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Resumen

La fitofagia asociada a la formacion de agallas en la familia Braconidae es
un fenémeno que fue documentado recientemente, y parece que ha evolucionado
independientemente por lo menos en tres ocasiones para los generos Allorfiogas,
Mesostoa, y Monitoriella. El estudio de nuevos casos podria ayudar a entender
mejor el proceso de evolucion desde el parasitismo a la fitofagia en |a familia. Este
estudio tuvo como objetivo describir la biologia de la induccion de agallas por
Allorhogas sp. en frutos de C. xalapensis, asi como estudiar el efecto que tienen
las agallas en la produccién de semillas y en el desarrollo de los frutos. Tambien
se describio |a fenologla de la planta hospedera, la variacién temporal y el €xito de
desarrollo de Alforhogas sp. en dos localidades en relacion a las diferencias
fenolégicas de cada regién. Para cumplir estos objetivos se recolecto frutos y se
tormaron datos sobre fenologia para 20 individuos de C. xalapensis en dos
localidades de San José: Escazi y Zurqui durante un afo. Se Midio el tamano de
los frutos, se anotd el nimero de agalias, el estado de desarroilo del fruto y del
organismo dentro de la agalla, y la cantidad de semillas. Se encontro que la
cantidad de semillas en frutos con agallas es menor que en frutos sanos debido a
que el inductor manipula el tejido de la planta para que desvie .rec'ursus hacia la
agalla y no hacia las semillas. Los individuos de Escazu fructifican solo una vez al
afio, presentaron un nimero menor de agallas en los frutes y mayor parasitismo
de larvas en comparacion con Zurgui. Posiblemente la fitofagia en Alloficgas
siguid un camino diferente de otros braconidos, debido a que el género presenta
un mayor numero de hospederos y diferentes estrategias biologicas en
comparacion con Mesostoa y Monitoriella.



Introduccion

El orden Hymenoptera se caracteriza por la diferenciacion en los
comportamientos alimentarios de sus larvas. El suborden Apocrita posee larvas
carnivoras, mientras que en el suborden Symphyta las larvas son fitofagas
primarias. No obstante, en el suborden Aprocrita, han existido transiciones
hacia la fitofagia secundariamente en la familia Cynipidae y en varios linajes de
Chalcidoidea. Los fitdfagos secundarios se caracterizan alimentarse de manera
endofitica de tejidos vegetales altamente nutritivos (Hanson y Gauld 2006).

En la familia Braconidae la filofagia esta asociada a la formacion de
" agallas, Este comporlamiento parece haber evolucionado independientemente
al menos tres veces en la familia (Flores et al. 2005, Infante et al. 1995,
Wharton y Hanson 2005). El primer reporte de fitofagia fue en Allorhogas
dyspitus (Macédo y Monteiro 1989). Estudios posteriores en especies como A.
dyspistus, Monitoriella elongata, Alforhogas sp. y Mesosfoa kem han
demostrado que hay al menos tres grupos de Braconidos gue pueden inducir la
fermacion de agallas en plantas (Macédo y Monteiro 1889, Marsh 1991, Infante
et al. 1985, Austin v Dangerfield 1998, Wharion y Hanson 2005).

Los insectos inductores de agallas son muy especificos en cuanto a sus
hospederos. Aungue la estructura de una agalla varia de un grupo a otro de
insectos, generalmente los organismos inducen el desarrollo o crecimiento
localizado de las estructuras canalizando sustancias como proteinas, nutrientes
y agua (entre otras) hacia las capas de tejido que se encuentran rodeando a la

larva (Hanson y Gauld 2006). Debido a esto, las agallas frecuentemente se



localizan en regiones de |a planta donde hay crecimiento activo como yemas y
frutos (Sanabria y Torres 1987).

En algunos casos las agallas no provocan la muerie en el igjido de la
planta, sin embargo un alto nomero de agallas si podria afectar la planta
hospedera. Se ha demostrado gue la infeccion-por agallas puede disminuir el
crecimiento y el exito reproductivo de la planta hospedera (Weis et al. 18988,
Duan y Messing 1989). Para defenderse contra los organismos formadores de
agallas, las plantas producen una reaccidn hipersensitiva (necrotica) a nivel de
tejido y posteriormente la abscision de los organos con altos numeros de
agallas (Hanson y Gauld 2006).

En el neotrdpico las principales familias inductoras de agallas son
Cynipidas vy Agaonidae y sus especies son enteramente fitdfagos (Hanson y
Gauld 2006). Sin embargo, también se han reporiado casos para las familias
Torymidae (Hanson en preparacion), Eurytomidae (Tanada 1953, Williams
1960, Batiste 1967, Cermeli 1973, Pereira et al. 1997, Hanson inédito, citados
en Hanson y Gauld 2008), Pteromalidae (De Santis et al. 1893 citado en
Hanson y Gauld 2006), Tanaostigmatidae (LaSalle 1987, Weekley 2000 citados
en Hanson y Gauld 2006) y Braconidae (Macédo y Monteiro 1988, Infante et al.
1895, Flores et al. 2005, Wharton v Hanson 2005).

