y Kenia

[41], entre otros.

Determinar la presencia de genotipos de Eucalyptus spp. resistentes o tolerantes al ataque
de L. invasa es una buena metodologia a ser estudiada para el manejo de esta plaga. Sin embargo,
la seleccidn de materiales resistentes a nivel forestal ha sido mas estudiado en nuestro pais para
patégenos [42]. Se han realizado algunos ensayos con picosuctores de interés forestal, enfocados
en seleccionar el mejor material para ser utilizado en crias en laboratorio, pero no con fines de
manejo [43], [44].

Alo largo de la interaccion entre las plantas y los insectos herbivoros han surgido diversos
mecanismos de las plantas para evitar ser predados y de los insectos para evitar los efectos
negativos de estas al defenderse [34]. Dentro de los mecanismos de defensa de las plantas se
pueden diferenciar aquellos que son constitutivos (que siempre estan presentes) y los que son
inducidos (se manifiestan frente a la interaccion con herbivoros o patégenos) [45].

Las defensas constitutivas estan relacionadas son de tipo mecanico como presencia de
tricomas, espinas, tejidos de proteccion quimico o produccidn de substancias tdxicas, repelentes
y/o que alteren la fisiologia del insecto [34]. Por otra parte, los mecanismos de defensa inducidos
méas comunes son la produccion de metabolitos secundarios toxicos que pueden afectar el
desarrollo de los insectos, evitar su alimentacion, y ocasionar la muerte de los mismos [46]. Estas
sustancias tdxicas se diferencian en tres grupos principales que son los compuestos nitrogenados,

los fenoles y los terpenos [47].
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Los fenoles como los taninos estan comdnmente asociados con las respuestas de las
plantas frente al ataque de insectos [34]. Los taninos se unen a las proteinas haciendo que sea mas
dificil de ser degradadas por el sistema digestivo de los insectos. Los compuestos nitrogenados
como los alcaloides y los glucésidos cianogénicos son producidos por las plantas para evitar la
herbivoria [48]. Los terpenos son el grupo mas diverso de metabolitos secundarios de las plantas,
algunos de ellos acttan inhibiendo la alimentacion de los insectos, otros son toxicos pudiendo
ocasionar su muerte [47].

Contar con mecanismos de defensa constantemente suele ser muy costoso para las
plantas por lo que muchas especies prefieren invertir en su crecimiento y reaccionar frente a la
interaccidn con los herbivoros, siendo los inducidos los mas comunes [49].

Para identificar y estudiar estos mecanismos de defensa en las plantas, se utilizan
diversas metodologias que permiten observar estructuras en las hojas como tricomas, cristales,
entre otros. Entre estas metodologias, el diafanizado se destaca por su capacidad para
transparentar los tejidos blandos, facilitando la visualizacion de estructuras anatémicas con mayor
facilidad previamente a tefiirlas y sin dafiar la pared celular [50]. Esta técnica, combinada con
transcortes foliares y tinciones especificas, permite identificar y caracterizar las estructuras de
defensa mecéanica que estan asociadas con la resistencia o susceptibilidad al atague de insectos,
[49], [51]. De esta manera, el uso de técnicas histoldgicas complementa la comprensién de coémo

las plantas se defienden mediante una combinacién de mecanismos fisicos y quimicos.

1.9 Caracteristicas Anatémicas e histoquimicas de las hojas del género Eucalyptus

La caracterizacion anatémica e histoquimica de los érganos de las plantas es importante
no solo para conocer la morfologia y disposicion de los tejidos, de compuestos quimicos de
interés, asi como para la identificacién de especies [52]. Se han realizado varios estudios
enfocados en determinar la estructura anatémica foliar de diferentes especies de Eucalyptus de
interés comercial y/o medicinal, [52], [53], [54].

La anatomia foliar de E. grandis se caracteriza por presentar la epidermis uniestrata,
cuyascélulas se diferencian por su forma de tipo tubular a redondo o papilosas, dependiendo de la
regionde la epidermis [55]. Los haces vasculares estan posicionados en la region media de la
nervadura central, presentan una forma de arco plano en corte transversal. Los mismos se
encuentran rodeados en ambas caras por una gran proporcion de colénquima, siendo la cara
abaxial la que presenta un mayor espesor [56].

La epidermis de las hojas de E. dunnii también es uniestrata, pero presenta una capa de
cera por encima de la misma de mayor espesor que en E. grandis [56]. En esta especie el haz
vascular ocupa la mayor proporcion de la nervadura central y el area de colénquima asociada al
mismo es menor que en E. grandis [57], [56]. A su vez se observan dos pequefios haces

vasculares en la cara adaxial y fibras de esclerénquima entre ellos [56].

20



El género Eucalyptus se caracteriza por la produccién de compuestos secundarios con
aromas y propiedades farmacoldgicas, como aceites esenciales, resinas y compuestos fenolicos
[58]. Los compuestos fendlicos estan presentes en el mesofilo y en el parénquima en
empalizada, asi comoen ambas caras de la epidermis, juegan un papel crucial en la defensa y en
las propiedades medicinales de los eucaliptos [55].

Las hojas de eucalipto contienen compuestos lipidicos como cutina y ceras, que forman
parte de la cuticula. Esta cuticula puede variar en estructura y espesor entre diferentes especies de
Eucalyptus; por ejemplo, la cuticula de E. globulus es aproximadamente el doble de gruesa que
la de E. camaldulensis [59]. Ademas, presentan aceites esenciales que incluyen una variedad de
lipidos volatiles, entre los cuales se encuentra el eucaliptol (también conocido como 1,8-cineol)
[cita]. Este aceite se encuentra en las glandulas secretoras y es responsable de las propiedades
aromaticasy medicinales del eucalipto [60].

La caracterizacion histoquimica del género Eucalyptus no solo presenta importancia
farmacoldgica y comercial, sino que también ha generado interés en entender como las plantas
producen o modifican estos compuestos en respuesta a interaccion con herbivoros y patégenos
[61].

1.10 Importancia de la evaluacion anatémica e histoquimica asociada a los mecanismos de
defensa de las plantas al ataque de insectos fitéfagos.

El ataque de L. invasa, al igual que otros insectos agalladores, desencadena una serie de
reacciones que alteran la actividad metabdlica de la planta reflejandose a nivel anatomico y/o
histoquimico [62]. En los genotipos susceptibles las células y tejidos del érgano atacado se ven
modificadas induciendo la formacién de agallas [21]. Ademas de los cambios a nivel celular, la
sintesis y las concentraciones de compuestos secundarios como los taninos se ven modificados
[63]. Los taninos y otros compuestos secundarios son producidos por las plantas como
mecanismos de defensa frente al ataque de insectos y patdégenos o ante un estrés abiético [47].

