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1. Biologiay manejo general

El barrenador esmeralda del fresno (BEF) (Agrilus planipennis Fairmaire) (Coleoptera:
Buprestidae) es un insecto que barrena la madera y el cual ha invadido y se ha establecido en
Norteamérica (Haack et al. 2002). ElI BEF es nativo de areas grandes del nordeste de Asia entre
ellas el Lejano Oriente de Rusia, Corea, China, Japén y Mongolia (Bray et al. 2011). Sin embargo,
en esos paises, el BEF no se ha notificado como plaga de importancia econémica (Cappaert et al.
2005). En una encuesta de campo realizada en algunas areas donde el BEF es nativo, fue poco
comun y dificil de encontrar (Schaefer 2004). El BEF probablemente se transportdé a Norteamérica
en embalaje de madera sélida (Cappaert et al. 2005).

El BEF se detect6 en el 2002 en Detroit, Michigan y en Windsor, Ontario (Haack et al. 2002). Se
desconoce como y cuando se introdujo este insecto a Norteamérica, pero las pruebas sugieren
gue el BEF estuvo presente en Michigan por lo menos durante 10 afios antes de su
descubrimiento (Cappaert et al. 2005). Este insecto ahora se encuentra en 18 estados de EE. UU.
Y dos provincias canadienses (www.emeraldashborer.info). Los estados que estan reglamentados
en EE. UU. son: Connecticut, lllinois, Indiana, lowa, Kansas, Kentucky, Maryland, Massachusetts,
Michigan, Minnesota, Missouri, Nueva York, Ohio, Pensilvania, Tennessee, Virginia, Wisconsin y
Virginia Occidental. En Canada, este insecto se encuentra en Ontario y Quebec. Millones de
fresnos en entornos urbanos, rurales y forestales han muerto y los impactos ecolégicos y
economicos estan aumentado en cuanto se dispersa el insecto (Poland 2007, Kovacs et al. 2010).
Considerando que esta plaga ya se encuentra establecida en una buena parte de Norteamérica, la
erradicacion ya no resulta practica (Johny et al. 2012a; Poland y McCullough 2010).

Para Norteamérica, se supone que las 20 especies nativas de fresnos (Wallander 2008) son
altamente wvulnerables al BEF, aunque el fresno azul (Fraxinus quadrangulata) es menos
susceptible (Tanis y McCullough 2012). En grupos de arboles de distintas especies, el BEF
usualmente ataca primero al fresno verde (F. pennsylvanica), el cual generalmente es mas
susceptible que el fresno blanco (F. americanum) (Cappaert et al. 2005), aunque, en Ultima
instancia, ambos sucumben al BEF. Este insecto se considera el mayor devastador de arboles que
se ha introducido a Norteamérica (McCullough y Mercader 2012). Al nordeste de China, se ha
registrado al BEF atacando de forma preferencial a las especies de fresnos introducidas a
Norteamérica (F. pennsylvanica y F. velutina) y pocas veces atacando a las especias de Asia tales
como F. mandshurica y F. chinensis (Duan et al. 2012b) salvo que se encuentren fuera de su
entorno forestal natural (Liu et al. 2003).

Los arboles de todos los tamafios pueden ser atacados por el BEF. Por lo general, consideramos
gue el ataque inicia en la parte alta de la copa de los arboles grandes seguido de la colonizacion
del tronco principal después del deterioro del arbol (Cappaert 2005). Cuando las larvas estan
presentes en densidades mayores debajo de la corteza, la larva mata al arbol consumiendo el
floema y el xilema externo, y de esa manera estrangula al arbol, afectando el transporte del agua y
fotosintatos, privando las raices de nutrientes y deshidratando las copas (Dean et al. 2012). La
muerte de los arboles se observa después de 1 a 3 afios del dafio (Poland y McCullough 2006;
Cappaert et al. 2005).

Los sintomas aparentes de una infestacion del BEF en un &rbol son la muerta regresiva de la
copa, deformaciones en la corteza, ataques de pajaros carpinteros y produccion de brotes
epicormicos; estos sintomas se hacen mas visibles en el arbol en cuanto avanza la infestacion
(Cappaert et al. 2005). Los orificios de salida tipicos en forma de “D” y las galerias serpenteantes
debajo de la corteza por lo general son indicativos del ataque por el BEF.

En el area de los Grandes Lagos, los BEF adultos emergen desde finales de mayo hasta finales de
julio. Después de la emergencia, los adultos se alimentan del follaje durante 5 a 7 dias antes de
aparearse y luego las hembras se alimentan otros 5 a 7 dias antes de ovipositar (Cappaert et al.
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2005). Los BEF se alimentan durante todo su periodo de vida adulta (Bauer et al. 2004a) y las
hembras pueden aparearse en multiples ocasiones (Lyons et al. 2004). Cada hembra oviposita un
promedio de 71 huevecillos (Wei et al. 2007) en la corteza o debajo de las escamas de la corteza
de las ramas o troncos del arbol hospedante. Sin embargo, una hembra que se mantuvo en
cautiverio pudo ovipositar 258 huevecillos durante un periodo de 6 semanas (Lyons et al. 2004).

De acuerdo a los métodos actuales de cria, cada BEF usualmente produce entre 200 y 300
huevecillos, con una minoria de especimenes que ovipositan entre 600 y 700 huevecillos durante
el lapso de vida como adulto de 10 a 12 semanas (Lelito, datos inéditos). Después de 10 al4 dias
(segun las condiciones del clima), los huevecillos eclosionan y las larvas barrenan hacia el floema,
se alimentan y desarrollan a través de cuatro estadios (Cappaert et al. 2005) antes de llegar a la
etapa de prepupa. Las larvas se alimentan durante varios meses del floema y la savia exterior y
eventualmente rodean (cinchan) y matan a los &rboles si las galerias son lo suficientemente largas
(Duan et al. 2010). Si el desarrollo larvario no alcanza la etapa de prepupa en el otofio, necesitara
otro invierno para alcanzar la etapa de adulto. Una parte de las larvas pasaran un par de inviernos
antes de alcanzar la metamorfosis final y llegar a la etapa de adulto. El desarrollo larvario toma
mas tiempo en arboles saludables que han sido atacados recientemente que en arboles no
saludables (Cappaert et al. 2005). Durante los meses de invierno, los primeros estadios
generalmente son mas frecuentes en arboles ligeramente infestados, mientras que las larvas del
BEF en arboles muy infestados son encontrados principalmente en la etapa de prepupa (Cappaert
et al. 2005).

El BEF puede dispersarse de dos formas: a través del transporte de madera de fresno infestada y
el vuelo del adulto. Las primeras observaciones en Michigan sugirieron que la dispersion a bajas
densidades en sitios alejados fue menor que 1 km/afio (Cappaert et al. 2005). Sin embargo, en
estudios de laboratorio, 20% de las hembras apareadas del BEF volaron mas de 10 km en 24 h en
vuelos monitoreados en computadora y 1% volaron mas de 20 km en las mismas 24 h (Taylor et
al. 2010).

Se ha observado en su lugar de origen, asi como en Norteamérica, que diferentes factores bidticos
disminuyen la supervivencia del BEF. En una encuesta de enemigos naturales que realizaron Liu
y Bauer (2006) en Michigan, se observé que alrededor del 2% de las larvas fueron infectadas por
un hongo entomopatégeno. Estas se sometieron a prueba los aislados comerciales y nativos
contra las larvas y adultos del BEF, lo cual se discutira en el Capitulo 4.

El BEF en su lugar de origen es atacado por un complejo de parasitoides, y en las encuestas de
campo realizadas en Michigan, Pensilvania, Ohio y Ontario han demostrado que los himendpteros
nativos también atacan a las larvas del BEF (Bauer et al. 2004b; Lyons 2010; Cappaert y
McCullough 2009; Duan et al. 2009; Kula et al. 2010; véase el Capitulo 3).

Se evaluaron tres especies de parasitoides que atacan al BEF en China para su inclusién en un
programa de control biolégico clasico y se aprobaron para liberacion en EE. UU. Dos son
parasitoides de larva, Spathius agrili Yang (Hymenoptera: Braconidae) y Tetrastichus planipennisi
Yang (Hymenoptera: Eulophidae), y uno es un parasitoide de huevecillos, Oobius agrili Zhang y
Huang (Hymenoptera: Encyrtidae) (Liu et al. 2003; Dean et al. 2012). Se abordan més detalles
sobre este tema en el Capitulo 2. Los resultados de estos estudios apoyan la idea de que la
supresion por enemigos naturales es la estrategia de manejo de plagas a largo plazo mas
adecuada para las plagas introducidas (Hajek et al. 2007; Johny et al. 2012a) como lo es el BEF.

Los estudios en campo en las areas invadidas recientemente de EE. UU. han demostrado que los
pajaros carpinteros son depredadores importantes, consumiendo entre 32 y 90% de los estadios
mas avanzados del BEF, prepupa y pupae (Cappaert et al. 2005; Lindell et al. 2008, Duan et al.
2012a). Sin embargo, en su lugar de origen, los pajaros carpinteros no parecen ser un factor
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biético importante que regule las poblaciones del BEF. En una encuesta realizada en el Lejano
Oriente de Rusia, la depredacion causada por los pajaros carpinteros sobre el BEF fue de 3% en el
fresno oriental (F. mandschurica) y de 0 a 41% en el fresno verde norteamericano (F.
pennsylvanica) (Duan et al. 2012b).

Varios autores han demostrado que la resistencia del arbol hospedante influye en la supervivencia
del BEF (Rebek et al. 2008; Duan et al. 2010; Duan et al. 2012b). En la region del Lejano Oriente
de Rusia, Duan et al. (2012b) observaron en una encuesta de campo que el BEF estaba
relacionado principalmente con el fresno verde norteamericano introducido (F. pennsylvanica).
Ademas, las densidades del BEF se multiplicaron mucho mas en fresnos verdes que en fresno
Manchurian u oriental estresado de manera artificial. Estos autores observaron cadaveres del BEF
cubiertos con tejidos de callos de plantas y consideraron esta respuesta de la planta como una
expresion de la resistencia del arbol, la cual fue mayor en fresno Manchurian que en el fresno
norteamericano introducido. De esta manera, Duan et al. (2012b) concluyeron que la resistencia
del arbol hospedante puede jugar un papel importante en la supresion del BEF en su lugar de
origen. Sin embargo, aunque inicialmente se consideraba como un rasgo fisiologico de las
especies de Asia, esta resistencia también se observo en arboles norteamericanos, ya que en una
arboleda natural de fresnos en Michigan, la defensa del arbol hospedante fue la fuente principal de
mortalidad de las larvas del BEF (Duan et al. 2010).

La mortalidad debido a las bajas temperaturas del invierno podria limitar la dispersion de la
poblacion del BEF. Los estudios realizados en el BEF en el sur de Ontario demostraron que la
prepupa no sobrevive por debajo de una temperatura promedio de -30°C y se consideran
intolerantes al congelamiento (Crosthwaite et al. 2011). Ademas, la temperatura de congelamiento
mas baja (punto de supercongelamiento) registrada en Ontario para la prepupa fue de -35.3°C, lo
cual es mas baja (-29.6°C) de lo reportado en China (Crosthwaite et al. 2011). Se requieren
estudios para determinar si los primeros estadios tienen la misma resistencia al frio.

El manejo del BEF en Norteamérica se basa en diferentes estrategias, concretamente la deteccién,
intentos de disminucion de la poblacién y reglamentacion legislativa. Las organizaciones federales
(USDA-APHIS y ACIA) realizan inspeccion y busqueda en areas de alto riesgo. Los arboles
infestados o sospechosos se identifican de acuerdo con las sefiales y sintomas tipicos, los cuales
incluyen rajaduras en la corteza, agujeros de emergencia, galerias de alimentacién de larvas en
forma serpenteante, apariencia de la copa y ramas adventicias. Ademas de estas encuestas
visuales para delinear las areas infestadas por el BEF, las trampas de insectos se utilizan para
detectar a los BEF adultos (Crook et al. 2008). En Canada, las trampas verdes en forma de prisma
con cubierta adhesiva se instalan en la copa del arbol y se ceba con una cairomona a base de (2)-
3-hexenol. En EE. UU., se han realizado encuestas similares utilizando trampas de prisma
purpura cebadas con aceite de Manuka y (Z)-3-hexenol (USDA-APHIS 2012). Recientemente se
sintetizd y someti6 a prueba una feromona producida por el BEF (Silk et al. 2011). Los métodos
nuevos bajo desarrollo utilizan la feromona para actuar en sinergia con el atrayente de cairomona
para mejorar las capturas en la trampa (Ryall et al. 2012).