En Costa Rica se ha encontrado una especie no descrita de Allorhogas
que induce agallas en frutos de Conostegia xalapensis, no obstante se
desconoce |a biologia inductora de esta especie. El estudio de nuevos casos es
importante debido a que podrian ayudar a entender mejor el procaesc de

evolucion desde ¢l parasitismo a la fitofagia en la familia Braconidae, lo cual



permitiria comparar Aflorhogas con otras especies de avispas parasitoides en
las que se ha dado también una transicion hacia la fitofagia.

En esta investigacidn el objetivo principal es describir la biologia de la
induccién de agallas por la especie de bracanido Allorfiogas sp. en frutos de C.
xalapensis. También describiré el efecto que tienen las agallas en la produccion
de semillas v en el desarrolio de los frutos, Ia descrpcion de la fenologia de la
planta hospedera, la variacion temporal y el éxito de desarrollo de Alferhogas

sp. en dos localidades en relacion a las diferencias fenclogicas de cada region.

Materiales y Métodos

Sitios de Estudio

El estudio se llevé a cabo en dos localidades. En la pimera el drea de
estudio se encuentra en la localidad de Zurgui entre los 1426 hasta 1464 msnm
(84° 02’ Este y 10° 02° Norte). La precipitacion anual en la region para los afos
2005 y 2006 fue de 6B77,05 + 138,09 mm (Cuadro 1). Ejs_ta 23 Una Zona muy
alterada, las tierras en los alrededores son utilizadas principalmente para
ganado, agricultura o urbanizaciones y los pequefios parches de bosque se
encuentran en los alrededores de la quebrada Hierbabuena. La vegetacion es
caracteristica de zonas alteradas y bosque secundario como es el caso de C.
xalapansis, que es muy utilizado en esta zona como cerca natural.

Los individuos utilizados en el estudio se encontraban localizados a lo
largo de la calle Hierbabuena, una calle contigua al peaje de la carrelera

Braulio Carrillo (Fig. 1). Seis se encontraban en los limites de las fincas y
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cuatro en los alrededores de la guebrada también llamada Hierbabuena.
También se utilizaron individuos localizados en los alrededores de la carretera
Braulio Carrillo. Siete se encontraban en un pequefio parche de bosque frente
de la Estacion de gasolina vy tres individuos (utilizados como cerca) estaban
localizados 300 metros antes de llegar a la estacion (Fig. 1).

El area de estudio en San Antonio de Escazl pertenece a la zona
protectora de los Cerros de Escazl. El area se encuentra entre 1425 y 1488
msnm (B4° 08" Este y 10° 56" Norte). La precipitacidn anual para el afio 2005 y
2006 fue de 1867,80 + 167,87 mm (Cuadro 2). El area tiene parches de bosque
secundario, entre dreas dedicadas a la ganaderia y a pequefios cultivos de
café. La mayoria de individuos que se utilizaron en el estudio se encontraban a

la orilla del rio © en sus alrededores (Fig. 2).

Especies de Estudio

C. xalapensis se caracteriza por ser una especie pionera. Es un arbusto
o arbol pegueio (5 a 10m de altura) no maderable comun en bosques
secundarios o polreros. Produce flores y frutos todo el afio, presentando un
incremento en la floracidn durante la época seca y de frutos a inicios de la
época lluviosa (Umaiia 1988). Aungue se distribuyen por todo el pais es mas
abundante entre los 600 y 1500 msnm, pero también se pueden encontrar en
regiones como Tortuguero a alturas de 10 msnm (Jiménez et al. 1999).

Allorhogas es un género que pertenece a la subfamilia Doryctinae una
de las mas grandes dentro de la familia Braconidae. Algunas de sus especies

son parasitoides y se han encontrado en agallas de cecidomyiidos, pero no se



sabe si actiia como un fitdfago, inquilino o un parasitoide (Wharion y Hanson
2005). Los inquilinos crecen en agallas producidas por olros organismos, pero
se alimentan principalmente del tejido de la agalla (Hanson y Gauld 2008).
Otras especies fitbfagas inducen agallas en semillas (A. dyspistus) y frutos de
Fabaceae, Melastomatceae y Bignoniaceae (Hanson y Gauld 2008). En Costa
Rica se han descrito 15 especies (Marsh 2002), de las cuales en varias se

desconoce su biologla.
Muestreo y Toma de Datos

En la poblaciéon de Zurqui se utilizaron 34 arboles en total, las recolectas
se realizaron del 21 de Agosto del 2005 al 27 de Agosto del 2006, En Escazi
se utilizaron 27 arboles, las recolectas se realizaron del 21 de Agosto del 2005
al 12 de Noviembre del 2006. Las recolectas se realizaron por mas meses en
Escazu debido a qﬁe muchas de las muestras de frutos de Agosto a Noviembre
del 2005 se pudriéi‘an porque se colocaron en el refrigerador durante un largo
perlodo de tiempo. Las recolectas en ambos lugares se realizaron cada quince
dias, en los cuales se utilizaron 20 arboles por lugar para recolectar y tomar los
datos de fenclogia.