La interaccidn entre los insectos agalladores y sus hospederos es muy compleja debido a
que éstos tienen que evitar los mecanismos de defensa de las plantas y modificar sus 6rganos y
tejidos para su propio beneficio [64]. Las larvas de L. invasa secretan sustancias similares a
fitohormonas que alteran el crecimiento celular del érgano atacado, creando condiciones
favorables para su desarrollo y la formacion de agallas [64], [60].

Hasta el momento, no se conoce qué procesos fisioldgicos estan siendo alterados en los
eucaliptos por accion de las larvas de L. invasa y cuéles pueden colaborar en la resistencia al
ataque de la plaga [13]. Por tanto, conocer si existen caracteristicas anatémicas y/o histoquimicas
de los eucaliptos que aportan resistencia frente al ataque de L. invasa es importante para un

manejo adecuado de las plantaciones.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:
Estudiar la susceptibilidad de diferentes genotipos de E. grandis y E. dunnii. al ataque de

Leptocybe invasa (Hymenoptera: Eulophidae) y analizar mecanismos de defensa frente a la plaga.

2.2 Objetivos especificos:
1. Estudio de la susceptibilidad de Eucalyptus grandis y E. dunnii al ataque de la avispa

agalladora del eucalipto
2. Evaluar la presencia de mecanismos morfolégicos asociados con la resistencia de E.

grandis y E. dunnii a L. invasa.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion de los experimentos:

El trasplante de los plantines, el procesamiento de las muestras con agallas, el
acondicionamiento de las mismas y la colecta diaria de individuos, fueron realizados en el
laboratorio de Manejo integrado de insectos forestales (LabMIIF), de la sede Tacuarembé del
CENUR Noreste de la Udelar.

Los experimentos para evaluar la susceptibilidad de diferentes clones de eucaliptos al
ataque de L. invasa en condiciones de semicampo, se desarrollaron en el macrottnel del LabMIIF
ubicado en la ciudad de Tacuarembd, Uruguay (Fig. 7). La preparacion de las muestras para los
cortes anatémicos y las evaluaciones histoquimicas se realizaron en el laboratorio de Biologia
vegetal de la sede Tacuaremb6 del CENUR Noreste, Udelar.

El periodo de realizacién de los ensayos, contemplando instalacion, acondicionamiento,
evaluaciones y analisis estadistico, abarcé todo el afio 2023. Las inoculaciones se realizaron en
febrero del 2023 y las evaluaciones durante el periodo febrero a Julio del afio 2023 tanto para el

test con chance de escoger (TCC), como para et test sin chance de escoger (TSC).
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Figura 7. Area de realizacion de los ensayos. Fuente Google earth (2024).
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3.2 Procedimientos generales utilizados en los ensayos:

3.2.1 Acondicionamiento de las plantas:

Se utilizaron plantines de origen clonal de las especies Eucalyptus grandis y Eucalyptus
dunnii. Se evaluaron seis clones en total, tres correspondientes a E. dunnii (clon A, clon B, clon
C) y tres de E. grandis (clon D, clon E, clon F), siendo el clon F el testigo de los ensayos
(susceptible a L. invasa). Para disminuir la variabilidad en ambos experimentos se utilizaron
plantines que presentaban una altura aproximada de 30 a 40 cm (altura promedio con la que se
envian los plantines al campo). Los materiales genéticos utilizados fueron proporcionados por
dos empresas forestales presentes en el pais.

Debido a que los plantines son producidos y transportados en tubetes biodegradables
(ellepot), debieron ser trasplantados a macetas de nylon de 2 litros para evitar que se estresen e
interfirieran en el estudio. En ambos ensayos se utiliz6 el mismo sustrato constituido por: 20%
carbonilla, 60% humus de lombriz y 20% turba.

Los plantines fueron mantenidos en un invernadero (macrotdnel) bajo condiciones de
riego automatico secuenciado 15 minutos, tres veces al dia a las 7 AM, 1 PM y 6 PM, desde
febrero hasta abril del 2023, luego se bajd a dos riegos diarios a las 7 AM y 1 PM. En cada riego
se aplicaron 30 ml de agua por plantin.

Se realizaron monitoreos y control de hormigas cortadoras dentro y en zonas aledarias al
macrotinel. Se realizaron recorridos en busca de caminos forrajeros o presencia de hormigueros

y se coloc6 hormiguicida granulado a base de Fipronil.

3.2.2 Obtencion de las hembras de L. invasa:

Para contar con una gran cantidad de individuos vivos de la plaga se realizaron colectas
de ramas de eucaliptos con agallas maduras. Las colectas provinieron de rebrotes de eucaliptos
colorados altamente susceptibles de una plantacion ubicada en la localidad de Rincon de Giloca,
Tacuarembd. Esto fue realizado para disminuir la variabilidad genética entre los individuos de L.
invasa a ser utilizados en los ensayos.

Luego las muestras colectadas fueron trasladadas al laboratorio donde se procesaron para
obtener la emergencia de los adultos. Se realizaron dos procedimientos para la obtencion de los
individuos adultos:

A) Las ramas colectadas se colocaron en jarros con agua, formando una especie de
florero, para mantenerlas viables por un tiempo mayor. Luego se pusieron dentro de jaulas

herméticas de madera, vidrio y voile para evitar la fuga de los ejemplares que emerjan y facilitar
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su recoleccion sin dafarlos (Fig. 8 A). Las jaulas estuvieron en el labMIIF bajo condiciones de
fotoperiodo 12:12 y temperatura 24 °C para acelerar el proceso de emergencia [15]

B) Parte del material traido de campo se proceso cortando el tejido vegetal de las hojas y
ramas gue no contenia agallas para evitar exceso de humedad asociada a la transpiracién, debido
a que las muestras con agallas se colocaron en bolsas con cierre hermético. Las mismas se
colocaron en una cadmara ambiental bajo condiciones de fotoperiodo 12:12, con intensidad
luminica de 45 pmol/s y temperatura 24 °C para acelerar el proceso de emergencia. [15]. (Fig. 8
B).

En ambos procedimientos las muestras fueron revisadas diariamente para extraer los

adultos vivos. En el caso de las bolsas se realizo el secado de las mismas con papel toalla para

evitar el exceso de humedad y la formacién de hongos.

Figura 8. Procedimientos para la obtencion de adultos de L. invasa. A. Jaula con un florero de

ramas con agallas maduras. B. Cadmara climéatica con muestras procesadas en bolsas herméticas.