Cuando se descubren arboles infestados, los habitos cripticos de las larvas limitan el control a las
siguientes estrategias: control mecanico removiendo y eliminando los éarboles, o la inyeccién
sistémica de insecticidas si el arbol no estd muy infestado. Los &rboles pueden cortarse y
procesarse para matar a la siguiente generacion emergente. El corte de la madera o su
procesamiento son formas de reciclar los arboles en productos valiosos (Wisconsin 2009).

Se han registrado algunos insecticidas para utilizarse contra el BEF con el fin de proteger arboles
no infestados o ligeramente infestados. Estos pueden clasificarse en cuatro categorias:
insecticidas sistémicos aplicados como inyeccién o empapado del suelo; insecticidas sistémicos
aplicados como inyecciones en el tronco; insecticidas sistémicos aplicados a la parte inferior del
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tronco; y aplicaciones de cubierta protectora aplicadas al tronco, ramas y follaje. Los insecticidas
sistémicos se desplazan entre el tronco y las ramas por el sistema vascular, disminuyendo de esta
forma los peligros ambientales (Hahn et al. 2011). En EE. UU., diferentes ingredientes activos
estan disponibles en diferentes formulaciones. Segun el producto, algunos de los ingredientes
activos son imidacloprid, dinotefuran o benzoato de emamectina (Herms et al. 2009). Sin embargo,
no todos los productos son igualmente eficaces contra el BEF (Herms et al. 2009). En Canada,
solamente se han registrado tres productos y todos son insecticidas sistémicos: TreeAzin®
(azadirachtin), Acecap 97® (Acefato- acetil tiofosforamidato de O,S-dimetilo) y Confidor®
(Imidacloprid).

En relacién a los bioplaguicidas, algunos aislados de hongos entomopatégenos, han demostrado
ser muy virulentos contra el BEF y pueden aplicarse en los troncos de los arboles como una
aspersion del tronco previo a la emergencia (Liu y Bauer 2008a, b) o aspersiones posterior a la
emergencia en la corteza o el follaje (Castrillo et al. 2010a). Las formulaciones comerciales de los
entomopatdgenos de hongos se describiran en el Capitulo 4.

En relacion al control legal, los objetivos de las entidades normativas federales en EE. UU. (USDA-
APHIS) y Canada (ACIA) son encontrar y definir areas nuevas infestadas, prohibir legislativamente
la movilizacion de materiales especificos incluyendo cualquier material de madera y lefia de fresno
de todas las especies de las areas infestadas a las no infestas, y organizar campafias informativas
para disminuir la dispersion de este insecto invasor.

Utilizando todas las herramientas disponibles para tratar al BEF, ahora la meta es avanzar hacia el
manejo integrado de las poblaciones del BEF a largo plazo. Un enfoque interesante e integrado es
el estudio piloto conocido como mortalidad lenta del fresno (Slow Ash Mortality — SLAM, por su
sigla en inglés) el cual se esta realizando en Michigan (Poland y McCullough 2010). El objetivo del
SLAM es disminuir las poblaciones del BEF y por consiguiente reducir el avance de su dispersion.
Para disminuir la dispersion, deberia haber esfuerzos normativos firmes, contar con la cooperacion
de los residentes en las areas afectadas, mejorar los métodos de deteccién y supresion y tener un
mejor conocimiento de las dindmicas de la poblacion y resistencia del hospedante. El
mejoramiento de la eficacia de cada estrategia podria hacer una diferencia en la batalla contra el
BEF.

2. Opciones de control biol6gico para el barrenador esmeralda del fresno

Los siguientes apartados eshbozan el control biol6gico clasico (2.1), parasitoides nativos vy
depredadores del BEF (2.2) y entom6fagos del BEF (2.3).

2.1 Control biolégico clasico

La figura 2.1 presenta una cronologia visual de los esfuerzos de EE. UU. para identificar, evaluar y
criar agentes de control biolégico clasicos para el BEF. Este proceso, que inici6 en 2005 ha
empezado a dar frutos, puesto que se esta recuperando un ndmero mayor de agentes. Los
apartados 2.1.2-2.1.6 brindan detalles adicionales sobre los agentes mismos, su biologia y
comportamiento, nimeros de insectos liberados, liberaciones en EE. UU. y sitios de recuperacion,
y un resumen de la direccion futura que se prevé del programa de control biolégico para el BEF en
EE. UU.



Figura2.1 Cronologia del programa de control biologicodel BEF en EE. L.
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2.1.1 Especies de Hymenoptera aprobadas para la liberacion en Estados Unidos y situacién actual
del programa

Tras la deteccion inicial del BEF en 2002, se determin6 que el APHIS continuaria con la
exploracion de agentes de control biologico, y este trabajo se emprendié en colaboracion con el
Servicio Forestal y el USDA (Registro Federal 2007). Se recolectaron de China tres especies de
parasitoides, que resultaron ser nuevas para la ciencia y se estudiaron en el laboratorio, siguiendo
el enfoque de trabajos preliminares sobre comportamiento, especificidad del hospedante y la
fenologia (Yang et al. 2005, 2006; Zhang et al. 2005).

Posterior al hallazgo de las especies nuevas en China, se enviaron muestras a Estados Unidos y
los estudios de especificidad del hospedante iniciaron en laboratorios operados por el Servicio
Forestal y el Centro de Ciencia y Tecnologia de Sanidad Vegetal para la Proteccion Fitosanitaria y
Cuarentena de ese pais. Se inicié un proyecto de evaluacién ambiental para determinar aspectos
primordiales de interés en cuanto a la importacion y liberacion de los parasitoides que incluyeron:
concordancia del clima, estudios de especificidad del hospedante para determinar si los
parasitoides tendrian posibilidad de ser una amenaza para las especies nativas, si se liberaran, y
el posible resultado por defecto de la estrategia “sin accion” (por ejemplo, no se utilizan agentes de
control biolégico) (USDA-APHIS/FS 2007). Aungue O. agrili y S. agrili se encontraron atacando a
un numero pequefio de especies nativas de Norteamérica en los géneros Agrilus, la tasa de
ataque fue baja y la preferencia fue por el BEF en cualquier parte en donde los dos hospedantes
se ofrecian en forma simultdnea. La conclusion general del estudio fue un “hallazgo sin impacto
considerable”, y los parasitoides se aprobaron posteriormente para la liberacion en EE. UU.
(USDA-APHIS/FS 2007).

Mas recientemente, se ha descrito una especie nueva de Spathius (Spathius galinae; Belokobylskij
et al. 2012) recolectada en Rusia. S. galinae se encuentra actualmente en la etapa de evaluacion
ambiental, sometiéndose a una prueba de especificidad de hospedante. Se espera que cumpla
con los requisitos de especificidad del hospedante, ya que se sospecha (basandose en su
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distribuciébn mas nortefia) que tiene un nivel de tolerancia mayor que S. agrili, y puede ser mas
adecuado en la parte norte de EE. UU. y Canada, en donde abunda el fresno, especialmente F.
nigra.

Como perspectiva general, la situacion actual del programa de control biolégico clasico de EE.
UU. es la siguiente: Spathius agrili, Tetrastichus planipennisi y Oobius agrili estdn aprobados para
su liberacion y se han liberado y recuperado en toda el area de infestacion del BEF en Estados
Unidos (véase 2.1.2, 2.1.3); se ha propuesto a S. galinae para liberacion y se ha sometido a
prueba de especificidad del hospedante; los programas de recuperacién y establecimiento para los
tres parasitoides aprobados se estan realizando en varios estados de EE. UU. (véase 2.1.4),y la
Instalacién de Control Biolégico del BEF esta establecida en linea y produciendo parasitoides de
manera exitosa para su distribucion a las entidades federales y estatales para liberarlos en campo
(y, en menor grado, para apoyar investigaciones pertinentes al programa).

2.1.2 Informacién biologica

Las tres especies de parasitoides aprobadas para la liberacion en EE. UU. son Oobius agrili Zhang
y Huang (un endoparasitoide solitario, partenogenético, de la familia Encyrtidae), Spathius agrili
Yang (un ectoparasitoide gregario idiobionte de la familia Braconidae) y Tetrastichus planipennisi
Yang (un endoparasitoide gregario koinobionte de la familia Eulophidae).

Las tres especies de parasitoides comparten al BEF como su hospedante principal. Sin embargo,
los estadios de vidas atacados y el tiempo de dicho ataque varian entre las tres especies. Dos
especies, O. agriliy S. agrili, tienen una diapausa obligatoria (Liu et al. 2007; Belill y Lelito 2011) y
parecen estar estrechamente sincronizados con la emergencia del BEF. En contraste, T.
planipennisi no muestra comportamiento de diapausa (Coggins y Lelito 2011; Duan et al. 2011a), y
ataca al BEF de manera continua durante los meses calidos del afio. Debido a estas diferencias,
se consideran aspectos biolégicos y ecolégicos de cada especie para determinar el tiempo de
liberacion de cada parasitoide en cada area geografica. Ademas, el proceso de distribucion del
material del insecto en toda el area infestada requiere monitoreo constante de las condiciones
locales del climay la acumulacién de grados-dias de crecimiento.

Oobius agrili ataca al BEF solamente en el estadio de huevecillo, y es probable que complete dos
generaciones al afio en la mayor parte del area de distribucion del BEF en EE. UU. (Liu et al.
2007). Desde el punto de vista de cria, O. agrili puede almacenarse, en diapausa, hasta por 12
meses sin incurrir en mortalidad considerable. Los adultos emergen de manera sincronizada en un
espacio de 2 a 3 semanas luego de calentarse en el laboratorio y empiezan a reproducirse
inmediatamente. Por ende, esta especie es tal vez la mas “facil” de criar masivamente para la
liberacién, considerando el suministro constante de huevecillosos del BEF como material
hospedante (véase 2.1.5). Ademas, la Instalacion de Cria ha desarrollado un método bastante
eficaz de distribucion del parasitoide como pupa sin hospedantes en papel filtro, en vez de
movilizar adultos vivos, los cuales son extremadamente pequefios y por ende, muy fragiles para su
envio (véase 2.1.5).

Spathius y Tetrastichus atacan preferentemente larvas de cuarto (Ultimo) instar del BEF, pero
también aceptar hospedantes del tercer instar asi como de pre-pupa (Liu et al. 2007; Wang et al.
2008; Ulyshen et al. 2010; Duan et al. 2011a). Diversos estudios han explorado la preferencia de
los parasitoides por los diferentes estadios del BEF bajo condiciones naturales (campo) y
artificiales (de laboratorio), mientras que estudios recientes determinaron que para S. agrili, los
estimulos olfativos guian al parasitoide al arbol hospedante; después de un tiempo los estimulos
acusticos, vibraciones causadas por la alimentacion de larvas del BEF, le ayudan a la ubicacion
del hospedante (Wang et al. 2010). Spathius agrili parece tener especificidad sobre BEF de
moderada a alta, y aunque es capaz de desarrollarse en otras especies de Agrilus nativo de EE.
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UU., tiene una gran preferencia por hospedantes del BEF (Yang et al. 2008). Ademas, S. agrili
solamente se ve atraido a componentes volatiles del fresno, y en menor grado al sauce (Yang et
al. 2008). Junto con los resultados de Wang y sus colegas (2010) que se indicaron arriba sobre la
atraccion hacia el fresno como un primer paso importante en la ubicacion del hospedante, esto
sugiere que las tasas de encuentro con hospedantes no nativos seran muy bajas.

La exclusion competitiva tiene posibilidad de ocurrir entre las dos especies de parasitoides
larvarios, y se ha debatido desde hace tiempo sobre la mejor estrategia a seguir cuando se liberan
varios agentes de control biolégico (por ejemplo, Turnbull y Chant 1961). En el caso de los
parasitoides del BEF, Ulyshen et al. (2010) indican que Spathius es el mejor competidor, pero las
diferencias en la capacidad de busqueda del hospedante debido a la habilidad de dispersion de
cada especie han demostrado que puede haber coexistencia de dos especies de parasitoides
mientras comparten un hospedante como recurso (“‘competencia de contrapeso”; Zwdlfer 1971;
Schréder 1974). Ademas, los estudios de laboratorio han demostrado que T. planipennisi puede
diferenciar entre un BEF parasitado anteriormente de un hospedante no parasitado, y por ende
puede ser capaz de evitar algun tipo de competencia de esta forma (Yang et al. 2012).