Los individuos muestreados estaban separados por una distancia
minima de 10 metros entre si. Se escogieron de acuerdo como iban
apareciendo desde el inicio del drea de estudio. Se tomd en cuenta gue
{uvieran flores en desarrollo y frutos, y que fueran de facil acceso.

Para describir la fenologia de los individuos de ambas poblaciones, se

anotd para cada arbol un estimado del porcentaje de flores, frutos y botones.



Este porcentaje se estimo por medio del método propueste por Fournier (1974),
donde se utiliza una escala de 0 a 4, para estimar la abundancia. El cero indica
ausencia del fenémeno observado (flores, botones o frutos) en |a copa de los
arboles y el 4 presencia total del mismo, Se observaron las copas de los
arboles utilizando binoculos.

Para cada individuo se recolectd un minimo de 40 frutos y un maximo de
200. Se tamaron infrutescencias de diferentes partes de la copa del arbol para
tener un muestreo més representativo. Se recolectaron infrutescencias gue
estaban al alcance de la mano, asi como de las partes mas altas por medio de
una podadora de dos metros de altura. Las infrutescencias s¢ escogieron
sistematicamente de manera que se impedia sesgar entre frutos maduros e
inmaduros, y entre frutos con agallas versus sin ellas.

Los frutos recolectados se colocaron en bolsas cerradas. Luego se
clasificaron para criar adultos o para disectar. Se clasificaron utilizando dos
cajas de petri, en una caja se colocaban los frutos y se volcaba sobre la otra
caja que estaba dividida en cuatro secciones. Los frutos que quedaron en los
cuartos 2 y 4 se utilizaron para disectar y los gue quedaron en los 1 y 3 se
ufilizaron para registrar la cantidad de adultos que emergieron. Se tomaron
cuarenta frutos para disectar y el resto se colocaron en bolsas.

Para cada fruto que se disectaba se midio el ancho y el largo por medio
de una regla metalica (+/- 0,25 mm), para estimar luego el volumen del fruto (*+
(4/3* pi * r1* r2* r3), donde r2=r3). Al volumen se le sacd la raiz cobica para
obtener una medida lineal que fuera equivalente con las ofras variables lineales

con las que el volumen fue analizado estadisticamente.



También se anoto el estado del fruto, €l cual se determind por medio del
tamanio y el grade de maduracion. Se dividieron en cuatro estados: los tipo 1
eran frutos muy inmaduros generalmante con un largo vy ancho menor a 0,45
cm, de coloracion verde clara, con la epidermis suave, el mesoccarpo-
endocarpo v los carpelos no estaban bien desarrollados, al igual gue las
semillas que ademas eran pequefas (Fig. 3A).

Los frutos tipo 2 eran inmaduros también pero la epidermis era mas
dura, tenian un tamafio de 0,50 cm a 0,70 cm, eran de coloracion verde oscura
con carpelos y semillas bien desarrolladas, pero el mesocarpo-endocarpo
todavia no estaba bien desarrollado (Fig. 3B). Los frutos tipo 3 eran casi
maduros, tenian un tamafio similar a los de tipo 2, la epidermis era suave y de
coloracion lila, el mesocarpo-endocarpo estaba desarrolladoe solo en algunas
partes del fruto, debido a la presencia de los carpelos (Fig. 3C). Los frutos tipo
4 sran maduros variaban entre 0,50 cm a mas de 1 cm, la epidermis era suave
y de color morado oscuro, con mesocarpo-endocarpo de coloracion morada
también y con semillas bien desarrolladas dispersas en é'l mesocarpo-
endocarpo (Fig. 3D).

Para cada fruto también se anotd el nimero de agalias y el estado de
desarrollo del organismo que se encontraba dentro: larva, pupa o adult;:-. Las
larvas de Allorhogas se dividieron en fres estadios: las tipo A eran larvas de
menos de 0,50 mm de largo. Las tipo B tenian un largo entre 0,50 mm y 1mm,
y las tipo C tenian un largo mayor a 1 mm y un leve desarrollo de ojos. La
identificacion de los especimenes, tanto inmaduros como adultos, se realizéd

con ayuda de Paul Hanson. En algunos casos se encontraron larvas de



ectoparasitoides sobre el inductor y se intentd criarlas, pero ninguna se llegd a
desarrollar.