Para evitar un efecto de la edad de las avispas, las mismas fueron utilizadas el mismo dia
de la emergencia. Para ello, se revisaron diariamente las muestras y se realiz6 el sexado de los
mismos colocando las hembras en frascos con miel y los machos en frascos con alcohol al 70%

para su conservacion.
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3.3 Metodologia de estudio de susceptibilidad de Eucalyptus spp. frente al ataque de la
avispa agalladora del eucalipto

3.3.1 Test de susceptibilidad con chance de escoger (TCC).

El objetivo de este ensayo fue evaluar la preferencia de oviposicion de L. invasa frente a
los distintos materiales genéticos de E. grandis (clones E, D y F) y E. dunnii (clones A, By C)
estudiados.

El disefio experimental consistio en 6 tratamientos en 16 bloques, donde cada clon fue
considerado un tratamiento y al bloque como repeticion, totalizando 96 plantines. Se realizaron
15 repeticiones mas un bloque testigo en el que no se liberaron avispas. EI mismo consistié en
colocar en una jaula los seis clones dispuestos a la misma distancia de un punto central y se
liberaron 20 hembras de la plaga, en dos instancias de 10 avispas con una semana entre ellas para
simular una reinfestacion natural. Posteriormente se observaron cuéles materiales fueron los mas
atacados.

El ensayo fue realizado en condiciones de semicampo, en un invernaculo con riego
automatico. En el mismo se instalaron jaulas cilindricas de 1.4 m de diametro y 0.90 m de altura,
con estructura de bambU apoyados en dos circulos de alambre, cubiertos por un forro de voile
blanco con un cierre vertical para poder abrir y cerrar la jaula (Fig. 9 A-B). Los plantines fueron
regados manualmente los primeros dias del ensayo después de la liberacion de las avispas. Esto
fue realizado, para evitar la interferencia del riego por aspersion en la sobrevivencia y oviposicion
de la plaga, debido a su pequefio tamafo (1.1-1.4 mm). Para el riego manual se aplicé la misma
cantidad de agua que hubieran recibido en el riego automatico.

Cada bloque estuvo integrado por una planta de cada clon, colocados de forma
equidistante del punto de liberacion de las avispas (punto central) y distribuidos aleatoriamente
en la circunferencia del fondo de la jaula. Con ello se intentd que la plaga tuviese las mismas
posibilidades de ir a cualquiera de los plantines (Fig. 9 C). Cada maceta se marcé con un codigo
de identificacion correspondiente a cada clon para facilitar las evaluaciones posteriores (Fig. 9
D). El trabajo final estuvo enmarcado dentro de un proyecto de investigacion (FPTA 368) en el
que se evaluaron 12 clones mas el testigo, por ello es que en la figura 9 se observa un mayor

namero de plantas
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Figura 9. Ensayo del test con chance de escoger. A. Jaulas cilindricas, B. Jaulas cubiertas por un
saco de voile blanco. C. Macetas con los codigos de identificacion de cada clon, la cruz roja indica
el punto de liberacion de las avispas. D. Ejemplo de distribucion a azar de clones dentro una

jaula.

Las avispas vivas recolectadas en el laboratorio se colocaron en frascos de pléstico con
tapa de 50 ml con miel y fueron llevadas al macrotinel para realizar las inoculaciones de los

plantines (Fig.10).

Figura 10. A. Avispas vivas recolectadas en frascos de 20 ml. B. Liberacion de L. invasa en las

jaulas.
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Se realizd un test para evaluar la longevidad de L. invasa en el laboratorio manteniendo
las avispas capturadas vivas sin alimento (miel). Para ello se colocd una hembra de la plaga por
tubo de ensayo, sin miel y cerrado con film. Se realizaron 10 repeticiones y los mismos fueron
colocados en una camara climatica con fotoperiodo 12:12 y 24 °C segun [12], siendo revisados
diariamente. EI maximo de sobrevivencia de las avispas sin alimentacion fue de 3 dias similar a
lo obtenido por [12], [15].

Con este dato se procedi6 a mantener las avispas en las jaulas durante 96 horas (4 dias)
para asegurar que las mismas lograran depositar sus huevos y que no quede ninguna viva antes
de retirar el saco de voile. EI mismo fue quitado luego de las dos inoculaciones y se dejo la
estructura de bamb( y metal separando cada bloque.

La primera evaluacion se realizé a los 20 dias después de la inoculacion, en la cual se
contabilizé el nimero de hojas con marcas de oviposicion en: nervadura central (Nc), peciolo (P),
nervadura central y peciolo a la vez (Nc/P), brotes (Br) y tallo. Ademas, se registrd el nimero de
hojas totales, cantidad de brotes secos y se midio la altura de los plantines. También se realizaron
observaciones respecto al estado sanitario y aspecto general de los plantines.

En total se realizaron tres evaluaciones con 30 a 40 dias de diferencia entre cada una,
registrando los mismos datos que en la primera evaluacion. Dado que algunos clones formaron
agallas, se decidio culminar con el seguimiento a los 150 dias post inoculacion, dado que es un
tiempo superior a la duracion del ciclo de la avispa en climas templados (120 dias) segin [12] y
[15].

3.3.2 Test de susceptibilidad sin chance de escoger (TSC).

El objetivo de este ensayo fue evaluar el comportamiento de la plaga cuando se la enfrenta
a un solo clon como opcién de oviposicién. De esta manera se genera una presién sobre las
avispas, dado que no se les da la opcion de seleccionar el material preferido. Con este tipo de test
se obtiene informacion mas certera acerca del nivel de susceptibilidad real de cada material
estudiado. Los clones fueron los mismos que los utilizados en el TCC: clones A, By C (E. dunnii);
D, Ey F (E. grandis).
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Cada clon fue evaluado individualmente, se utilizaron 10 plantas por clon, las cuales fueron
colocadas aisladas en una jaula de madera, vidrio y tela de tipo voile en condiciones de
laboratorio (Fig. 11 A). En cada jaulase liberaron 3 hembras de L. invasa con 24 horas de
emergencia y se cerraron colocando cinta depapel en los bordes de la puerta para evitar su escape
(Fig. 11 B). Las mismas estuvieron activasdurante 96 horas y se comenzaron las evaluaciones
a partir de ese momento (Fig. 11 C). El procedimiento del registro, evaluacion y el analisis de
datos fue el mismo utilizadopara el TCC. Las evaluaciones se realizaron en el periodo de febrero

a julio.

Figura 11. Jaulas utilizadas en el test sin chance de escoger. A. Colocacion de una planta por
jaula, B. Liberacion de las avispas. C. Mantenimiento de las avispas en las jaulas para promover

la oviposicion.