Se recomiendan estudios de campo para confirmar la viabilidad de la estrategia estadounidense de
liberar ambos parasitoides larvarios simultdneamente en el mismo sitio. A la fecha, los estudios de
campo se han centrado en los resultados de tablas de vida y de la recuperaciéon de parasitoides
posterior a la liberaciéon (Duan et al. 2012a). En este momento, debido a los datos limitados sobre
recuperacion o sobre cualquier variacion regional posible en el éxito de los parasitoides larvarios
segun los factores climaticos, el Programa del BEF de EE. UU. ha determinado que resulta légico
liberar ambos parasitoides larvarios simultdneamente hasta que se tengan suficientes evidencias
de que esto disminuye el éxito del control sobre BEF.

2.1.3 Datos de liberacién en EE. UU.

Las liberaciones de los tres parasitoides aprobados iniciaron en parcelas a pequefia escala en el
2007 y continuaron en el 2008. En el 2009, la Instalacion de Cria Masiva del BEF inici6 en
Brighton, Michigan, y comenzé el proceso de distribucibn de estos en varios estados con
infestaciones de los EE. UU. Recientemente, se proporcionaron miles de hembras del parasitoide
Tetrastichus para ser liberadas en Ontario, Canada, por la ACIA con el fin de apoyar un proyecto
piloto de control bioldgico en ese lugar.

En el 2010-2012, la red de sitios de liberacion en EE. UU. se expandié considerablemente. La
figura 2.2 muestra la evolucion del numero total de avispas liberadas por Instalacion de Cria
Masiva (se han liberado mas de 76,000 Oobius en el 2012; y aun no estan completos los datos de
los dos parasitoides larvarios); las tablas 2.1-3 presentan un desglose de estas liberaciones desde
el 2009 al 2011 por estado y condado de EE. UU. Asi mismo, durante este tiempo, el
descubrimiento de nuevas infestaciones del BEF, algunas por lo menos unos afios mas jévenes
qgue la edad promedio de las infestaciones del BEF en el sitio original de la liberacion del
parasitoide, dio la oportunidad de liberar parasitoides en condiciones de densidades poblacionales
del BEF, por los menos en teoria, un poco menos abrumadoras que cuando se compararon con el
namero de agentes de control bioldgico liberados en el medio ambiente.



Figura 2.2. Totales anuales, 2009-2011, de parasitoides hembra liberados en EE. UU.
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La estrategia general de liberacién que se ha seguido hasta ahora es la liberacion de cantidades
pequefias (200 hembras) de cada especie, cada segunda semana por cinco semanas, durante dos
periodos cada afio (1200 hembras de cada especie) segun el clima local (USDA-APHIS/ARS/FS
2012). Debido a la variacion en la produccion del parasitoide en la Instalacion de Cria Masiva y la
disponibilidad estacional del personal colaborador para realizar las liberaciones, el nimero de
avispas liberadas en un sitio determinado con frecuencia se desvia considerablemente de este
escenario ideal; afortunadamente, con frecuencia esta desviacion implica que un sitio recibe mas
parasitoides que el nimero minimo sugerido.

Tabla 2.1. Liberaciones de parasitoides hembra, por estados y condado de

EE. UU., 2009

Estado Condado Spathius Tetrastichus Oobius
IN Orange/Orleans 0 750 0

MD Prince George's 3000 2330 0

Mi Ingham 3150 500 0

OH Franklin 3450 550 0

Total 9600 4130 0
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Tabla 2.2. Liberaciones de parasitoides hembra, por estado y condado de EE.

Uu., 2010

Estados Condado Spathius Tetrastichus Oobius
IL Cook 6614 14790 489
IN Orange/Orleans 4264 10374 676
KY Jefferson 3649 6893 0

KY Shelby 534 1323 0
MD Prince George's 11612 21645 678
MI Delta 0 4470 1117
Mi Ingham 4796 13103 2087
MI lonia 3171 3263 0

MI Tuscola 3171 3263 0
MN Houston 910 1653 0
OH Franklin 3863 4912 405
WV Fayette 5229 8938 0
WV Morgan 4138 6943 0
\AY) Roane 2286 4140 0
Total 54237 105710 5452
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Tabla 2.3. Liberaciones de parasitoides hembra, por estado y condado de EE.

uu., 2011

Estado Condado Spathius Tetrastichus Oobius
IL Cook 4230 8354 2101
IL Lake 2100 2510 0

IN Floyd 300 826 40
KY Frankfort 2300 3398 0

KY Fayette 6000 6857 0

KY Jefferson 400 1026 782
KY Kenton 1160 2644 639
KY Shelby 1746 2727 394
MD Alleghany 3400 4765 220
MD Anne Arundel 1239 1382 175
MD Howard 1666 3307 185
MD Prince George's 12705 23247 2878
MI Bay 400 400 200
Mi Delta 3285 6643 1231
MI Houghton 8205 14574 1749
Mi Ingham 6204 13865 3612
MI lonia 6000 6039 1500
Mi Leelanau 800 1325 0

MI Tuscola 6000 6000 1500
MN Hennepin 5630 12316 3448
MN Houston 400 723 200
NY Cattaraugus 2400 2400 0

NY Ulster 2800 2800 0
OH Montgomery 1200 1300 200
PA Allegheny 2800 4034 1733
PA Union 1200 2081 700
VA Loudoun 229 654 401
Wi Ozaukee 1800 2701 1389
WV Berkley 2258 4437 999
\AY Calhoun 400 490 0
WV Gilmer 3000 3286 0
Total 92257 147111 26276

En los primeros meses del 2013 se realizé una modificacion a la estrategia de liberacién, ya no se
libera S. agrili en las areas al norte de 40° latitud N en Norteamérica, mientras que continuaran las
liberaciones al sur de esta linea (USDA-APHIS 2013). Esta decision se fundament6 ante la
escasez de datos de recuperacion en aquellas areas a pesar del éxito de recuperacién de los otros
parasitoides (Duan et al. 2013), asi como una informacién de comparacién del clima mas reciente.
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Los proyectos de investigacion a pequefia escala continuaran en algunas areas para entender mas
a fondo las mejores practicas para la liberaciéon de S. agrili.

En los proximos afios se prevé un enfoque dirigido y se consideraran dos aspectos: primero, se
identificaran sitios nuevos y se aprobaran para la liberacion segun la disponibilidad (densidad de
fresnos, tamarfio de la poblacion del BEF), dispersion del BEF en areas nuevas y disponibilidad del
parasitoide en la Instalacion de Cria; y el segundo, a los sitios en los que se han realizado
liberaciones con anterioridad ya no se les brindara material de parasitoides adicional y cambiaran a
recuperacion, establecimiento e impacto.

2.1.4 Datos de recuperacion en EE. UU.

El programa federal del BEF en Estados Unidos esta interesado en documentar el periodo de
hibernacion y el proceso de establecimiento de los parasitoides como primer paso para determinar
la eficacia de estos agentes de control biolégico. Ambos procesos se documentan con la blusqueda
de los estados de desarrollo de los parasitoides en los sitios de liberacion y alrededor de estos: la
hibernacién se documenta con la blsqueda de estados de desarrollo del parasitoide vivos a
principios de la primavera posterior a la liberacion del verano u otofio anterior, mientras que el
establecimiento por la recuperacion de los estados de desarrollo del parasitoide a finales del
verano o principios del otofio un afio completo después de las liberaciones (por ejemplo, los
parasitoides vivos que se han encontrado no pueden ser la cria inmediata de aquellos insectos
liberados y esto demuestra la reproduccion independiente en el campo).

La recuperacion de los tres parasitoides ha sucedido en sitios en todo EE.UU. (véase la Tabla 2.4)
pero ahora estd alcanzando la etapa operativa. Los Ultimos dos afios se han invertido en el
desarrollo de las técnicas para la recuperacion de los parasitoides. Las mejores practicas
existentes incluyen una combinacion de trampas de bandeja amarilla (rellenas con glicol de
propileno), “troncos centinela” creados en el laboratorio exponiendo los BEF adultos a pedazos de
fresnos y recolectando los huevecillos depositados (estos luego se aseguran a los fresnos en el
campo para que ocurra el parasitismo, y por ende la recuperaciéon del Oobius), y el descortezado
de todos los arboles cosechados de las areas de liberacion para encontrar larvas parasitadas. De
estos métodos, podria decirse que las trampas de bandeja amarilla comprenden la menor mano de
obra, pero son las que mas han fallado en la recuperacion de Oobius, necesitando la estrategia del
tronco centinela, la cual depende de contar por lo menos con un espacio minimo de laboratorio
para criar los adultos y permitir que ellos ovipositen. El descortezado de arboles, aunque resulte
muy laborioso, brinda los datos mas completos sobre tasa de parasitismo y tamafio poblacional en
campo. En algunos casos, las recuperaciones de ambas especies de parasitoides larvarios han
sucedido en el mismo sitio, lo cual sugiere (véase el apartado 2.1.3) que ellas pueden coexistir, por
lo menos en su densidad actual de baja poblacion.

Finalmente, una mezcla de feromona producida por el macho de S. agrili ha sido identificada en
laboratorio, y se ha ensayado exitosamente en jaulas de campo (Cossé et al. 2012). El uso de esta
técnica para colectar S. agrili en campo, para realizar estudios de recuperacion y establecimiento,
se esta estudiando mas a fondo y se estan realizando pruebas en campo y podria estar disponible
en el futuro. Los estudios de impactos, los cuales investigan los cambios actuales en la salud de
los fresnos después de la liberacion del parasitoide y comprende sitios de control en donde la
salud de los fresnos se monitorea ante la ausencia de liberaciones de parasitoides, se estan
llevando a cabo de manera continua en EE. UU. pero tomaran por lo menos dos afios para
completarse.
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Tabla 2.4. Sitio de recuperacion de parasitoides en EE. UU., por
estado y especies

Estados Spathius Tetrastichus Oobius
MI X X X

MD X X X

IL X X

IN X

NY X X

OH X X X

PA X X

Recientemente, sucedié un acontecimiento importante durante el monitoreo de las poblaciones de
parasitoides en los sitios originales de liberacién en todo Michigan, Estados Unidos. En una serie
de sitios se demostr6 que Tetrastichus planipennisi es capaz de establecer una poblacion,
aumentar la tasa de parasitismo sobre el BEF con el tiempo, y también dispersarse
considerablemente a areas vecinas (Duan et al. 2013). Esto ha llevado a la implementacién de
proyectos semejantes en otros estados de EE. UU. para examinar la dinamica poblacional de los
parasitoides en cada zona.

2.1.5 Instalacién de Cria Masiva — métodos desarrollados y mejoras en el proceso

El proceso para la cria del BEF es el factor limitante y critico en la produccién del parasitoide, y
requiere la mayor inversion de tiempo y de recursos financieros e —. Los arboles infestados deben
cosecharse del campo, seccionarse y mantenerse en tubos de cria para producir adultos; debe
mantenerse un invernadero y conservarse sin plagas para suministrar la cantidad adecuada de
follaje de fresnos de alta calidad por mas de medio afio, para asegurar material cuando las fuentes
externas no estén disponibles. La cria implica el descortezado de hasta mil arboles al afio para
recolectar larvas para utilizarlas como hospedantes para los parasitoides larvarios. Por ende, una
de las tareas principales en la Instalacién de Cria de EE. UU. ha sido investigar las interrogantes
acerca de los parasitoides y hospedantes del BEF, con la meta de facilitar una mayor produccion
de material de insecto de calidad para la liberacion en el ambiente. También se continda con
estudios de los parasitoides, con la finalidad de entender sus respuestas al clima, en cuanto se
liberan en un area geogréafica amplia, y se carece de un entendimiento pleno del mejor momento
para liberarlos en cada localidad especifica.

La calidad del hospedante con frecuencia es un factor importante en el proceso de toma de
decision de los parasitoides hembra (Charnov 1982; Godfray 1994; King 1987) y por ende, mejorar
la calidad del hospedante es de gran importancia para la operacién de la cria masiva. Se han
iniciado dos lineas de investigacion con miras a mejorar la calidad del hospedante: proporcionando
follaje de alta calidad a los BEFadultos y ajustando la tasa de sexo y el tamafio del grupo para
maximizar la fecundidad de la hembra con el fin de proporcionar huevecillos para la cria de
Oobius, y creando técnicas para criar larvas abundantes y de alta calidad del BEF para los
parasitoides larvarios.