También se contabilizd el numero de semillas en una muestra de 240
frutos para Zurqui y 237 para Escaz(. Se contaron semillas tanto de frutos
sanos, como de frutos con agallas de diferentes estadios. Se clasificaron como
semillas abortadas aquellas que eran aplastadas y aproximadamente un 75%

mas pequenas que las normales (Fig. 3H).

Analisis de Datos

Se compard la proporcion de frutos con agallas entre fas dos
noblaciones por medio de tablas de contingencia. Para comparar las
proporciones de los arboles con y sin agallas en las dos poblaciones, entre los
diferentes muestreos se utilizé una T- pareada. Por medio de un andlisis de T-
student se compard el promedio de agailas en los frutus_de ambas poblaciones.
Se compard la abundancia total de los diferentes estados de frutos (con y sin
agallas) en ambas poblaciones por medio de tablas de contingencia. Para
cormparar la proporcion de agallas entre los estados de desarrollo de los frutos
para ambas poblaciones, también se utilizaron taplas de contingencia.

Para estudiar el impacto que el agaliador fiene en el desarrollo de los
frutos se realizaron analisis de T-student para determinar diferencias en el
volumen de frutos con y sin agallas. También se realizd un Andlisis de Varianza
Anidado para comparar el volumen de los frutos entre las poblaciones y entre
los individuos. Para tomar en cuenta que el estado de desarrollo puede afectar

el tamano del fruto se realizaron tres andlisis por separado para los estados



uno, dos v tres-cuatro. En cada uno de los analisis se introdujo el nimero de
agallas debido a que este es un factor que también puede afectar el tamanio del
fruto.

Para describir el efecto gue tienen las agallas en el desarrollo de
semillas, se realizd un analisis de T- siudent para comparar la cantidad de
semillas en frutos con y sin agallas de acuerdo con el estado de desarrollo del
fruto. Para comparar |a cantidad de semillas en frutos de Escazt y Zurqui y
entre los individuos, se realizé un Analisis de Varianza Anidado y se tomd en
cuenta que el nomero de semillas de un fruto puede ser afectado por el estado
de desarrolio y el nimero de agallas de la misma forma en que =e analiz6 para
comparar el volumen de los frutos.

Para comparar si la cantidad total de individuos con frutos o flores diferia
entre los meses de muestreo para cada poblacion, se utilizaron analisis de Chi-
cuadrado. Para estudiar la variacion temporal del inductor y, el éxito de
desarrollo en ambas localidades, se realizé una prueba de Kolmogorv- Smirnov
para comparar la proporcion de arboles con y sin agallas entre los meses de
muestreo. Se comparo la proporcién de arboles con y sin agallas, entre las
estaciones para ambas poblaciones por medio de una T- student,

También se estudio la varacién temporal de larvas, pupas y adultos de
Allorhogas en ambas poblaciones, por medio de un analisis de Kolmogorov-
Smirnov. Se comparé la proporcién de adultos de Allorhogas y de parasitoides
entre las poblaciones por medio de una tabla de contingencia. También se
comparé el porcentaje de parasitismo sufrido por el inductor y se realizo un Chi-

cuadrado para comparar |a cantidad de parasitoides encontrados.



Resultados

Floracién y Fructificacion

En la poblacién de Escazl los arboles muestreados fructificaron una vez
durante el afio de muestreo. Tres individuos presentaron frutos la mayor parte
del afo. La cantidad de arboles con flores {(x*= 151,51 gl= 14 p< 0,001) y frutos
(x*= 72,58 gl= 14 p< 0.001) vari6 entre los meses del afc. Hubo mas arboles
con flores entre Febrero y Marzo, mientras gue en Setiembre no encontre
ninguno (Fig. 4). La fructificacion comenz6 entre Abril y Mayo y termind en
Diciembre (Fig. 4).

En Zurqui los &rboles tuvieron frutos todo el afio, no hay diferencias
entre ta.canti-::iad de arboles con frutos entre los meses de muestreo (x°= 21,69
gi= 11 p= 0,02) (Fig. 5). La produccion de flores si varid a través del afio (x=

51,62 gl= 11 p< 0,001), los &rboles produjeron mas flores entre Abril y Agosto

(Fig. 5).
Caracteristicas del Fruto

Examiné un total de 7706 frutos, 3370 fueron de la poblacion de Escazu
y 4421 de Zurqui. Los frutos de C. xalapensis son una baya. Estos se
caracterizan por tener una epidermis delgada, y tener el mesocarpo y el
endocarpo fusionado y carnoso. Los frutos son de coloracion morada oscura

cuando estén madurps, y verde olivo cuando son inmaduros.
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Cuando son muy inmaduros se caracterizaron por poseer semillas muy
pequefias, y tener poco desarrollo del mesocarpo- endocarpo. Conforme
maduraron las semillas aumentaron de tamafio, ¥y un mayor porcentaje del
volumen total del fruto fue ccupado por el mesccarpo- endocarpo. El tamafio de
los frutos también aumenta con el estado de desarrollo (Fig. 6). Va desde los

0.17 cm hasta los 2,92 cm de didmetro.