3.4 Analisis de los datos:

Se llevaron a cabo tres evaluaciones de los sintomas y del dafio a lo largo la duracion de los
ensayos. En cada evaluacion se calcul6 el porcentaje de ataque total, el porcentaje de hojas
atacadas y las frecuencias de ataque en los érganos de las plantas para cada clon. (Tabla 1y Tabla
2). Ademaés, se registrd la formacion de agallas y la presencia de otros sintomas como
superbrotacion, brotes muertos o pérdida de dominancia apical.

Para estudiar el comportamiento de los datos, se realizd la estadistica descriptiva, analisis de
medidas, test de normalidad y homogeneidad de los datos. Los analisis estadisticos se realizaron

utilizando los datos obtenidos en la primera evaluacion.
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3.4.1 Test de susceptibilidad con chance de escoger (TCC).

Se realizo el test de Shappiro Wilck para testear la normalidad de los datos. El test de
Levene fue utilizado para verificar la heterogeneidad de las varianzas. Como los datos no
presentaron una distribucion normal, se utilizé la transformacion log (n + 1) para ajustarlos a un
modelo normal. Para evaluar si existieron diferencias entre los clones para cada variable, se utilizo
un modelo mixto de regresion binomial negativa con bloques y repeticiones.

Los clones fueron considerados como tratamientos y a los sintomas de ataque (cicatriz o
agalla) en nervadura central (Nc), Peciolo (P), presencia de ambos en una misma hoja (P/Nc),
rama (R), tallo (T), brotes (Br) y brotes secos (Br. secos); como las variables de respuesta. El
test de Tuckey se realiz6 para comparar el efecto de los clones (tratamientos) sobre las variables
de respuesta (Nc, P, P/Nc, R o T, Br., Br. secos) y se obtuvo el ranking para lacomparacion de
medias a partir del test de rangos multiples (LSD). Posteriormente se realizaron los graficos

correspondientes.

3.4.2 Test de susceptibilidad sin chance de escoger (TSC).

Los datos fueron analizados a través de un modelo de regresion binomial negativa. Se
realizaron el test de Shappiro Wilck para testear la normalidad de los datos, y el test de Levene
para verificar si los datos presentaban heterogeneidad de la varianza. Debido a que los datos no
fueron normales ni homogéneos se realizo la transformacion log (n + 1). El test de Tuckey se
realizd para comparar el efecto de los clones (tratamientos) sobre las variables de respuesta (Nc,
P, P/Nc, Ro T, Br., Br. secos).

Los analisis estadisticos de los datos obtenidos en el TCC y en TSC, se realizaron

utilizando el software R studio versién 4.4.0.

3.5 Evaluar la presencia de mecanismos morfolégicos asociados con la resistencia de los
eucaliptos a L. invasa.

La caracterizacién anatdmica e histoquimica de las hojas sanas de los clones estudiados se
realiz6 mediante transcortes foliares y su posterior tincion con diferentes reactivos, diafanizado

de hojas y levantamiento de epidermis.
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3.5.1 Cortes anatémicos.

La preparacion de las muestras para los cortes se realizé siguiendo los procedimientos
propuestos por [65] a partir de hojas frescas de los clones de eucaliptos estudiados, utilizando
cera odontoldgica como soporte. Para ello, se utilizé un micr6tomo de rotacion (marca SLEE
modelo CUT 5062), obteniendo cortes de entre 35 a 40 um de espesor. Posteriormente se separd
la cera odontoldgica del tejido vegetal y se procedid a su tincion. Se emplearon tres tinciones,
Safranina-Astra blue para la caracterizacion anatémica; Cloruro férrico (FeCl3) y Sudan IV para
la histoquimica.

La tincién de las muestras con Safranina-Astra blue se realiz6 segun [45], la cual permite
observar la estructura anatémica de los tejidos. La safranina tifie las paredes secundarias de las
células, que adquieren una coloracion rojiza a fucsia. El resto de los tejidos se muestran de color
azul por la tincién de la pared celular primaria con el Astra blue. El cloruro férrico permite
observar la presencia de taninos, que se tifien de color verde oscuro a negro. El Sudan 1V detecta
la presencia de lipidos, que adquieren una coloracion rojiza [51].

Por altimo, se realizé la observacion de los preparados en un microscopio éptico Nikon
Eclipse E200 con camara incorporada, mediante la cual se tomaron fotografias de las estructuras

de interés para contar con un registro grafico de las mismas.

3.5.2 Espesor de la epidermis.

La medicion del espesor de la epidermis se realizo a partir de las imagenes obtenidas en
el microscopio de los cortes anatomicos a nivel de la nervadura central. Dicha zona fue
seleccionada debido a que es el sitio de preferencia de las hembras de L. invasa para ovipositar.

Para ello, se utilizo el programa “Micrometrics SE Premium 4.

Debido a que el espesor de la epidermis puede diferir a lo largo de la nervadura central,
se tomaron 5 medidas para cada hoja, y luego se calcul6 la media (Fig. 12). A partir de las medias
de espesor para cada clon, se realizé un analisis de varianzas (ANOVA), con comparacion de

medias mediante el Test de Tukey, utilizando el software R studio version 4.4.0.
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Figura 12. Mediciones de espesor de epidermis en nervadura central para el clon B, de E. dunnii.

3.5.3 Proceso de diafanizado.

Para realizar el diafanizado se siguié el procedimiento propuesto por [45], el cual
consistio en colocar dos hojas sanas de cada clon de Eucalyptus spp. estudiado en placas de Petri
con una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) al 5 %. Luego, se hizo el seguimiento de la
clarificacion de los tejidos hasta los 21 dias, momento en el que las hojas alcanzaron el nivel de
adecuado (Fig. 13 A-C). Posteriormente se realizaron dos enjuagues de las hojas con agua
destilada para eliminar los restos de hidroxido de sodio.

Para alcanzar el nivel de transparencia deseado se procedi6 a colocar las hojas en placas
de Petri con una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 50 %, durante una hora (Fig. 13 D).
Posteriormente se realiz6 un nuevo enjuague con agua destilada para extraer el hipoclorito de
sodio y evitar que precipite al realizar la tincion. Para la coloracién de los tejidos se colocaron las
hojas transparentadas en placas de Petri con una solucion de agua destilada y safranina (Fig. 13
E).

El proceso de diafanizado culminé con la colocacion de las hojas en un portaobjetos para
dejar escurrir el exceso de agua. Posteriormente se le agreg6 una gota de agua-glicerina 1:1 en la
parte superior para favorecer la adhesién del cubreobjetos y se sell6 con esmalte de ufas

transparente para su posterior conservacion.
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Figura 13. Proceso de diafanizado. A. Etapa inicial. B. Transicion del proceso. C. Finalizacion.
D. Hoja transparentada en hipoclorito de sodio. E. Tincién de muestra en solucién de agua

destilada y safranina.