La primera linea, que implica proporcionar a los BEF adultos condiciones Optimas, se ha enfocado
en métodos de cria de grupos para aumentar la eficacia en la produccién de huevecillos a la vez
gue se disminuyen los costos de mano de obra que conlleva. También se han seguido estrategias
nuevas para adquirir el material hospedante, tales como contratar con estados surefios de EE. UU.
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la compra de follaje de fresno y que se envie a la Instalacién de Cria para utilizarlo en el invierno.
El follaje de fresno cultivado en invernaderos no se madura plenamente y brinda un nutriente con
un perfil no tan 6ptimo para el BEF adulto, reduciendo la fecundidad y disminuyendo la calidad de
huevecillos producidos, que a su vez disminuye el éxito del parasitoide de huevecillo.

La segunda linea consiste en la produccion de larvas del BEF abundantes y de alta calidad para
utilizarlas como hospedantes de los parasitoides de larva, y ha generado aumentos significativos
en la eficacia de la produccién. Una serie de colaboraciones importantes entre la Instalacion y ARS
ha resultado en la creacion de un método basado en criar larvas y adultos del BEF en laboratorio;
la Unica aportacion necesaria del campo son los pedazos de fresnos y el follaje, y es poco
probable que esto cambie en el futuro, ya que la produccion de una dieta artificial practica y
econdmica para las larvas o adultos del BEF continda siendo dificil de alcanzar. Tal vez el fruto
mas importante de la investigacion ha sido el desarrollo de un sistema en donde los pedazos
pequefios de fresnos con numeros especificos de huevecillos del BEF implantados en ellos
puedan utilizarse para producir cantidades especificas de parasitoides. Se han iniciado pruebas de
un sistema para enviar estos pedazos al campo, para colgarlos en fresnos infestados, antes de la
emergencia de los parasitoides adultos. Esto ha ayudado en ahorro de la mano de obra para
contar y enviar avispas adultas, ha disminuido la mortalidad de insectos durante el envio y permite
a los insectos emerger en forma natural en el campo, lo cual hipotéticamente aumenta el éxito de
la sincronizacion.

Sin embargo, aln quedan preguntas por contestar. Las pruebas extensas de campo del método
innovador de liberacién se realizaran en el 2013 y el monitoreo requerir4 por lo menos 1-2 afos
después que empiezan las liberaciones. Los resultados de las simulaciones de clima, en conjunto
con las colaboraciones de investigaciones en los laboratorios en todo EE. UU. es probable que
tomen por lo menos el proximo afio para completarse, y las operaciones de campo podran
necesitar futuras modificaciones para actualizar las mejores practicas. También se carece del
conocimiento pleno sobre la funcion de los parasitoides nativos en el ciclo ecoldgico de la
infestacién del BEF a largo plazo y la respuesta del enemigo natural.

2.2 Parasitoides y depredadores nativos del BEF

Las encuestas realizadas en el sudeste de Michigan indicaron que el parasitismo causado por
parasitoides nativos de poblaciones del BEF fueron menores del 1% (Liu et al. 2003). Se criaron
cinco especies de parasitoides himendpteros de los diferentes estados de desarrollo del BEF
recolectados en Pensilvania, con una tasa total de parasitismo del 3.6% (Duan et al. 2009). A
pesar de haberse examinado cantidades grandes de huevecillos del BEF, no se han encontrado
huevecillos de parasitoides de este estado de desarrollo en las poblaciones de Michigan o
Pensilvania (Liu et al. 2003, Bauer et al. 2007, Duan et al. 2009). Se estan buscando enemigos
naturales de Agrilus spp. relacionados con la plaga o parasitoides que ataquen a las poblaciones
del BEF en Norteamérica para una estrategia de biocontrol aumentativa/inundativa (Cappaert y
McCullough 2009, Duan et al. 2009, Lyons 2010, Kula et al. 2010). Estos enemigos naturales
pueden entonces criarse/cultivarse en forma masiva e introducirse en sitios con poblaciones del
BEF.

Las encuestas preliminares para los parasitoides nativos del BEF en Michigan encontraron niveles
sumamente bajos de Atanycolus hicoriae Shenefelt y A. simplex (Cresson) (Hymenoptera:
Braconidae) que estaban relacionados con larvas del BEF (Liu et al. 2003). Una especie nueva del
mismo género, A. cappaerti Marsh y Strazanac, se describié posteriormente del BEF en Michigan
(Marsh et al. 2009). Dos especies adicionales, A. tranquebaricae Shenefelt y A. nigropyga
Shenefelt, también se notificaron de trozos de fresnos infestados por el BEF en Michigan
(Cappaert y McCullough 2009). Tres especies, A. cappaerti, A. hicoriae y A. longicauda Shenefelt
(identificadas por P. Marsh, Museo Nacional de Estados Unidos, jubilado), se criaron de troncos
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infestados por el BEF del sudoeste de Ontario (Lyons 2010). Dos de estas especies, A. cappaerti y
A. hicoriae, ademas de otra especie, A. disputabilis (Cresson), también se recolectaron de troncos
de abedules blancos infestados con Agrilus anxius en las inmediaciones de Sudbury, Ontario. En
sitios de estudios cerca de Lansing Ml, el parasitismo del BEF por Atanycolus spp. aument6 de
nueve especimenes a 774 en un afio (Duan et al. 2012a). Alrededor del 93% de estos parasitoides
fueron A. cappaerti y el resto fueron A. hicoriae (5%), A. tranquebaricae (1%) y A. disputabilis
(<1%). Cappaert y McCullough (2009) empezaron las investigaciones sobre la biologia y el
potencial de biocontrol de A. cappaerti. Las tasas de parasitismo observadas fluctuaron entre el 9y
71% en dos sitios durante dos afios, lo cual sugiere que estas especies pueden ser un agente
eficaz de control biolégico para el BEF. Esos autores observaron un ciclo de vida bivoltino para
este ectoparasitoide idiobionte con un tiempo de generacién menor de 30 dias. La proporcion
macho: hembra de parasitoides fue de 1:6 con fechas promedios similares de emergencia de
adultos para los sexos a finales de mayo. Duan et al. (2012a) indicaron una proporcion
macho:hembra muy distinta para A. cappaerti de 1:0.6. Los machos y hembras de Atanycolus spp.
criados de los trozos de troncos recolectados en Ontario fueron extremadamente longevos con
hembras y machos viviendo un promedio de mas de 100 dias a 21°C (Lyons 2010). Los estudios
recientes indican que Atanycolus spp. pueden atacar al BEF bajo una corteza mucho mas gruesa
de lo que puede introducirse a T. planipennisi (Abell et al. en prensa).

Leluthia astigma (Ashmead) (Hymenoptera: Braconidae), el cual se relacioné en forma positiva con
los cadaveres del BEF, se notific6 como el parasitoide mas abundante que atacé al BEF en
Delaware CO., Ohio, con una tasa de parasitismo de 2.1% (Kula et al. 2010). La especie es un
ectoparasitoide idiobionte solitario que esta distribuido ampliamente en Norteamérica desde
California y Guadalajara, México hasta Carolina del Norte y Quebec (Kula et al. 2010). Los adultos
gue emergieron de los capullos produjeron exitosamente una generacion nueva en las larvas del
BEF insertadas en las ramitas de fresno (Kula et al. 2010). Se recolectados dos especimenes de
esta especie en Ontario (Lyons 2010). Un espécimen se recolecté de fresnos verdes infestados
con el BEF cerca de Windsor y el otro espécimen se recolecté de un roble rojo infestado con
Agrilus bilineatus cerca de Midland. Aunque se notificé de su presencia en Quebec (Smith et al.
1979) estos son los primeros especimenes recolectados de otras partes de Canada.

Spathius floridanus Ashmead (Hymenoptera: Braconidae) (= S. simillimus Ashmead; sinénimo
establecido por Marsh y Strazanac 2009) fue una de las especies que encontraron Liu et al. (2003)
y Duan et al. (2012b) durante las encuestas realizadas de parasitoides nativos del BEF en
Michigan. Los hospedantes conocidos para S. floridanus incluyen a Agrilus anxius Gory, A.
bilineatus (Weber), Chrysobothris femorata (Oliv.) (Coleoptera: Buprestidae); Magdalis olyra
(Herbst) (Coleoptera: Curculionidae); Phymates aereum (Newman) y Xylotrechus colonus (F.)
(Coleoptera: Cerambycidae). Anteriormente se ha notificado la presencia de esta especie desde
Nueva Brunswick hasta Ontario en Canada y desde Wisconsin hasta Texas (Marsh y Strazanac
2009) en EE. UU. Marsh y Strazanac (2009) consideraron a esta especie como el Spathius nativo
mas prometedor como candidato para el control biolégico del BEF. Se criaron quince especimenes
de este parasitoide de roble rojo infestado con A. bilineatus cerca de Midland, Ontario, pero las
especies no se han criado del BEF en Ontario (Lyons 2010). Spathius spp. son gregarios (Marsh y
Strazanac 2009) y por ende este registro puede representar un nimero pequefio de eventos de
oviposicion. Otra especie, Spathius, la cual ain no se ha descrito se ha notificado recientemente
del BEF en Michigan (Marsh y Strazanac 2009).

Balcha indica (Mani y Kaul) (Hymenoptera: Eupelmidae) fue uno de los parasitoides que se
encontré durante las encuestas para los parasitoides nativos del BEF en Michigan (Liu et al. 2003,
Duan et al. 2012a) y Pensilvania (Duan et al. 2009). Balcha indica es en si una especie exética que
es nativa del sudeste de Asia (registros de recolecciéon de Birmania, India, Tailandia y Vietnam) y
probablemente llegé a Norteamérica en algunos hospedantes que distintos al BEF, puesto que su
descubrimiento en Virginia en 1994 precede la fecha de la posible llegada del BEF en dicha area
(Gibson 2005). En Norteamérica solo se conocen a las hembras de B. indica, aunque se sabe de
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la presencia de los machos en Asia (Gibson 2005). Este parasitoide fue la especie mas abundante
gue se crio del BEF en Pensilvania y se reprodujo exitosamente de manera partenogenética en el
BEF en el laboratorio (Duan et al. 2009). El historial de vida y los estadios de este ectoparasiotide
solitario fue descrita por Duan et al. (2011a). Las avispas parasitan a las larvas, prepupas y pupas
del hospedante. Las hembras empiezan a ovipositar durante la primera semana después de la
emergencia con los niveles maximos de la emergencia sucediendo varias semanas después. Los
huevecillos se adjuntan al hospedante mediante una hebra pegajosa. La fecundidad promedio fue
de 35.8 huevecillos. Las larvas del primer estadio presentan cépsula cefalica esclerotizada y
mandibulas mientas que en los estadios posteriores no lo tienen. Toma alrededor de tres meses
para completar una generacion a 25°C. El tiempo prolongado de la generacion univoltina para B.
indica podra dificultar los métodos eficaces de cria y por eso limita su utilidad como un agente de
control biolégico aumentativo contra el BEF (Duan et al. 2011b). Se han recolectado poblaciones
bajas de B. indica de forma rutinaria de los troncos infestados con el BEF en Ontario (Lyons 2010).

Un solo espécimen de Metapelma spectabile Westwood (Hymenoptera: Eupelmidae) se crié de un
trozo de fresno infestado con el BEF que se recolect6é cerca de Windsor, Ontario. Esta especie se
ha notificado de Agrilus angelicus Horn pero no existen registros anteriores de Canada (Burks
1979).