Descripcitn de las agallas

Las agallas tienen diferentes tamanos dependiendo del estado en que se
encuentra el inductor (larva, pupa © adulto). Cuando encontré muchas agallas
en los frutos de C. xalapensis |as larvas dentro resultaron ser muy peguenas
(Tipo A), tanto que a veces solo se veia un punto blanco muy pequefio. Todas
las agallas pequenas crecian dentro de un solo carpelo. Cuando las agallas
fuéron de mayor tamafio, ocuparon entre un 50% y 85% del fruto presionando
olros carpelos haciendo dificil su distincion, En un 9% del total de frutos con
agallas, encontré individuos en diferentes estados de desarrollo.

Encontré agallas que parecian desarrollarse cerca del eje central v de la
pared del fruto en los septos que dividen los carpelos (Fig. 3E). También
encontré unas pocas agallas (aproximadamente 10) que parecian desarrollarse
en las semillas (Fig. 3F). Estas agallas me parecieron diferentes porque el
tejido externo de |a agalla era liso y sin semillas adheridas; el tejido del interior
de la agalla parecia diferente porque era mas consistente y duro en apariencia.
El tejido en general me parecié mas similar con el de una semilla que con el de

los otros tipos de agalla. Todas las agallas que no se desarrollaron dentro de
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una semilla tenian entre 8 a 5 semillas de gran tamafio adheridas a la pared
externa de la agalla (Fig. 3G).

En el carpelo donde se encontraba la agalla |las semillas fueron
desplazadas hacia los bordes del fruto. Observe gue estas semillas
posiblemente son un 75% mas pequefias, y de poca dureza en comparacion
con las semillas de frutos sanos (Fig. 3H). Asi mismo el mesocarpo- endocarpo
de los frutos con agallas fue de mayor dureza.

Las pupas de Aflorhogas al igual que los adultos se caracterizan por ser
de coloracibn café claro en el abdomen y café oscura con negro en el torax, las
patas son de color negro. Las antenas son mas largas que el cuerpo
caracteristica que las hace faciimente distinguibles de Ias otras avispas que
habitaron en los frutos.

Encontré otras seis espacies de avispas diferentes de Aflorhogas en los
frutos. Tres miembros de la familia Eulophidae (Tetrastikinae, Sycophila y otra
especie que no fue identificada), 1 especie de la familia Eurytomidae, 1 especie

de la familia Eupelmidae y 1 especie da la familia Torymidae (Torymus).

Efectos de las Agallas en el Desarrollo de los Frutos

Del total de frutos revisados en Escazt solo un 13% presentaron
agallas, mientras que en el Zurqui un 58% presentaron agallas (x*= 1448.21
gl= 1 p< 0,001) (Fig. 7). La poblacion de Zurgui presentdo mayor cantidad de
arboles con frutos que tenian agallas (T= 5,31, N=20; p<0,001) (Fig. 8). Los
frutos de Escaz( tuvieron en promedio mas agallas por fruto (2,85 + 1,84), que

los de Zurqui (2,41 = 1,65) (t= 5,74 gl= 3079 p<0,001). Un 10% de las agallas
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en los frutos de Zurqul estaban vacias, mientras que en Escazd fue un 8%. Un
18% del total de las agallas vacias presentaron un canal de salida hacia el
exterior del fruto.

Los frutos de los estados 1 y 2 tuvieron mas agallas para ambas
poblaciones (98% del total de frutos revisados con agallas en 2Zurqui, y 97% en
Escazi) que los frutos tipo 3 y 4 (1,75% en Zurqui; y 2,5% en Escazu) (Zurqui
= 112,31 gl= 3 p<0,001; Escaza x’= 194,31 gl= 3 p=< 0,001) (Fig. 9). Los
frutos tipo 1 y 2 fueron los més abundantes en las infrutescencias, mientras que
de los tipo 3 y 4 encontré menos en ambas poblaciones (Zurqui x’= 3745, 10
gl= 3 p<0.001; Escaz( x*= 2854,94 gl= 3 p<0,001) (Fig. 9).

Encontré un mayor promedio de agallas en los frutos tipo 2 (Fig. 10),
también fueron los que presentaron la cantidad maxima de agallas por fruto (14
agallas) (x*= 931,11 gl= 12 p< 0,001). Los frutos tipo 1 presentaron un namero
méaximo de 7 agallas por fruto, los tipo 3 de 8 agallas, y los tipo 4 de 6 agallas.