3.5.4 Levantamiento de epidermis y caracterizacion de estomas.

La caracterizacion morfoldgica se realizé a partir de la observacion en microscopio éptico
de los levantados de epidermis. EI procedimiento consistié en recortar 1 cm? de cada hoja y aplicar
una pelicula de esmalte de ufias transparente. Después de secar, se extrajo el esmalte con el molde
de la epidermis utilizando cinta adhesiva. Las muestras se fijaron en portaobjetos, se rotulé para
identificar los clones correspondientes y se observaron al microscopio. Se tomaron fotografias a
escala para comparar los estomas entre los clones de ambas especies. Ademas, se midieron 10

células guardas para estimar el espesor promedio.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudio de susceptibilidad de Eucalyptus spp. frente al ataque de la avispa agalladora
del eucalipto.

4.1.1 Experimento 1. Test de susceptibilidad con chance de escoger (TCC).

Los tres clones de E. dunnii (A, By C) y los de E. grandis (D, E y F) evaluados mostraron
sintomas de ataque de la plaga, solamente los clones D y E no formaron agallas (Fig. 14). Sin
embargo, a pesar de la formacion de agallas en ninguin caso se llegé a completar el ciclo biol6gico
de la plaga.

El clon F, considerado como altamente susceptible (testigo), no registro el porcentaje mas
alto de ataque como era esperado, pero fue el Gnico que desarroll6 agallas tanto en nervadura

central como en tallo. Los clones de E. dunnii (A, B y C) s6lo formaron agallas en la nervadura

central.

Figura 14. Sintomas de ataque de L. invasa. A. y B. Agalla en formacién en nervadura central
del clon A. C. Agallas en formacién en peciolo y nervadura central del clon C. D. Agalla en
formacidn en la nervadura central del clon B. E. Cicatrizacién en la nervadura central del clon B.

F. Formacién de agallas en tallo y nervadura central del clon F.

Se observaron diferencias significativas en las medias ajustadas de las variables peciolo,

rama o tallo y brotes, asociadas al ataque de L. invasa para los clones estudiados (Fig. 15).
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El Clon C mostré el valor més alto (1.8) para la variable nimero de hojas atacadas en el
peciolo (log de (n+1)), seguido por los clones A (0.78), B (0.53) y D (0.46), sin diferencias
estadisticamente significativas entre estos Gltimos. Estos resultados indican que el Clon C tiene
un efecto significativamente mayor en la variable de respuesta en comparacion con los otros
clones evaluados, mientras que los Clones Ey F mostraron las respuestas mas bajas. (Fig. 15
A). En relacion al nimero de ataques en rama o tallo (log (n+1), se observaron diferencias
significativas. El Clon C mostr6 el valor mas alto para las medias ajustadas (0.91), seguido por el
Clon A (0.63) y el Clon B (0.41). Por otro lado, los Clones F (0.26), E (0.22) y D (0.05)
presentaron respuestas mas bajas (Fig. 15 C).

En cuanto a la variable nimero de brotes atacados (log (n+1), todos los clones
presentaron diferencias significativas entre las medias ajustadas. El clon F (testigo) fue el que
presentd la media mas alta respecto a los demas (1.43). El clon C fue el siguiente con una media
ajustada de 0.79. Ademas, se observaron diferencias significativas entre los Clones A (0.61), B
(0.47), D (0.29) y E (0.22) (Figura 15. E.).
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4.1.2 Experimento 2. Test de susceptibilidad sin chance de escoger (TSC).

Todos los clones exhibieron sintomas de ataque de L. invasa, y en los clones B, Cy F se
observé la formacidon de agallas. Sin embargo, la plaga no complet6 el ciclo de vida en dichos
clones. Ademaés de las cicatrices de oviposicion y la presencia de agallas, se observaron otros

sintomas de ataque como superbrotacion y muerte de brotes jovenes (Fig. 16).

Figura 16. Sintomas de dafio de L. invasa observados en el test de susceptibilidad sin chance. A.

Agalla en formacidn en cara adaxial del clon B. B. Agalla en formacion en cara abaxial del clon
B. C. Cicatrizacion en la nervadura central del clon C. D. Superbrotacion en clon C. E. Agalla en

formacion en nervadura central en clon F.
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El clon B present6 diferencias estadisticamente significativas de los otros clones en la

comparacion de medias de ataque a nivel del peciolo y de brotes atacados usando las variables

transformadas con el log (n+1) (Fig. 17 A, F). Si bien, fue el mas atacado a nivel de rama o tallo

(log (n+1)) y de Nc/P (log n+1) y el menos atracado a nivel de nervadura central (log (n+1), no

presentd sustento estadistico (Fig. 17 B-D).

Finalmente, la variable brotes secos (log (n+1) fue la que presento la mayor variabilidad

entre los clones, donde el clon C mostrd la respuesta més alta y el clon A la mas baja (Fig. 17

F). El clon B fue unos de los méas afectados con las medias més altas de ataque en la mayoria de

las variables (log n+1).
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4.2 Evaluar la presencia de mecanismos morfoldgicos asociados con la resistencia de los
eucaliptos a L. invasa.

4.2.1 Levantamiento de epidermis y caracterizacion de estomas.

Todos los clones evaluados presentaron hojas anfiestomaticas (Fig. 18). Se pudo observar que
del lado abaxial se encuentra una mayor proporcion de estomas que del lado adaxial.

Figura 18. Imégenes de los preparados de estomas en vista abaxial de los clones estudiados. A.
Clon A.B.clonB.C.clonC. D.Clon D. E. Clon E. F. Clon F.
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Con respecto a la morfologia de los estomas, mientras que los de E. dunni presentan una

forma circular-eliptica, los de E. grandis son predominantemente elipticos. Ambas especies

presentan el tipo de estomas anomociticos, en los que no se diferencian células acompafantes
(Fig. 19).

Figura 19. Comparacion morfoldgica de estomas. A. E. dunnii. B. E. grandis.

4.2.2 Espesor de la epidermis

La Tabla 1 muestra el resultado del modelo anova realizado para la comparacion de
medias del espesor de epidermis entre los diferentes clones. Se observaron diferencias
significativas entre el clon E que presenta el mayor espesor (30,498 um) y el clon C (18,254 pm)
con el menor espesor. Los clones A, B, D y F no presentaron diferencias significativas entre si y

tampoco con el clon E.

Tabla 1. Medidas del espesor de la epidermis.