Los trozos de troncos de fresno verde recolectados de un sitio en el sudeste de Ontario en las
etapas posteriores del brote del BEF produjeron nameros sin precedentes de Phasgonophora
sulcata Westwood (Hymenoptera: Chalcididae) (Lyons 2010). De los 215 insectos que se criaron
de estos trozos, 146 fueron A. planipennis y 54 P. sulcata. En una localidad cercana solo ocho
ejemplares de P. sulcata emergieron de los trozos, lo cual es una densidad muy baja comparada
con 648 adultos del BEF que emergieron, lo que representa solamente una tasa de parasitismo
alrededor del 1.2%. Aparentemente, las tasas de parasitismo varian de manera espacial y
probablemente también de manera temporal. En el 2007, trampas de tiras pegajosas se colocaron
en un lote de madera en Essex Co. del cual se obtuvo un nimero elevado de P. sulcata.
Seiscientos BEF adultos y 407 adultos de P. sulcata se recolectaron de las trampas lo cual sugiere
una tasa de parasitismo de 40.7% (Lyons 2010). En el laboratorio, la emergencia promedio de P.
sulcata fue posterior a la emergencia promedio del BEF lo cual corresponde con el periodo de
vuelo tardio que se observé del parasitoide, en relacién al del hospedante observado en campo en
Ontario (Lyons 2010). El periodo de vuelo del parasitoide parece estar sincronizado con el periodo
de oviposicion del BEF y apoya la observacion realizada por Haack et al. (1981) de que el
parasitoide podra poner huevecillos cerca de los huevecillos hospedantes. La longevidad promedio
para los adultos macho y hembra de P. sulcata fueron de aproximadamente 25 y 39 dias,
respectivamente (Lyons 2010). Esta es una de los especies de parasitoides criadas del BEF en
Michigan (Liu et al. 2003) y se ha notificado de Agrilus bilineatus (Weber) (Haack et al. 1981), A.
anxius Gory (Akers y Nielsen 1990) y A. granulatus liragus Barter y Brown (Barter 1965).

Otras especies de parasitoides himendpteros que se han criado del BEF pero que no se han
encontrado en Ontario incluyen: Eupelmus pini Taylor (Eupelmidae); tres icneuménidos,
Dolichomitus vitticrus Townes, Orthizema sp., y Cubocephalus sp. (Duan et al. 2009); y especies
no determinadas de Dolichomitus (icneumdnido) y Eurytoma (Eurytomidae) (Duan et al. 2012a).
Duan et al. (2009) criaron exitosamente la especie partenogenica y telitoca E. pini en larvas,
prepupa y pupa del BEF insertados en ramitas de fresno en laboratorio.

A excepcién de los parasitoides nativos, otros organismos norteamericanos han realizado una
transicion limitada alimentdndose de las poblaciones del BEF. Algunos coledpteros depredadores
(por ejemplo, Enoclerus sp. (Cleridae), Catogenus rufus (F.) (Passandridae) y Tenebriodes sp.
(Trogossidae) se han recolectado alimentandose de los estadios de vida del BEF debajo de la
corteza de los &rboles hospedantes (Liu et al. 2003). Segun Cappaert et al. (2005), la depredacion
causada por el pajaro carpintero es probablemente la fuente mas importante de mortalidad en las
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poblaciones del BEF en Michigan y representa del 9 al 95% de la mortalidad. Después de las
defensas de los arboles hospedantes, la depredacién causada por el pajaro carpintero fue la
segunda fuente mas alta de mortalidad para las poblaciones experimentales del BEF (Duan et al.
2010). Lindell et al. (2008) han observado péjaros carpinteros peludos, aterciopelados y de barriga
roja alimentandose del BEF y recomend6 que se mantuvieran las condiciones (por ejemplo, sitios
de nidos) que atraen a los pajaros carpinteros. Irénicamente, los pajaros carpinteros tienen poco
impacto en las poblaciones del BEF en Asia (Duan et al. 2012a). La avispa depredadora, Cerceris
fumipennis Say (Hymenoptera: Crabronidae), se ha visto recolectando BEF adultos para abastecer
a su nido. Aunque el impacto de la avispa en las poblaciones del BEF no es considerable, esta
especie podria ser una herramienta de biovigilancia util para detectar las poblaciones del BEF a
bajas densidades (Marshall et al. 2005; Careless et al. 2009).

2.3 Control biolégico con microorganismos entomopatégenos

La falta de depredadores, la aparente resistencia baja del arbol hospedante, la disponibilidad de
alimento y condiciones climéticas favorables, contribuyen en su conjunto a la dispersion de
insectos exaticos invasores (Hajek 2009, Tanis y McCullough 2012). EIl barrenador esmeralda del
fresno (Agrilus planipennis) (BEF), el cual se descubrié en Norteamérica en el 2002, aln resulta
dificil de detectar a nivel endémico (Crook y Mastro 2010). La erradicacion dejé de ser una opcion
y la estrategia actual es disminuir la dispersiéon del BEF utilizando varias herramientas (Marchant
2007). Sin embargo, se necesitan medidas eficaces para disminuir la dispersién del BEF, contener
las infestaciones aisladas y mantener sus poblaciones en un umbral de tolerancia o inferior a éste
para la supervivencia de los fresnos (Liu y Bauer 2008a). Independientemente de los reglamentos
y las actividades de tala de arboles, se estan aplicando algunos insecticidas contra el BEF en EE.
UU. y Canada pero su uso es limitado, costoso y dificil de aplicar a gran escala. Como parte de un
enfoque de manejo integrado de plagas, se estd aumentando el interés en el control bioldgico con
entomopatdgenos ya que los fresnos se han plantado en su mayoria en ciudades y en estas areas,
desde el punto de vista ambiental, el uso de agentes de control microbial es mas convincente
(Hajek y Bauer 2007). Los microorganismos entomopatégenos son naturales y podrian ofrecer
una solucién parcial, no de erradicar al BEF sino de disminuir el impacto de esta plaga en
Norteamérica.

Se han considerado diferentes microorganismos entomopatégenos para utilizarse contra el BEF,
pero el uso del hongo ha recibido mucha mas atencibn que otros organismos tales como
nematodos, microsporidios o bacteria (Hajek y Bauer 2007). La investigacion cientifica detras del
desarrollo del control biolégico del BEF con entomopatdgenos resulta relativamente limitada. Los
siguientes parrafos presentaran los principales estudios realizados por diferentes equipos de
investigacion para mejorar el conocimiento acerca del uso de entomopatégenos contra el BEF.

2.3.1 Control biolégico con hongos entomopatégenos

Los hongos entomopatégenos tales como Beauveria, Metarhizium, Isaria y Paecilomyces son solo
algunos géneros de hongos que se sabe que son patogénicos contra un gran namero de insectos
(Humber 2012). Igualmente, se han utilizado en el manejo de varios insectos desfoliadores en la
agricultura como el escarabajo de la papa, el barrenador del maiz, mosquitas blancas,
saltamontes, langostas, barrenadores, afidos, picudos (Inglis et al. 2001, Vandenberg 2007a).

Entre los insectos barrenadores de la madera, se han obtenido resultados prometedores para el
aserrador japonés del pino (Monochamus alternatus Hope), el escarabajo asidtico de cuernos
largos (Anoplophora glabripennis (Motschulsky)) utilizando bandas de hongos, el barrenador
esmeralda del fresno (A. planipennis), el escarabajo de la corteza de la picea (Ips typographus(L.))
en donde se demostré la transmision horizontal de B. bassiana entre los adultos (Hajek and Bauer
2007, Kreutz et al. 2004).
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Algunos productos comerciales a base de microorganismos ya estan disponibles en Canada y EE.
UU., entre ellos, BotaniGard®, Met52®, Naturalis L® y Mycotrol EL® (Kabaluk et al. 2010).

2.3.2 Modo de accion de los hongos entomopatdégenos

En comparacién con otros entomopatdgenos, los hongos pueden invadir a los insectos vivos a
través de la cuticula y proliferar en la cavidad del cuerpo (Liu y Bauer 2006). EIl conidio de un
aislado apropiado germinard en contacto con la cuticula del insecto, producira enzimas, invadira el
cuerpo del insecto, producird toxinas y eventualmente matara al insecto (Inglis et al. 2001). Si las
condiciones ambientales son apropiadas, el hongo emergera del cuerpo del insecto y producira
conidios, los cuales también pueden dispersarse horizontalmente a otros insectos susceptibles con
el viento o por contacto directo. Los hongos entomopatégenos pueden causar infecciones en
todos los estadios de vida pero no todos los estadios en el ciclo de vida del insecto son igualmente
susceptibles a la infeccién (Inglis et al. 2001; Hajek y St. Leger, 1994). Todos los estadios de vida
del BEF, excepto los huevecillos, fueron susceptibles a la infecciobn causada por el hongo bajo
condiciones de campo (Bauer et al. 2004c). Debido a que los adultos del BEF se encuentran
activos en el follaje de la copa del arbol o se movilizan en el tronco, representan un objetivo mas
facil que las larvas. Los adultos también pueden entrar en contacto con conidios rociados en los
troncos del fresno en cuanto ellos emerjan, mientas caminan u ovipositan, y en el follaje mientras
se alimentan (Liu y Bauer 2006, 2008a,b). Sin embargo, las larvas también son susceptibles
debido a que el alto nivel de humedad bajo la corteza proporciona condiciones ideales para la
germinacion de las esporas de los hongos en la cuticula del insecto (Liu y Bauer 2006).

2.3.3 Resultados mas importantes de la investigacion sobre entomopatégeno del BEF

Cuando se descubrio al BEF en Norteamérica en el 2002, las opciones de control disponibles eran
limitadas. Segun Bauer et al. (2004c), la Unica forma de controlar al BEF en ese momento era la
identificacion y destruccion de arboles infestados.

En el 2003 y 2004, Bauer et al. (2004b) realizaron una encuesta sobre hongos entomopatdégenos
gue se encontraron en mas de 6000 larvas que se recolectaron en un lote de madera en Michigan.
Por sorpresa, el 2% de los BEF inmaduros estaban infectados con cinco especies de hongos:
Beauveria bassiana (24 aislados), Isaria (= Paecilomyces) farinosus (30 aislados), I. (=
Paecilomyces) fumosoroseus (7 aislados), Verticillium lecanii (36 aislados) y Metarhizium
anisopliae (2 aislados).

Bauer y colegas (2006) fueron los primeros en realizar experimentos para documentar si Bacillus
thuringiensis (Bt) y Beauveria bassiana podian utilizarse contra el BEF basandose en los registros
de seguridad de estos microorganismos y su compatibilidad con el biocontrol. Se realizaron
pruebas a cuatro cepas registradas de Bt contra el BEF y algunas cepas se encontraron téxicas en
concentraciones altas. Se necesitaron tasas de 4 a 12 veces mayores del nivel maximo que el
especificado en la etiqueta para lograr un 66 al 98% de mortalidad 6 dias después de los
tratamientos (Bauer et al. 2006). Se lleg6 a la conclusion de que se necesitaba investigacion
adicional para identificar la toxina activa y eventualmente desarrollar una herramienta eficaz para
la aspersion aérea. Bauer y Londono (2010) preseleccionaron 25 cepas de Bt que se sabia que
tenian toxicidad a coledpteros incluyendo a SDS-502 y Bt-Fc. El Bt SDS-502 fue el mas téxico.
Este Bt expresa la toxina proteina Cry8Da la cual ha demostrado actividad en algunos coledpteros.
La mortalidad de los adultos del BEF expuestos a Bt SDS-502 ocurri6 96 horas después de
alimentarse de las hojas asperjadas y la mortalidad total fue similar para ambas cepas de Bt.

En 1995, el hongo entomopatdgeno B. bassiana var. GHA se registré bajo la marca BotaniGard®
contra plagas forestales y de arboles de sombra. Bauer et al. (2004b) fueron los primeros en
probar BotaniGard® contra el BEF con el objetivo de identificar un producto para posibles usos en
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un programa de aspersion aérea.

Bajo condiciones de laboratorio (caja Petri y follaje cortado), Liu y Bauer (2006) expusieron a los
adultos del BEF a diferentes aislados de B. bassiana y M. anisopliae para documentar su virulencia
(aislados de B. bassiana: ARSEF 6393, 7152 y GHA y dos aislados de M. anisopliae: ARSEF 7180
y 7234). Los BEF se sumergieron en una de las dos dosis ensayadas: 10° o 10’ conidios/ml. Los
resultados demostraron que los adultos del BEF eran susceptibles a B. bassiana y M. anisopliae
cuando recibieron tratamiento con sumergimiento directo asi como con exposicion foliar. La
mortalidad acumulada a 6 d después del tratamiento fluctué entre el 80% al 97% y el 97% al 100%
para las concentraciones 10° y 10’ conidios/ml respectivamente. Los valores promedio de tiempo
de muerte fueron méas bajos para B. bassiana GHA con 4.6 y 4.2 d a 10° y 10’ conidios/ml
respectivamente.