La cantidad de agallas segin el Andlisis de Varianza Anidado influyd en
la var%écic'm del volumen de los frutos para todos los estados de desarrollo (Tipo
1 F= 174,81 gl= 1 p< 0,001. Tipo 2 F= 434,563 gi= 1 p< 0,001. Tipo 3 y 4 F=
14,40 gl= 1 p= 0,001). El volumen de los frutos fue significativamente mayor
cuando tuvieron agallas que cuando no tuvieron (Tipo 1 t= 17,79 gl= 2438 p<
0,001. Tipo 2 t= -5 gl= 4848 p< 0,001. Tipo 3 t= -5,13 gi= 257 p< 0,001),
excepto para los frutos tipo 4 donde no hubo diferencias del volumen con o sin
agallas (Tipo 4 t= 1.44 gl= 440 p=0,15) (Fig. 11).

El volumen de los frutos agallades tipo 1, no varid entre las dos

poblaciones (F= 0,86 gl= 1 p= 0,355), pero si entre los individuos de cada
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poblacion (F= 6,68 gl= 36 p< 0,001). El volumen de los frutos tipo 1 de los
individuos muestreados varid desde los 0,14 a 1,37 cm.

El volumen de los frutos tipo 2. 3 y 4 varid dentro de los individuos de
cada poblacién (Tipo 2 F= 13,12 gl= 49 p<0,001. Tipo 3 y 4 F= 4,02 gl= 17 p<
0,001). Para el estado 2 el volumen de los frutos varid entre los individuos
desde los 0,29 cm, hasta 6,09 cm, y para los estados 3 y 4 desde los 0.44 cm,
hasta los 2,39 cm. En la poblacién de Escazi el volumen promedio fue mayor
(Tipo 2 1,21 +-0,55. Tipo 3 1,61 +/- 0,42. Tipo 4 127 +/- 0,2) que en Ia
poblacién de Zurqui (Tipo 2 0,89 +/-0,31. Tipo 3 1,02 +/-0,38. Tipo 4 1,03 +/-
0,36) para todos los estados de desarrolio (Tipo 2 F= 11,91 gl= 1 p=< 0,001,
Tipp 3y 4 F=6,32 gl= 1 p=0,016).

Los frutos sanas tipo 1 de los individuos de Escazi presentan promedios
de volumen mayor, que los individuos de Zurqui (Poblacion: F= 11, 66 gi= 1 p=
0,01). Hay poca variacion entre de los individuos de las dos poblaciones
(Arboles F= 2,4 gl= 51 p < 0,001) (Zurqui CV= 0,27. Escazi CV= 0,22). Los
frutos sanos tipo 2, 3 y 4 -presentaron diferencias del volumen entre los
individuos de cada poblacion {ﬁpﬂ 2F=229¢gl=48 p< 0,001 Tipo 3y 4 F=
2,66 gl= 43 p= 0,001). Sin embargo no encontré diferencias entre poblaciones
(Tipo 2 F= 1,14 gl= 1 p= 0,2886. Tipﬂ.B y4 F= 1,42 gi= 1 p= 0,283).

Encontré que e numerc promedic de semillas disminuye
significativamente cuando los frutos tienen agallas, en todos los estados de
desarolio (t= -7,73 gl= 476 p<0,001) (Fig. 12). El ndmero promedio de semillas
para los frutos con agallas tipo 1 y 2 es similar entre las dos poblaciones (Tipo
1 F= 2,51 gl= 1 p= 0,117. Tipo 2 F= 4,04 gl= 1 p= 0.05), pero no entre los

individuos de ambas poblaciones para los frutos tipo 1y 2 (Tipo 1 F= 2,96 gl=
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15 p< 0,001. Tipo 2 F= 4,24 gi= 34 p< 0,001). Hubo mayor variacion en la
produccién de semillas de los frutos tipo 1 dentro de los individuos la poblacion
de Zurqui (CV= 0,58, Escazt CV= 0,34). Para los frutos tipo 3 vy 4 la muestra
fue muy pequefa para examinar estadisticamente las diferencias entre

poblaciones e individuos.
Variacion Temporal de la Infeccion de frutos

La cantidad de arboles con y sin agallas vario a través de los meses de
muestreo (D max= 0,54 p<0,05). Para ambas poblaciones hubo méas arboles
que presentaron frutos con agallas entre Agosto y Noviembre (Fig. 13). La
poblacion de Zurqul a lo largo de todo el afio tuvo arboles con frutos gue
presentaron agallas, aunque su numero disminuyd entre Diciembre y Abril,
Para ambas poblaciones hubo mas arboles con agallas en la estacion lluviosa
que en la seca {t_= -3,22 gi= 22 p=0,004) (Fig. 14).

Para la poblacién de Zurqui encontré una variacion temporal de larvas y
adultos en los meses de muesireo (D max= 0,70 p< 0,025), sin emlbargo
tomando en cuenta las pupas en el analisis no encontré ninguna variacion (D
max= 0,60 p> 0,100). Las larvas se produjeron en dos épocas del ano, entre
Enero y Abril, y entre Julio y Agosto. Las larvas tipo A fueron mas abundantes
en Enero y Julio, las tipo B en Febrero y Agosto y las tipo C en Marzo y Agosto.