Clon Media (pum)
E (E. grandis) 30,498 a
D (E. grandis) 28.743 ab
F (E. grandis) 28.046 ab
B (E. dunnii) 25,394 ab
A (E. dunnii) 22,456 ab
C (E. dunnii) 18.254 ¢
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4.2.3 Anatomia

Transcortes de hojas sanas
Las diferencias principales entre las especies observadas se reflejan en la forma y el

tamafio de las hojas. Mientras que E. grandis presenta hojas en una relacion largo-ancho de 2.4 a
3.7 y dimensiones de 14.4 a 21 cm, E. dunnii tiene hojas mas estrechas, con una relacion largo-
ancho de 1.3 a 3.86 y dimensiones de 16 a 24 cm. La morfologia de E. grandis es falciforme,
similar a hoz o lanceolada, mientras que E. dunnii tiene forma falcada que se caracteriza por ser

curvada y estrecha hacia la punta.

Ambas especies presentan la epidermis superior e inferior uniestrata con espesores de
28a 30.5 um para E. grandis y 18.2 a 25.4 um para E. dunnii respectivamente. En E. dunnii la
epidermis (E), se encuentra cubierta por una cuticula gruesa. Por debajo de ella, se ubica el
colénguima (Co) en ambas caras, interrumpido en el centro. Continuando hacia el haz vascular,
se encuentran fibras esclerenquimatosas (Fi) que se unen al floema en ambos lados. Se pueden
apreciar células taniferas y cavidades secretoras en las cercanias de la epidermis (Cs) (Fig. 20).
El meséfilo es dorsiventral y se compone de parénquima en empalizada (Pem) y parénquima
clorofiliano esponjoso (Pes). La vena media se encuentra formada por un haz bicolateral abierto
(Hv1), que presenta forma de arco amplio. Donde el floema (F) esta localizado hacia el lado

abaxial y adaxial del haz y el xilema (X) ubicado en medio de los dos estratos de floema. (Fig 20).

Figura 20. Nervadura central de E. dunnii en seccién transversal con tincién Safranina-Astra blue
(10x). E: epidermis; Fi: fibras; F: floema; Pem: parénquima en empalizada; Cs: cavidad secretora;
Pes: parénquima esponjoso; Co: Colénquima; Hv1: haz vascular primario; Hv2: haz vascular

secundario; X: xilema.



A partir de la (Fig. 21) se describen las estructuras anatomicas para los seis clones
evaluados. El mesofilo se dispuso de manera dorsiventral en todos los clones evaluados, mientras
que el colénguima mostro variaciones en la disposicion de sus estratos celulares. En el haz, los
clones A, C y D exhibieron un minimo de 7 estratos de células, mientras que, en el envés, el
clonC mostré un minimo de 7 estratos de células el cual fue el més bajo en comparacién con los
demés (Tabla 2). EI nimero maximo de células en el haz fue registrado en el clon B con 12
estratos células, mientras que, en el envés, el méximo estrato fue observado en los clones A, E'y

F con 13estratos de células.

La distribucion del esclerénquima también vario entre los clones, desde una presencia
minima en los clones B y F hasta una abundante concentracion alrededor el haz vascular.
Respecto al sistema vascular, todos los clones exhibieron un sistema bicolateral con la presencia
de haces secundarios. Ademas, se detectaron canales resiniferos, aunque los clones B y E

mostraron una presencia minima de los mismos. También, se observaron drusas en las hojas de

todos los clones evaluados.

Figura 21. Transcortes de hojas de los clones estudiados a nivel de la nervadura central con
tinciénSafranina-Astra blue para la caracterizacion anatémica. A-C. clones de E. dunnii, D-F.

clones de E. grandis. A. clon A, B. clon B, C. clon C, D.clon D, E. clonEy F. clon F.



Tabla 2. Descripcion anatdmica de las hojas sanas de los diferentes clones estudiados. Co:

colénquima, E: epidermis, Pem: parénquima en empalizada.

Clon Canales Drusas | Colénquima | Esclerénquima Sistema Mesodfilo
resiniferos vascular
A Presencia | Presente Si (haz: 7 Abundante Bicolateral Dorsiventral
en: estratos rodeando haz Presencia
Pem, Co | células, envés: vascular haces
VE 13 estratos de secundarios
células)
B Poca Presente | Si (haz: 12 Poca presencia | Bicolateral Dorsiventral
presencia en: estratos de Presencia
Pem, Co | células, envés: haces
yE 10 estratos de secundarios
células)
C Presencia | Presente Si (haz: 7 Abundante Bicolateral | Dorsiventral
en: estratos de rodeando haz Presencia
Pem, Co | células, envés: vascular haces
yE 7 estratos de secundarios
células)
D Presencia | Presente Si (haz: 7 Abundante Bicolateral Dorsiventral
en: estratos de rodeando haz Presencia
Pem, Co | células, envés: vascular haces
yE 12 estratos de secundarios
de células)
E Poca Presente Si (haz: 9 Abundante Bicolateral Dorsiventral
presencia en: estratos de rodeando haz Presencia
Pem, Co | células, envés: vascular haces
yE 13 estratos de secundarios
células)
F Presencia | Presente Si (haz: 9 Poca presencia | Bicolateral Dorsiventral
en: estratos de Presencia
Pem, Co | células, envés: haces
vE 13 estratos de secundarios

células)
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En los transcortes de hojas sanas tefiidos con el reactivo Sudan IV se observaron
diferencias en la distribucion de lipidos para todos los clones evaluados (Fig. 22). También se
observaron diferencias en el espesor de la epidermis entre las caras adaxial y abaxial de las hojas,
asi como entre los diferentes clones.

El clon A presentd la mayor cantidad de estratos de células tefiidas en la
epidermis de la cara adaxial al igual que el clon F (Fig. 22 Ay F). Los clones B y E, mostraron
que el nimero de estratos de células tefiidos en la epidermis fue similar en ambas caras de la hoja
(Fig. 22 E). El clon C tiene una cuticula més delgada, con una menor cantidad de estratos de
células tefiidas.

En los tres clones de E. dunnii (A, B, C) y el clon E (E. grandis), las células del
parénquima no se tifieron indicando ausencia (Fig. 22 C). Los clones D y F presentaron cavidades
secretoras (reactivas a Sudan 1V) distribuidas por el meséfilo en ambas caras de las hojas,

especialmente debajo de la epidermis.