Posteriormente, en el 2003, bajo condiciones de invernadero y campo se estudié la virulencia, los
efectos letales y subletales de B. bassiana cepa GHA (BotaniGard ES) en adultos y larvas del BEF
por Liu y Bauer (2008a) con aspersion topica y tratamientos de bandas de hongos. Los resultados
de los estudios en invernadero y campo demostraron que B. bassiana cepa GHA tenia un buen
potencial como herramienta de manejo para suprimir las densidades de poblacién del BEF. Las
aspersiones a troncos preemergentes de principios del verano con B. bassiana infectaron y
mataron a los adultos del BEF, los cuales se infectaron debajo de la corteza antes de salir,
posiblemente a través de la entrada de los conidios de los hongos en las grietas de la corteza,
durante la emergencia cuando masticaron a través de la corteza tratada con el hongo o después
de la emergencia mientras caminaban o ponian huevecillos. Los resultados también sugieren un
efecto subletal incluyendo longevidad acortada del adulto y un periodo de desarrollo larvario
prolongado. Finalmente, en julio del 2003, una banda de hongo impregnada con cultivo de
esporulacién de hongo B. bassiana cepa GHA se aplico a los troncos de fresno no infestados en el
campo, cuyo objetivo eran los adultos del BEF en jaula. La ventaja de utilizar una banda de hongo
fue la persistencia de los conidios virulentos por un mes. A diferencia de los resultados que se
obtuvieron con A. glabripennis, Liu y Bauer (2008a) indicaron que esta técnica puede no ser eficaz
contra el BEF debido a que los adultos vuelan mas de lo que caminan.

En el 2004-2005, Liu y Bauer (2008b) evaluaron el efecto de la cepa GHA de B. bassiana aplicada
con un aspersor de CO, de mochila en el follaje del fresno o el tronco del arbol con poblaciones
recientemente colonizadas y bien establecidas del BEF. Los arboles que recibieron tratamiento con
B. bassiana GHA contenian 41% menos larvas mas jovenes que los arboles de control y 20% de
las larvas en los arboles de las areas sometidas a tratamiento estaban infectadas después de 14
dias de incubacién en laboratorio. Los arboles sometidos a tratamiento con B. bassiana sufrieron
menos muerte regresiva en la copa que los controles, con un aumento en muerte regresiva del
34% para los que recibieron tratamiento en comparacion a un aumento del 57% para los arboles
de control. Los tratamientos con hongos disminuyen considerablemente la muerte regresiva en la
copa. Para los arboles que recibieron tratamiento con la cepa GHA, la densidad de larvas fue casi
la mitad que la de los controles, con una densidad promedio de 55 y 103 larvas/m?,
respectivamente. La densidad promedio del adulto que emergié fue de 57 adultos/m? para los
arboles control mientras que solamente 21 adultos emergieron de los arboles sometidos a
tratamiento con hongos. Ademas, Liu y Bauer (2008b) encontraron una buena persistencia del
conidio en el campo. Después del periodo de exposicion de dos dias al follaje que habia recibido
tratamiento, la mortalidad del adulto fluctu6 del 78% para aquellos expuestos al follaje recolectado
24 h después de la aplicacién del hongo hasta un 100% en follaje recolectado 2 h después de la
aspersion. Los adultos expuestos al follaje que habia sido sometido a tratamiento tenian una vida
corta en comparacion con aquellos expuestos al follaje control. Asi mismo, el tiempo mas bajo para
la muerte se observoé en los adultos expuestos al follaje recolectado 2 h después de la aplicacion.
La mortalidad del adulto sucedi6 principalmente entre 4 y 7 dias después de la exposicion al follaje
que habia recibido tratamiento con B. bassiana (Liu y Bauer 2008b). Liu y Bauer (2008b) han
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demostrado una mayor eficacia de GHA en campo cuando se asperja en troncos antes de la
emergencia del adulto. Estos autores, encontraron tasas de infeccion entre el 58.5 al 83% en BEF
adultos en el campo. También observaron que la tasa de infeccion en larvas establecia una
correlacion entre la densidad de la larva en el campo. Por consiguiente, ellos llegaron a la
conclusion de gue habia transmision horizontal de la enfermedad.

Se han realizado pocos ensayos que combinaron hongos entomopatéogenos y plaguicidas
guimicos. Vandenberg et al. (2007b, 2008) evaluaron el impacto de B. bassiana utilizado solo 0 en
combinacién con imidacloprid en &rboles infestados en un vivero. La mortalidad de los adultos del
BEF expuestos a hojas que recibieron tratamiento con imidacloprid y el hongo fue igual o mayor
gue la de los BEF expuestos a las hojas que recibieron solamente tratamiento con hongo.

Para ser una herramienta de control eficaz contra el BEF invasor, el hongo B. bassiana GHA
necesita aplicarse durante un periodo apropiado del tratamiento. El objetivo son los adultos que
emergen a principios del verano, durante el periodo de alimentacién en la maduracién y antes que
las hembras ovipositen para maximizar el impacto en las poblaciones de BEF. Castrillo et al.
(2010a) realizaron un estudio sobre deposicion y persistencia de B. bassiana en condiciones de
campo en un arbol de vivero. B. bassiana GHA se asperj6 en trozos de fresno y en la copa del
arbol con un aspersor de mochila y aplicador hidraulico. Los célculos de la unidad de formacién de
colonias (CFU, por su sigla en inglés) para B. bassiana obtenidos después de presionar las
superficies de los foliolos presentaron conteos mayores después de 7 dias, frente a 14 dias en dos
pruebas de tres que se realizaron. Las muestras tomadas 28 dias después de la tercera aplicacién
aun mostraban CFU viables. Catorce dias después de la aplicacion en la copa, el numero de CFU
en la parte superior e inferior del follaje fue finalmente similar. La disminucién del follaje superior
puede explicarse con la exposicién a luz ultravioleta con la reduccidén consecuente en viabilidad
(Inglis et al. 1993, Moore et al. 1993) y el lavado con la precipitacion (James et al. 1995). La copa
densa y montada en los fresnos podria proporcionar sombra para minimizar el dafio de los rayos
UV al conidio en la parte superior de la hoja. Incluso cuando se redujo el nivel de in6culo a 2 a 5
pliegues menos en las hojas, aln se observé mortalidad entre los BEF expuestos a estas hojas.
Por sorpresa, aun se obtuvieron CFU de las hojas de fresnos aproximadamente 28 dias después
de la ultima aspersion en el 2006. Para seguir la persistencia de los aislados de B. bassiana GHA
en ambientes naturales después de la liberacién masiva, se crearon cebadores y sondas de PCR
en tiempo real (Castrillo et al. 2008).

Castrillo et al. (2010a) han demostrado que incluso en la corteza, 14 dias después de la aspersion,
la mortalidad del BEF expuesto a la corteza asperjada durante 24 h fue de 40%. La persistencia
del conidio en la corteza mostr6é una tendencia similar al igual que con el follaje. A diferencia de los
foliolos, los célculos de la corteza indican que la mortalidad contina comparable entre 7 y 14 dias
después de cada aspersidon. Una mejor persistencia en la corteza puede deberse a la presencia de
rajaduras y grietas en la corteza del fresno en la cual el conidio se aloja durante la aspersion a alta
presion. Los datos obtenidos por Castrillo et al. (2009 a,b) sugieren que los BEF adultos
transportan al hongo de un arbol al otro.

En los afios posteriores al descubrimiento del BEF en Michigan, se realiz6 un muestreo de campo
de supuestos aislados de hongos nativos patdégenos al BEF. Entre el 2002 y 2006, B. bassiana se
aislo de las larvas y prepupas de los fresnos infestados que se talaron en Michigan.
Recientemente, ellos compararon la virulencia de los aislados representativos contra el BEF
(Castrillo et al. 2010b), pero no encontraron ninguna diferencia considerable en la mortalidad entre
las cepas nativas y GHA. Después de 6 dias posterior al tratamiento, la mortalidad promedio entre
los BEF control fue de 18.3 = 3%. La mortalidad calculada de GHA a 3.6 x 10° conidio/ml, la
misma dosis utilizada para las cepas derivadas del BEF fueron 90 + 12%. Derivado de su andlisis,
Castrillo et al. (2010b) concluyeron que el suelo sirve como la fuente principal de in6culo del hongo
gue puede dispersarse a los troncos de los arboles mediante la lluvia salpicada o por las corrientes
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de aire. Asi mismo, la dispersion natural puede suceder a través de los pajaros, como los pajaros
carpinteros, cuando ellos buscan forraje en fresnos infestados por el BEF (Lindell et al. 2008).
Segun Castrillo et al. (2010b), la dispersién de propagulos de B. bassiana nativos, posiblemente
mediante corrientes de aire, salpicado de lluvia o insectos infectados, en los troncos de fresnos
limitan la dispersién amplia y la acumulacion intensa de inéculos que podria provocar epizootia en
los hongos. La hembras y el macho del BEF se alimentan del follaje del fresno durante su estado
adulto, pero las hembras también pasan mucho tiempo en contacto con la corteza de los fresnos
durante la emergencia, cuando muerden y se introducen a la corteza del arbol y cuando se
aparean y buscan sitios para ovipositar durante la deposicion de huevecillos (Liu y Bauer 2006;
2008 a,b).

La forma de respuesta del indculo y el nivel de inéculo presente en troncos de fresnos constrifie la
prevalencia de la infeccion en poblaciones del BEF (Castrillo et al. (2010b). La corteza es una
fuente mas accesible de infeccion del BEF y Castrillo et al. (2010b) sugieren la aplicacion de GHA
antes de la emergencia del adulto puesto que la corteza es un reservorio y GHA es virulento.

Los patégenos nativos tienen una ventaja importante sobre los enemigos naturales exéticos puesto
gue ellos ya se han adaptado al habitat de la plaga y presentan menos riesgo de perturbacién de
la comunidad (Johny et al.2012a). Johny et al. (2012a) buscaron entomopatdgenos nativos en el
sur de Ontario y la mayoria de los aislados se recuperaron de las pupas y larvas del BEF, en
menor proporcion de BEF adultos. Los aislados se concentraron en dos grupos principales,
Beauveria bassiana y Beauveria pseudobassiana. Todos los aislados de Beauveria spp. que se
recuperaron de los BEF y a los cuales se les hicieron bioensayos se encontraron patégenos con
variabilidad en su virulencia a los BEF adultos. Se observaron diferencias considerables en la
mortalidad acumulada del insecto entre 4 y 14 dias después de los tratamientos con cuatro
concentraciones distintas de conidios entre 8 aislados derivados del BEF y el aislado GHA
comercial. El aislado L49-1AA fue casi cinco veces mas virulento que GHA mientras que LD20A y
LB25C fueron los Unicos aislados que fueron considerablemente menores (alrededor de 3 veces)
gue el aislado comercial. El aislado L49-1AA maté a los adultos del BEF mas rapido que todos los
otros aislados con un tiempo promedio de supervivencia de 6.16 dias. Sin embargo, no difiere
considerablemente de GHA (6.93 dias) y B4B (7.4 dias). El aislado L49-1AA tiene el LC50 mas
bajo, seguido de GHA. Un aspecto importante que se destacé esta relacionado con la produccion
de conidio, en donde la formacién méas alta de conidio se observé para L49-1AA (1.38 x 10°
conidios/insecto). Tal como indic6 Johny et al. (2012a), para desarrollar una estrategia de
autocontaminacion, la produccion elevada de conidios en los cadaveres podria compensar
parcialmente la supervivencia baja debido a la temperatura, humedad y radiacion UV.

En una encuesta, Johny et al. (2012b) encontraron seis cepas de hongos que pertenecian a Isaria
farinosa (Holmsk) (anteriormente Paecilomyces farinosus) y un P. lilacinum nuevo colonizando al
BEF en el sur de Ontario. Estos aislados de patdgenos pueden haberse adaptado al BEF en
Ontario y ahora forman parte de los agentes de control natural en Canada, luego de haberse
recuperado por dos afos.

Las estrategias existentes de control de campo de aplicar micoinsecticidas basados en GHA a la
corteza antes de la emergencia del barrenador podrian demostrar ser viables puesto que esta
cepa (GHA) es virulenta al BEF (Liu y Bauer 2006, 2008a,b) y también puede persistir por varias
semanas en cortezas de fresnos (Castrillo et al. 2010a). Sin embargo, al principio del ciclo de
infestacion, puede ser menos probable que los BEF adultos encuentren indculos de hongos en la
corteza (Castrillo et al. 2010b). Cuando los adultos llegan por primera vez durante el ciclo de
infestacion, por lo general atacan a arboles saludables a lo largo de la parte superior del tronco
(datos inéditos en Castrillo et al. 2010b). El BEF se alimenta del follaje del fresno durante toda su
vida. Por consiguiente, la aspersion de la corteza puede complementarse con trampas disponibles
en la copa del arbol para entregar al hongo a través de una estrategia de autocontaminacion. En el
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2010y 2011, Lyons et al. (en prensa) modificaron una trampa existente de insecto para permitir la
autocontaminacion de insectos con hongos entomopatégenos. Los resultados de campo fueron
prometedores y demostraron una persistencia durante toda la temporada del in6culo y la recaptura
de los adultos del BEF en trampas pegajosas que contenian esporas.