Encontré mas pupas entre Marzo v Abril, y en Agosto. Para los adultos
obtuve una muastra de mas meses en el 2005, y un analisis por separado

mostrd variacién en la cantidad de adultos a traves de los meses (D max= 0,75
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p=0,001). Hubo més adulios en Abril (N= 203), y entre Setiembre y Noviembre
(N= 467), que fueron los meses donde hubo mas arboles con frutos (Fig. 15).

Para la poblacion de Escazd también encontré variacion temporal en la
cantidad de larvas, pupas y adultos entre los meses de muestreo (D max= 0,54
p< 0,5). Las larvas fueron mas abundanies de Agosto a Noviembre y todos los
estados de larva tuvieron un pico de abundancia en Octubre. Aunque la
muestra de pupas fue muy pequefia, encontré mas antre Agosto y Noviembre,
con un pico de abundancia también en Octubre.

Los adultos fueron mas abundantes en los muestreos del 2005 (N= 225)
en comparacion con el 2006 (N= 22) (x*= 166,84 gl=1 p<0,001). En el afio 2006
aunque la mayoria de los arboles tuvieron frutos la cantidad de adultos que
emergieron disminuyo (Fig. 16). La cantidad de adultos también vario entre los
meses de muestreo (D max= 0,57 p<0,001), en general fueron mas abundantes
de Agosto a Octubre (Fig. 16).

Encontré diferencias entre el porcentaje de aduitos de Allorhogas y
parasitoides que emergieron de los frutos para cada poblacién (x*= 22,72 gl= 1
p< 0,001). En el Zurqui emergieron mayor cantidad de adultos de Allorhogas
que en Escazi (Fig. 17). El porcentaje de parasitismo para fas larvas de
Allorhogas en la poblacion del Zurqui fue de un 44%, menor que para la
poblacién de Escazli donde un 55% fueron parasitados (Fig. 17). Emergieron
mayor cantidad de individucs de Tetrastichinae, de los frutos, y una menor

cantidad de los Eulophidae sin identificar (x*= 980,77 gl=5 p<0,001) (Fig. 18).
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Discusion

Agallas y su efecto en el desarrollo de los frutos

Parece que el inductor esta desarrollando principalmente las agallas
cerca del eje central o en los septos del fruto, lo que coincide con lo observado
en el estudio anatomico de Hidalgo (comunicacion personal). El eje central y
los septos del fruto son regiones donde hay conexion vascular, segin Hidalgo
(sin publicar) el inductor probablemente oviposita en esta regiones porgue son
»onas de crecimiento lo cual podria permitir la manipulacion de los tejidos. De
esta manera &l inductor desviar més recursos de la planta hacia la agalla y no
hacia otras semillas. Por esta razdén es posible que las semillas no adquieran
suficientes recursos para desarrollarse en comparacion con la agalla, y por eso
se abortan mas semillas en frutos con agallas, que en frutos sanos.

Algunas agallas eran diferentes de las otras agallas. Estas parecian
estarse desarrollando en las semillas. El desarrollo de agélias en semillas ya es
conocido para otras especies de Allorhogas: A. dyspitus induce agallas en
semillas de Pithecellobium tortum (Macédo y Monteiro 1988), y se han
observado individuos de Aflorfiogas sp. desarrollando agallas en semillas de
Miconia longifolia y M. afiniss (Chacén comunicacién personal). Sin embargo,
para determinar si las agalas gue parecen estarse desarrollando en semillas
eran diferentes de las agallas del eje central y septos, se debe realizar un
estudio anatomico detallado sabre la composicion de los tejidos de ambos tipos

de agallas.

17




Posiblemente enconiré mas agallas en frutos en estado inmaduro (1 y 2)
(Fig. 10), porque para el inductor puede ser mas ventajoso ovipositar cuando el
tejido se encuentra en crecimiento perque podria ser mas manipulable que un
tejido completamente desarrollado. Debido a que en las etapas de desarrollo
hay division, crecimiento de los tejidos y flujo de nutrientes, mientras que en los
estados maduros el fruto ya ha alcanzado su méaximo desarroilo (Flores 1994).

El que los frutos agallados tengan un volumen mayor que los frutos
sanos posiblemente esté relacionado con la estimulacién del tejido por parte
del inductor cuando simula ser una semilla. Debido a que el inductor canaliza
una gran cantidad de nutrientes hacia la agalla, el tejido afectado aumenta de
tamario, lo que en consecuencia incrementa también el volumen del fruto. Por
esto entre mayor fue el numero de agallas en el fruto mayor fue el volurmnen del
mismao.