Figura 22. Transcortes de hojas de los clones de E. dunnii (A-C) y de E. grandis (D-F) a nivel
dela nervadura central con tincién Sudan IV. A. Clon A, B. Clon B, C. Clon C, D. Clon D, E.
ClonEy F. Clon F.
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Respecto a la tincidn con cloruro férrico, las células del parénguima en empalizada (Pem)
y los haces vasculares de todos los clones reaccionaron al cloruro férrico indicando la presencia
de compuestos fendlicos (Fig. 23). Esta coloracién varia en tamafio y ubicacion entre los clones.
Por ejemplo, los clones C y D mostraron mayores estratos de células tefiidas en la zona

parenquimatica (Fig. 23 C, D) en comparacion con los clones A y B (Fig. 23 A, B).

s

Figura 23. Transcortes de hojas de los clones de E. dunnii (A-C) y de E. grandis (D-F) a nivel
dela nervadura central con tincion de cloruro férrico. A. Clon A, B. Clon B, C. Clon C, D. Clon

D, E. Clon Ey F. Clon F. Pem: parénquima en empalizada.
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Como resultado del proceso de diafanizado de las hojas se pudo detectar la presencia de

cristales en forma de drusas y prismas en la nervadura central y secundarias en todos los clones
testeados (Fig. 24).

Figura 24. Presencia de cristales de las laminas obtenidas del proceso de diafanizado. Ay B en
nervaduras secundarias; C, D, E y F en nervadura central A. y B. vista en (4x), C., D.,, E. y F.

vista en (40x).
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Transcortes de hojas y tallos con agallas

Se realizaron cortes transversales de agallas de L. invasa ubicadas en la nervadura central
de hojay tallo del clon testigo F (E. grandis) (Figs. 25-26). En el corte transversal de la nervadura
central se diferencian las 4 capas que forman el interior de la agalla: tejido nutricio, tejido
esclerificado, tejido tanifero y tejido cristalifero. Se distingui6 claramente el tejido tanifero (T)
que se tifid intensamente (color mas oscuro) debido a la presencia de compuestos fendlicos.
También fueron evidentes los cristales prismaticos en el tejido cristalifero (C) de la misma (Fig.
25C.).

Figura 25. Transcortes de agalla en nervadura central del clon F (testigo), con tincion de
cloruroférrico. A. Vista en (4x). En B y C se muestra una ampliacion de la pared de la agalla. B.
Vista en (10x). C. Vista en (40x). Cl: camara larval; N: tejido nutricio; E: tejido esclerificado; T:

tejidotanifero; C: tejido cristalifero.

En el corte de agallas formadas en el tallo del clon F se pudieron identificar dos cAmaras
larvales (Cl) y la alteracién en los tejidos de conduccion (xilema (X) y floema (F)) (Fig. 26).
Ademas, se observo una obstruccion del parénquima (P) y la epidermis (E) superior ocasionados

por la formacion de las agallas.
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Figura 26. Transcortes de agalla en el tallo del clon F (testigo), con tincion Safranina-Astra
blue. Imagen izquierda: 4 x, imagen derecha: 10 x. P: parénquima; X: xilema; F: floema; Cl:
camara larval; Co: colénquima; E: epidermis; M: médula.

El impacto de la insercion del ovipositor de la plaga fue mas significativo de lo que se
podria pensar inicialmente. Al realizar el corte transversal de la nervadura central en una hoja con
cicatriz de oviposicion, se evidencio el deterioro de tejidos debajo de la epidermis (Fig. 27). Se
observaron alteraciones en el colénquima (Co) y en los haces vasculares del floema (F) y del
xilema (X) (Fig. 27). En la zona de la insercion del ovipositor, se observé un area de tejido dafiado
(Td), con una reduccién parcial de los tejidos, acompafiado por la presencia de células muertas
(Fig. 27).
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Figura 27. Transcorte de nervadura central con tincion Safranina-Astra blue, con cicatriz de

oviposicién de L. invasa en 10 x. E: epidermis; Pem: parénquima en empalizada; F: floema; X:

xilema; Co: colénquima; Td: tejido dafiado.
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5. DISCUSION
5.1 Susceptibilidad de E. dunnii y E. grandis al atague de L. invasa.

En el presenté estudio se observaron diferencias en las respuestas entre las dos especies
de Eucalyptus testeadas y a nivel intraespecifico, con relacién al ataque de L. invasa. Estos
resultados coinciden con articulos publicados a nivel internacional que aplicaron test de
susceptibilidad con chance de escoger (TCC) para evaluar la resistencia de los eucaliptos a L.
invasa [20], [35], [38], [53]. Los mencionados trabajos han demostrado que existen variaciones
significativas del nivel de resistencia de las especies de eucaliptos a dicha plaga.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que los clones de E. dunni fueron méas
preferidos (atacados) por la plaga que los de E. grandis. En Argentina [35], observaron un
comportamiento similar, en que los clones de E. dunnii fueron mas afectados que los de E.
grandis. En contraste, investigaciones realizadas en Sudafrica encontraron que los clones de E.
grandis eran mas susceptibles al ataque de L. invasa que los de E. dunnii [20]. Otros estudios
muestran que E. grandis es particularmente vulnerable a la plaga, seguido por E. camaldulensis
y E. saligna [66]. Estas diferencias podrian estar relacionadas con las defensas naturales de los
genotipos evaluados a L. invasa y/o a las condiciones ambientales presentes en cada pais [38],
[39].

El clon F (E. grandis), conocido por su alta susceptibilidad a la plaga, mostr6 un contraste
significativo entre el test con chance de escoger (TCC) y el test sin chance (TSC). Mientras que
en el TCC fue uno de los menos afectados, en el TSC estuvo entre los méas atacados. Esto podria
estar indicando la capacidad de adaptacién de L. invasa a nuevos materiales cuando tiene otras
opciones para escoger. Todos los estudios publicados sobre la susceptibilidad de los Eucalyptus
spp. a Leptocybe invasa han sido realizados aplicando ensayos con chance de escoger (TCC)
([18], [ [35], [36], [38], [39]). [67], En base a las diferencias obtenidas frente al ataque al realizar
el TSC respecto del TCC, se evidencia que el TCC no refleja adecuadamente el comportamiento
de los genotipos considerados resistentes cuando estos son la Unica opcién disponible para la
plaga. Por tanto, es crucial llevar a cabo también ensayos sin chance de escoger (TSC) para

evaluar la verdadera resistencia bajo condiciones de alta presion de ataque de la plaga.