Beauveria es un entomopatégeno de amplio espectro y su uso puede limitarse por el efecto
negativo secundario en los insectos Utiles. Dean et al. (2012) realizaron un estudio para
determinar la susceptibilidad de Spathius agrili y Tetrastichus planipennisi a B. bassiana en el
laboratorio. De manera interesante, T. planipennisi tiene una susceptibilidad muy baja o ninguna a
B. bassiana cepa GHA en condiciones de laboratorio. Todos los 88 BEF expuestos a las ramitas
de fresnos inoculadas con el hongo murieron a los 6 dias. S. agrili fue ligeramente mas
susceptible a B. bassiana con una diferencia promedio de 13% de mortalidad entre los grupos
sometidos a tratamiento y los de control. Esto podra no ser una consecuencia biolégica
considerable puesto que murieron solo 13 S. agrili de los 84 que se expusieron.

Kyei-Poku et al. (2008, 2011) aislaron a un microsporidio nuevo del barrenador bronce del abedul y
los estudios contindan para determinar si el patégeno puede infectar al BEF. Kyei-Poku et al.
(2009) recuperaron las especies nuevas de nematodos estrechamente relacionadas con las
especies Rhabditis de los cadaveres del BEF en Ontario. El aislado maté a las larvas del BEF,
Tenebrio molitor y Zophobas morio en un periodo de 2 a 4 dias. Este nematodo se esta
investigando ain mas para el posible control biolégico del BEF.

En conclusién, los hongos entomopatdégenos pueden representar un complemento a otras medidas
de control biolégico, mecanica y legislativa para disminuir la dispersién del BEF. La aplicacién
directa de las cepas eficaces puede disminuir las poblaciones del BEF. Ademas, la diseminacion
del hongo por autocontaminacién podra ayudar a llegar a otros adultos mientras se aparean en la
copa. El hongo entomopatdégeno representa un costo bajo y un producto ambientalmente
aceptable. Ademas de la mortalidad directa del BEF, debe demostrarse el impacto del hongo
entomopatdgeno en poblaciones del BEF y la reduccién en la mortalidad de arboles.

4,

5. Proceso normativo relacionado con la importacion, cria, liberacién y movilizacion nacional de
agentes de control biolégico de insectos plagas

En Norteamérica, la importacion y liberacion de agentes entoméfagos de control biol6gico
requieren que el interesado presente una solicitud de permiso de importacion y una peticiéon. La
peticion deberia incluir todos los elementos que se esbozan en las Norma Regional sobre Medidas
Fitosanitarias (NRMF) 12: 2008. Para la primera liberacién de agentes fit6fagos no nativos para el
control bioldgico, se deberian utilizar las directrices indicadas en la NRMF 7: 2008.

Las directrices en la NRMF 7: 2008 y la NRMF: 12 2008 tienen la finalidad de ayudar con la
redaccion de las peticiones para la liberacion de agentes de control bioldgico. Las peticiones
brindan a los revisores y funcionarios normativos la informacion necesaria para evaluar el riesgo
de introducciones de agentes no nativos previstos para el control biolégico de insectos plagas.
Puesto que el proceso de revision de peticion en Canad4, EE. UU. y México incluye la consulta
con los otros dos paises de la NAPPO, estas directrices permiten estandarizar el formato de la
peticién. Las directrices también podrian utilizarse para los agentes de control biolégico de otras
plagas objetivo (por ejemplo, &caros, nematodos y moluscos) a criterio de la Organizacion
Nacional de Proteccion Fitosanitaria.

Las normas de la NAPPO representan una herramienta importante para armonizar los datos
necesarios para la liberacion de agentes de control biolégico en Norteamérica. Todas las
peticiones presentadas a la ACIA, al APHIS y Sanidad Vegetal deben cumplir con las normas
establecidas en las directrices de la NAPPO.
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Los siguientes apartados describen los procesos normativos especificos relacionados con la
importacion, cria y liberacién de agentes de control biolégico en cada pais de la NAPPO.

3.1 Procesos normativos en Estados Unidos

En EE. UU., los agentes de control biolégico de las plagas de plantas y malezas nocivas estan
reglamentados por la Plant Protection Act (2000). La Plant Protection Act brinda una definicién de
agentes de control biolégico y reconocimiento de su potencial para controlar plagas de plantas. La
Oficina de Sanidad Vegetal y Cuarentena (PPQ, por su sigla en inglés) del Servicio de Inspeccion
de Sanidad Agropecuaria (APHIS, por su sigla en inglés) del Departamento de Agricultura de EE.
UU. (USDA) administra la Plant Protection Act. Esto les brinda la autoridad de reglamentar la
importacion, movilizacion interestatal y liberacion ambiental de los agentes de control biolégico.

Los permisos separados, expedidos por el USDA-APHIS-PPQ, son necesarios para la importacion,
movilizacién interestatal, posesion y/o liberacion de agentes de control biologico al medio ambiente
(APHIS 2012; Universidad de Florida 2012). Debe completarse el formulario 526 de PPQ (APHIS
2012). El formulario esta disponible en linea utilizando el sistema ePermit del APHIS (véase
http://www.aphis.usda.gov/permits/learn _epermits.shtml). El sistema ePermit permite al solicitante
presentar y rastrear las solicitudes de permiso, recibir permisos y hacer solicitudes de
renovaciones y enmiendas en linea. El proceso de emisién de permisos puede tomar cuatro a seis
meses para completarse. También podra ser necesaria la aprobacién posterior de un permiso por
parte de cada estado. Para los agentes de control biolégico que se sabe que son plagas de
plantas, se requiere un permiso de importacion para su entrada a EE. UU. La oficina de PPQ
inspeccionara los agentes bioldgicos en una estacion de inspeccion en el punto de entrada y no se
aplicaran requisitos adicionales para la movilizacion nacional de los agentes (excepto para Hawai,
Alaska, Guam, Puerto Rico, Samoa Americana y las Islas Virgenes de EE. UU. en donde se
requieren permisos federales). También podran requerirse permisos estatales.

Para los agentes de control biol6gico que pueden ser plagas de plantas, se requiere un permiso
para la importacion asi como para la movilizacion interestatal, cuando corresponda (las
condiciones para la movilizaciéon se esbozaran en el permiso). Los permisos para importar agentes
de control biolégico de lugares fuera del continente se expiden a instalaciones de contencion
aprobadas con el fin de verificar la identidad y pureza del agente de control biolégico y/o para
recopilar informacién cientifica que seria necesaria para preparar una peticién para la liberaciéon
del agente de control biologico al ambiente (Mason et al. 2005).

En los casos cuando se considera la liberacion en el ambiente, se debe preparar una peticién para
liberacion de acuerdo a las directrices de la NAPPO para su revision. Si se identifican posibles
impactos adversos a las plantas y/o a las especies no objetivo, no se concedera el permiso. En
ese caso, las razones de dicha decision se presentaran al solicitante. Si no se identifican efectos
adversos a las plantas y/o especies no objetivo, se permitira la liberaciéon en el medio ambiente.
Para obtener la informacién detallada sobre liberacion en campo de agentes de control biolégicos
aprobados para el BEF, sirvase consultar las Directrices para la liberacién de control biol6gico para
el BEF en el siguiente enlace:

http://www.aphis.usda.gov/plant _health/plant _pest info/emerald ash b/downloads/EAB-
FieldRelease-Guidelines.pdf

Figura 3.1. Proceso normativo relacionado con la importacion y liberacion de agentes de
control biolégico de insectos plagas en Estados Unidos (de Mason et al. 2005) USDA=
Departamento de Agricultura de Estados Unidos; APHIS= Servicio de Inspecciéon de Sanidad
Agropecuaria; T&E= Amenazada y en peligro de extincién
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3.2 Procesos normativos en Canada

En Canad4, los agentes de control bioldgico estan reglamentados a través de la Plant Protection
Act (PPA), la cual es administrada por la Agencia Canadiense de Inspeccién Alimentaria (ACIA)
(Mason et al. 2005; De Clerck-Floate et al. 2006). La PPA fue aprobada para prevenir la
introduccion y dispersion de plagas de plantas exéticas. Los organismos que son directamente
perjudiciales para las plantas y depredadores y parasitos/parasitoides de organismos fit6fagos se
consideran plagas de plantas. Por ende la importacion y liberacién de artrépodos entoméfagos
para el control biol6gico se reglamentan segun la PPA (De Clerck-Floate et al. 2006).

Para que se permita la importacion de un agente de control biol6gico a Canada, los importadores
deben presentar una solicitud para un Permiso de Importacion de Proteccion Fitosanitaria
(http://www.inspection.gc.ca/DAM/DAM-plants-vegetaux/STAGING/text-

texte/c5256 1331652913719 eng.pdf ) con un paquete informativo para la peticion a la Oficina de
Permisos de la ACIA. Se solicita la informacion sobre la accion que se propone, sobre la plaga
objetivo, sobre el agente de control biol6gico, sobre los impactos ambientales y econémicos de la
liberacién que se propone y sobre el monitoreo posterior a la liberacién. La Oficina de Permiso
informard al solicitante si la documentacién proporcionada es insuficiente. El proceso es el mismo
sin importar si la finalidad de la importacion es para el control biolégico clasico (introduccién de una
ocasion que se espera que sea autbnoma) y para los agentes comerciales que se introducen de
forma inundativa a intervalos regulares para controlar las plagas en ambientes generalmente
protegidos (por ejemplo, invernaderos).
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Segun De Clerck-Floate et al. (2006), ‘la peticion se aplica cuando existe una introduccion
planificada de una especie, subespecie o incluso una poblacion de una especie candidata,
especialmente si se introduce de un area geogréfica/poblacién de la que pudo haberse introducido
o sometido a prueba anteriormente para la introduccion’.

Se requiere un permiso de importacion para todas las importaciones de agentes comerciales de
control biol6gico pero no siempre se requiere una peticion (De Clerck-Floate et al. 2006). En los
casos en los que se requiera una peticion y se proporcione con la solicitud de permiso de
importacion, se enviara al Presidente del Comité de Revisién de Control Biolégico (BCRC, por su
sigla en inglés) del Ministerio de Agricultura y Agroalimentos de Canadéa (AAFC, por su sigla en
inglés) para su revision. El BCRC puede estar constituido por taxbnomos, ecologos, cientificos,
especialistas en gobierno federal y provincial y universidades canadienses, consultores y
representantes de la Agencia Normativa de Manejo de Plagas (PMRA, por su sigla en inglés) del
Ministerio de Salud de Canada. Los representantes del USDA-APHIS y de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién de México (SAGARPA) también
revisaran la peticién y se tomaran en cuenta sus comentarios antes de tomar una decisién final
(Mason et al. 2005; De Clerck-Floate 2006).

Una vez que se revise la peticién, el BCRC brinda su recomendacion al funcionario principal de
Sanidad Vegetal, el Director de la Divisién de Bioseguridad Vegetal y Forestal de la ACIA. El
funcionario principal de sanidad vegetal toma la decision final y se envia una carta al solicitante
notificandole la decision (Aprobado o no aprobado para la liberacion en Canadd). Si se aprueba la
liberacién, se expedird un permiso de importacion. El Sistema Automatizado de Referencia de
Importaciones (AIRS, por su sigla en inglés) también se actualizara para reflejar la decision
tomada.

Una vez aprobado para la liberacion, el agente de control biolégico puede liberarse en cualquier
parte de Canada. Los representantes provinciales son parte del comité de revisién y se informa a
los funcionarios provinciales antes de la liberacion, especialmente la provincia en donde se llevara
a cabo la liberacion.