5.2 Evaluar la presencia de mecanismos morfoldgicos asociados con la resistencia de los
eucaliptos a L. invasa.

Se observo que anatémicamente E. grandis y E. dunnii, presentan similitudes, como
también lo menciona [68], lo que dificulta la tarea de encontrar diferencias entre los distintos
clones evaluados. Sin embargo, se pudieron encontrar diferencias que se podrian correlacionar

con la susceptibilidad o resistencia al ataque de los eucaliptos a L. invasa.
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Hasta el momento no se han realizado estudios enfocados en relacionar las caracteristicas
anatomicas de los eucaliptos y su capacidad de resistencia al ataque de L. invasa. Teniendo en
cuenta que la epidermis es el primer tejido que la avispa debe atravesar para depositar sus huevos
[63], es importante estudiar si existe relacién entre el espesor de la epidermis y la susceptibilidad
al ataque. En este estudio, se observé una posible relacion condicional entre el espesor de la
epidermis y el nivel de ataque de la plaga. La tendencia observada muestra que a medida que la
epidermis se vuelve mas delgada, aumenta la probabilidad de sufrir ataque. Este patrén fue
evidente en el clon C (E. dunnii), que mostré el mayor nivel de ataque y la epidermis més delgada,
en comparacion con los demas clones. Por lo contrario, el clon E (E. grandis) present6 el menor

nivel de ataque y una epidermis significativamente mas gruesa en comparacion con el clon C.

Una parte fundamental de la epidermis es la cuticula, la cual puede presentarse en el
género de manera plana, reticular o papilada, segiin se menciona en [52], [56]. En este estudio,
no se realizéun analisis morfoldgico detallado de la cuticula, aunque esta caracteristica podria ser
considerada en investigaciones futuras, especialmente con la posible funcién de defensa

constitutiva en especies como E. grandis y E. dunnii.

Respecto al estudio histoquimico realizado en los cortes transversales de las hojas para los
diferentes clones, se observé una reaccion positiva al reactivo cloruro férrico en todos los casos,
lo cual indica la presencia de compuestos fendlicos. Aungue no se detectaron diferencias en los
tejidos que se tifieron, se observo variabilidad en el nimero de estratos de células tefiidas entre
los diferentes clones. Especificamente los clones C (E. dunnii) y D (E. grandis) mostraron mayor
area de coloracion en la zona parenquimaética, aunque no se pudo verificar una relacién con una
menor susceptibilidad al ataque. Seria relevante estudiar la concentracion de los compuestos
fendlicos detectados en la tincién de los clones, dado que seglin [69]. la concentracion de

fenolesaumenta como respuesta al estrés oxidativo generado por L. invasa.

La tincion realizada con Sudan IV revel6 la presencia de lipidos en forma de cera
epicuticular en todos los clones. Se detectaron diferencias en cuanto al espesor de las células
teflidas comparando las caras adaxial y abaxial entre los clones testeados. El clon A (E. dunnii)
exhibid el mayor nimero de células tefiidas en la epidermis de la cara adaxial de la hoja. Por otro
lado, tanto en el clon B como en el E no se evidenciaron diferencias en el nimero de estratos de
células tefiidas con el reactivo Sudan IV en la epidermis superior e inferior. El clon C (E. dunnii)
presentd un menor nimero de estratos tefiidos, sin observarse tincion en el parénquima como en
los casos anteriores. Los clones D (E. grandis) y F (E. grandis) presentaron cavidades secretoras

distribuidas por el mesdéfilo, especialmente debajo de la epidermis en ambas caras de las hojas.

En relacion con el espesor de la epidermis, se podria esperar que una epidermis mas
delgada facilite el acceso de los insectos agalladores a los tejidos internos de la planta [70]. En
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este estudio, se observaron variaciones en el grosor de la epidermis tanto entre clones de una
misma especie como entre diferentes especies. Los clones B y C de Eucalyptus dunnii presentaron
los espesores de epidermis mas bajos, lo cual se correlaciona positivamente con un mayor ataque

de la plaga en estos clones.

Sin embargo, el espesor de la epidermis no es el Unico factor determinante. También se
evalud la presencia de lipidos mediante tinciones con Sudan IV. Se encontr6 que losclones B y
C mostraron una menor respuesta a la tincion en comparacién con otros clones evaluados. Esto
es consistente con estudios previos, que sugieren que una menor presencia de lipidos en el

mesofilo podria favorecer el ataque de herbivoros [53], [71].

En cuanto a la presencia de cristales, se observaron, tanto en forma de prismas como de
drusas, en las hojas de todos los ejemplares analizados. Esto coincide con la descripcion de
monocristales y drusas que rodean la vena media y se encuentran en el mesofilo segun [57].
Debido a que no se llevo a cabo un anlisis comparativo de la cantidad de cristales entre los
diferentes clones evaluados, sino que solamente se constatd presencia 0 ausencia, no se puede
afirmar si estos cristales representan una defensa constitutiva de los genotipos frente a la plaga.

Acerca de la anatomia externa de las agallas, no se llegaron a comprobar en el ensayo
las cinco etapas de formacion descritas por [12], debido a que no se complet6 el ciclo de la
avispa en ninguno de los materiales testeados. En lo que respecta a la estructura interna de las
agallas a pesar de que no se haya completado el ciclo, se pudieron obtener cortes anatomicos que
coincidencon [63] en sus diferentes componentes y estratos. Por otra parte, la abscision de hojas
que se constatd en los ensayos puede tratarse de un método de respuesta de los plantines al
ataque. Ademads, se observaron tejidos necrdticos localizados alrededor de los sitios de

oviposicién que también podrian ser considerados como unarespuesta de la planta al ataque [72].
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6. CONCLUSIONES

Basado en los resultados obtenidos en el presente estudio, podemos concluir que los
clones evaluados de E. dunnii (A, B y C) mostraron una mayor susceptibilidad al ataque de L.
invasa en comparacion con los clones de E. grandis. Estos clones de E. dunnii mostraron sintomas
significativos de atague, como la formacién de agallas en la nervadura central. En contraste, los
clones de E. grandis (D y E)fueron menos afectados al no desarrollar agallas. Se
obtuvieron diferencias entre los test realizados para el analisis de medias ajustadas de ataque.
Mientras que en el TCC el clon C de E. dunnii mostr6 la mayor susceptibilidad en términos de
ataques en peciolo y rama o tallo, en el TSC el clon B fue el méas afectado en casi todas las
variables. Estas diferencias en la respuesta de los clones al ataque de la plaga subrayan la
necesidad de identificar genotipos de Eucalyptus spp. que sean resistentes o tolerantes a L. invasa
para un manejo efectivo.

Ademas, el andlisis anatomico e histoquimico revel6 caracteristicas potenciales en los E.
dunni y E. grandis, que podrian conferir resistencia o tolerancia al ataque de la avispa
agalladora del eucalipto. Se destaca la importancia de estas caracteristicas en la capacidad de los
arboles para defenderse contra la plaga. En conjunto, estos hallazgos proporcionan una base sélida
para futuras investigaciones orientadas a desarrollar estrategias de manejo que puedan mitigar los

impactos de L. invasa.
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