Se puede permitir la importacién de los organismos a una instalacion de contencién canadiense
gue haya sido aprobada para la recepcidn y contencion de los organismos. Esto generalmente se
realiza para permitir la investigacion de agentes de control biolégico candidatos antes de la
peticion para su liberacién en el pais. Si la liberacién eventualmente se aprueba, el permiso de
importacion entonces se enmienda para reflejar dicha decision.
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Figura 3.2. Proceso canadiense de revision para la importacion y liberacion de organismos
entomofagos nuevos para el control biolégico. BCRC= Comité de Revision de Control
Biologico; ACIA= Agencia Canadiense de Inspeccién Alimentaria; NAPPO= Organizacion
Norteamericana de Proteccion a las Plantas; OPL= Laboratorios de Plantas de Ottawa, CFIA;
PHRA=Unidad de Evaluacion del Riesgo de la Sanidad Vegetal, CFIA; SAGARPA= Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion de México (modificado de Mason et
al. 2005)
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3.3 Procesos normativos en México

En México, Sanidad Vegetal (Ministerio de Agricultura) es responsable de la administracién vy
aplicacién de la Ley Federal de Sanidad Vegetal de los Estados Unidos Mexicanos, la cual
reglamenta la importacién de agentes de control biol6gico en México (SARH 1980 en Mason et al.
2005).

Para la importacion de agentes de control biolégico, los importadores deben presentar una
solicitud de importacion al Director General de Sanidad Vegetal dentro de SAGARPA. Se enviara
una copia de la solicitud al Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico (CNRCB) para su
revisién. Con la solicitud de importacion debe presentarse una peticibn que cumpla con los
requisitos establecidos en la NRMF 12: 2008.

Si el CNRCB desconoce al agente de control biolégico, la solicitud de importacion y la peticion
seran revisadas por el Comité de Control Bioldgico del Consejo Nacional Consultivo Fitosanitario
(CONACOFI), el cual incluye académicos, investigadores y profesionales del gobierno. Una vez
gue se complete la revision, el comité proporcionard una recomendacion al CONACOFI (Mason et
al. 2005).
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Si el CNRCB conoce al agente de control biolégico o una vez que reciba una recomendacion del
CONACOFI para un agente de control biolégico nuevo, el CNRCB expedird ya sea una
autorizacion oficial o una carta de rechazo al importador, firmada por el Director General de
Sanidad Vegetal. También se presentaran las recomendaciones y, cuando corresponda, las
razones del rechazo. Se expedird un permiso de importacién de un afio. Entre los requisitos de
importacion que se indicaran en el permiso de importacion, el agente de control biolégico deberd ir
acompafiado de un certificado de pureza bioldgica y un certificado de origen proporcionado por la
Organizacién Nacional de Proteccién Fitosanitaria del pais exportador (Mason et al. 2005).

Figura 3.3. Proceso mexicano de revisién para laimportacién y liberacion de organismos de
control biolégico. CNRCB= Centro Nacional de Referencia de Control Biolégico; CONACOFI =
Consejo Nacional Consultivo Fitosanitario (de Mason et al. 2005).
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4. Situacion actual, uso y perspectivas del género Fraxinus en México®

El género Fraxinus se encuentra en las principales areas montafiosas de México y, como cualquier
otro género holartico, alcanza su limite surefio en Centroamérica. La Comisién Nacional para el
Estudio de la Biodiversidad notifica sobre 21 especies de Fraxinus, pero aun es necesario realizar
una evaluacion detallada de su situacion. Si se eliminaran los sinénimos, posiblemente existan 13
especies y una variedad de Fraxinus en México: F. anomalla, F. berlandieriana, F. cuspidata, F.
dipetala, F. dubia, F. gooddingii, F. gregii, F. papillosa, F. pringlei, F. purpusii (var. purpusii y var.
vellerea), F. rufescens, F. udhei y F. velutina. Aln necesita confirmarse la presencia de dos de
ellas (F. anomalla y F. dipetala) en México, y la situacion de F. pringlei es dudosa y necesita
revisarse.

® Resumen tomado con permiso del autor de: Bonfil, C. 2010. Present state, use, and perspectives of the genus
Fraxinus in Mexico.En: 2010 Proceedings Symposium on Ash in North America.
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Muchas de las especies que se han encontrado en el norte de México se comparten con las del
sur de Estados Unidos (F. anomalla, F. berlanderiana, F. dipetala, F. gooddingii, F. gregii, F.
papillosa y F. velutina). Tres otras especies del centro/sur de México también se encuentran en
Guatemala o incluso en Honduras (F. dubia, F. purpusii y F. uhdei). Solamente F. rufescens (y tal
vez F. pringlei) son endémicas de México, en donde crece en los estados del centro del pais.

La mayoria de las especies de Fraxinus se encuentran en bosques (Quercus-Pinus) de clima
templado humedo y protegido y como parte de una vegetacion riparia, pero las especies tales
como F. uhdei también son elementos de bosques humedos. Aun otras (tal como F. rufescens) se
encuentran en la transicion entre bosques caducifolios de clima templado y tropical e incluso en
lugares con arbustos xéricos. F. uhdei es la Unica especie que tiene una distribucion amplia en
México y por ende es la Unica que se ha estudiado bastante bien. Es un arbol urbano coman, muy
abundante en la ciudad de México y Guadalajara, en donde se comporta como maleza. Debido a
su rapido crecimiento y alto nivel de supervivencia, es una especie que se cultiva comdnmente
para programas de reforestacion. Aln necesitan realizarse estudios ecoldgicos y forestales de
otras especies que estan presentes en México.

La plaga principal de Fraxinus en México es Hylesinus aztecus Wood (Coleoptera, Curculionidae),
un escarabajo de la corteza, el cual ha causado muerte considerable a los fresnos urbanos. No se
ha informado de la presencia del barrenador esmeralda del fresno (Agrilus planipennis) en México,
pero su rapida dispersion en todo Estados Unidos aumenta la probabilidad de que llegue a México
en un futuro cercano.

5. Como estimular la investigacion para la aplicacion del control biolégico

Segun los capitulos anteriores, pareceria que las brechas principales en el conocimiento de la
investigacion se encuentran en:

1. El entendimiento sobre el establecimiento, la dispersién y el impacto en el BEF que tienen

los agentes de control biol6gico asiaticos que se utilizan en EE. UU. (nota: este proyecto

se est4 realizando en algunas ciudades de EE. UU.).

Un mejor entendimiento del papel de los parasitoides, patégenos y depredadores nativos.

La orientacién especifica sobre el tiempo y la magnitud de las liberaciones estacionales

para aumentar la eficacia de las acciones de control.

4. El entendimiento de los hongos entomopatégenos, su importancia y funcion ecoldgica,
dosis subletal y mortalidad durante el invierno.

5. Lacreacién de usos multiples para los hongos entomopatdégenos (aspersion,
autocontaminacién y autodiseminacion).

6. La determinacion de si la abundancia natural de los entomopatégenos (alrededor del 2% de
mortalidad) puede aumentarse en sitios naturales.

7. La documentacion de si los aislados de los hongos identificados comparten las mismas
zonas ecoldgicas que el BEF.

8. El tipo (positivo, negativo o neutral) y la magnitud del impacto del hongo entomopatdégeno
en parasitoides nativos e introducidos.

9. Los insectos troyanos: uso de artropodos (hormigas, parasitoides, a&caros) como vectores
de entomopatdgenos para las larvas del BEF.

wnN

Ademas, podria justificarse la investigacion sobre la compatibilidad de varias estrategias,
incluyendo los controles biol6gicos, como parte de un programa de MIP. EE. UU. ha emprendido
un programa de mortalidad lenta del fresno (SLAM, segun su sigla en inglés) y los resultados de
este trabajo podran duplicarse en otros paises y reunir los datos para brindar orientacion a largo
plazo en cuanto a la mitigacion del BEF.
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Finalmente, se podria buscar otras herramientas de manejo para complementar al programa de
SLAM. Estas podran incluir:

1. Servicios voluntarios en los programas escolares, por €j.: proyecto escolar para la cria de
insectos parasitoides en las clases de biologia — para liberarlo en el verano. El objetivo es
la educacion de los jovenes.

2. Aumentar la depredacién causada por los pajaros (principalmente pajaros carpinteros) con
una promocion de construccién de nidos en las ciudades.

3. Evaluar la factibilidad de la técnica del insecto estéril y la cria masiva de machos del BEF.

4. Mejorar los atrayentes y las trampas de feromonas, estudio de la interrupcion del apareo
del BEF;

5. Evaluar las feromonas para utilizarlas en el monitoreo, el establecimiento y la eficacia de
agentes de control biolégico (parasitoides) nativos e introducidos.

6. Manejo del BEF a través de la armonizacion de los esfuerzos del control biol6gico

6.1 Intercambio de experiencias en control biol6gico

Los agentes de control biolégico del BEF (incluyendo a los entomopatégenos) deberian
compartirse entre los paises miembros siempre gue sea posible — vastagos de pequefas colonias
(o aislados) pueden transferirse de la Instalacién de Cria Masiva de EE. UU., con la aprobacion de
US-PPQ + CFIA + PMRA, una vez que se cuente con el proceso apropiado de permiso y el pais
receptor tenga una instalacién disponible para la cria. La NAPPO podria ayudar con este esfuerzo
fomentando a los oficiales del programa en cada pais miembro a que faciliten la transferencia de
material de insectos (y entomopatégenos), y apoyar el uso de agentes de control biolégico contra
las infestaciones del BEF.

El intercambio también podria aplicarse para:

¢ Influir en las colaboraciones internacionales para implementar el SLAM en diferentes sitios
(areas) bajo el protocolo comun y compartir los datos y resultados. Esto incluye la
colaboracion entre EE. UU., Canada y México a través de la ACIA, APHIS, CFS, USDA, las
provincias y los estados.

e Compartir el material entomopatégeno (cultivos, informacién sobre la raza) entre EE. UU.,
Canada y México
Compartir la informacién a través del sitio web de la NAPPO.

o Armonizar las reglas de la PMRA con las reglas del APHIS. Se pueden crear acuerdos
alrededor de los productos utilizados en EE. UU. y Canada y México.

e Iniciar las discusiones con las entidades especificas que participan en proteccion
fitosanitaria para compartir las herramientas de control bioldgico.

6.2 Ajustes operacionales

Como una alternativa parcial a la seccion 1, la Instalacion de Cria de EE. UU., con la aprobacion
del US-PPQ, podria suministrar cantidades limitadas de parasitoides para introducirlos en otros
paises miembros, siempre que existan todos los permisos. La NAPPO podria jugar un papel
importante fomentando a sus paises miembros a que realicen los cambios operativos necesarios
con el fin de facilitar este intercambio.
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6.3 Depobsito centralizado de conocimiento estratégico

La NAPPO podria servir de depdsito centralizado de conocimiento estratégico (por ejemplo,
éxitos/fracasos de los programas de control biol6gico) de los cuales los funcionarios de los paises
miembros puedan extraer, con el fin de optimizar las estrategias cuando y donde el BEF se ha de
manejar mediante controles biologicos. Este sitio podria llegar al publico en general (asi como a
las ciudades y silvicultores o asociaciones conservacionistas). Por ej.: cdmo realizar encuestas
para el BEF (mejores préacticas), cdmo proceder cuando se descubre una infestacion, y soluciones
para eliminacion del material (incluyendo valorizacion).

7. Conclusiones y recomendaciones

Segun la biologia del BEF y su actual distribucion, la erradicacién no es una opcién y nuestra Unica
alternativa es utilizar herramientas de manejo integrado de plagas para disminuir la dispersion de
este insecto.

En este contexto:

1. EIl control biolégico para el BEF es una estrategia prometedora que tiene pocos costos
ambientales en comparacion con las estrategias de manejo quimico tradicionales, y puede
utilizarse en areas naturales grandes en donde otras estrategias de manejo sean menos
factibles o econdmicamente imposibles de implementar.

2. Los agentes de control biolégico del BEF (incluyendo los entomopatégenos) han
demostrado capacidad para pasar el invierno y establecerse en muchas areas de EE. UU.
en donde el BEF esta presente. Esto es una buena sefial para las areas de Canada, por
ejemplo, que son muy similares en clima a las del norte de EE. UU.

3. Los paises miembros deberian adoptar el control biolégico del BEF, siempre que sea
factible desde el punto de vista monetario y operativo, cuando y donde se detecte al BEF.

4. El control bioldgico debe considerarse como una estrategia a largo plazo y esperemos que
se pueda alcanzar un equilibrio natural en varios afios, similar al que ya se observé en
otros sistemas entomoldgicos en donde los insectos invasores exoéticos ahora se
"mantienen a raya” con enfermedades y parasitoides (por ejemplo: el virus de la
polihedrosis nuclear (VPN) y la palomilla gitana en el este de Canada, virus y
Gilpinia hercyniae, parasitoide y Pristiphora geniculata.)
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