La variacion en el tamafio y la cantidad de semillas de los frutos sanos y
con agallas entre los arboles de ambas poblaciones, podria estar relacionada
con la cantidad de recursos que los arboles tienen disponibles para la
reproduccion. Podria ser que si algunos individuos producen mayor cantidad de
frutos en comparacion a otros, Ia reparticion de recursos sea desigual entre los
individuos de la poblacién. En los individuos que producen menos frutos los
recursos se repartirian entre menos frutos, lo que podria favorecer un volumen
mayor y mas semillas. Mientras que en los individuos que producen mas los
recursos se repartirian entre mas frutos y el tamafio podria ser menor.

Aungue no pude medir el aborto de frutos si encontré evidencia de que
los individuos estan abortando los frutos con agallas. El que la mayoria de los

frutos en estado maduro (3 y 4) no presentaran agallas (Fig. 10), es evidencia
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de gue los frutos con agallas no maduran y por lo tanto no permanecen en la
planta. Por que como las agallas no desaparecen del tejido aun cuando el
insacto las ha abandonado (Hanson comunicacion personal), muchos de los
frutos maduros deberian presentar agallas vacias, sin embargo esto no fue lo
gue observé. También los huecos que abren los adultos en los frutos cuando
salen podrian servir como canales de comunicacién externa que facilitarian |a
entrada de microorganismos dentro del fruto. que eventualmente podrian
provocar un aborto (Macédo et al. 1998).

También los frutos con agallas desechan una gran cantidad de semillas
lo que puede detener el crecimiento del fruto, debido a que las semillas
producen varios reguladores de crecimiento necesarios para el desarrollo
(Flores 1994). Sin estos reguladores el fruto no va madurar, y al no tener
semillas viables gue se puedan desarrollar lo mas probable es que sea

abortado por la planta.

Floracion, Fructificacién y Variacion Temporal del Inductor

La fructificacidn y la reproduccion de Allorhogas estan claramente
ligados con las estaciones climaticas. La disminucion en la produccion de frutos
en ambas poblaciones se da durante la época seca. En Escazi la produccion
de frutos finaliza en Diciembre que es cuando las lluvias disminuyen (Cuadro
2). En Zurqui a pesar de gue los arboles fructifican todo el afio, también hay
una disminucion de la produccion de frutos entre Diciembre y Abril (Fig. 14) que
cormesponden a los meses con mayores precipitaciones (Cuadro 1). Durante la

época seca las condiciones ambientales son diferentes, el promedio de
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precipitaciones cambia, en el caso de la poblacion de Zurgui aumenta en
comparacion con los otros meses del afio: y en Escazu disminuye (cuadros 1y
2). También cambia el potencial de agua en el suelo, la humedad relativa
(Flores 1999), la temperatura, la duracion de los dias, entre otros (Coen 1991).
La combinacion de estos factores puede generar condiciones poco favorables
para el desarrollo de los frutos. Por ejemplo, el crecimiento de los frutos
requiere acumulacion de agua y carbohidratos, la tasa de acumulacion del
material va depender del balance de flujos de ingreso y salida (Flores 1999). Si
las condiciones son muy secas o muy lluviosas, la tasa de acumulacion de
liquido va ser mucho menor o mayor. Bajo estas condiciones adversas la planta
posiblemente utilizard los recursos disponibles para supervivencia y no para
reproduccién, También para las plantas en la poblacion de Escazd fructificar en
época lluviosa podria ser conveniente (en comparacion con la época seca) por
que las lluvias pueden favorecer la rapida germinacion de las semillas y el
crecimiento de las plantulas (Umana 1988). En el caso de la poblacion de
Zurqui fructificar en la época seca puede ser desfavorable, debido a que el
exceso de lluvias podria favorecer el crecimiento de patdégenos gue podrian
acelerar la descomposicion de las semillas y de las plantulas.

Ef producir frutos de manera continua todo el afio tiene 1a ventaja para el
inductor en la poblacién de Zurqui de que se pueden producir adultos al menos
2 veees al afio. Mientras que en la poblacién de Escaz( la mayor parte de los
adulios se producen solo una vez por que los arboles solo fructifican en la
época lluviosa (Fig. 16).

Las larvas en ambas poblaciones se producen en mayor cantidad al

inicio del periode de fructificacion por que los frutos estan menos desarrollados
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y son més faclles de manipular. Posiblemente las larvas completan su
desarrolio en uno o dos meses, debido a que los adultos comienzan a salir
luego de este periodo de tiempo. El bajo numero de pupas en los frutos,
sugiere que el periodo de pupacion es mas coro que el larval (que consta de al

menos tres etapas).

El gue la produccidn de adultos de la poblacién de Escazu en el afo
2006 disminuyera en comparacion con la del 2005, indica que algin fenémeno
afectd el desarrollo de los adultos durante el segundo afio. Esto debido a que la
cantidad de larvas en los frutos no vario de un afio a otro. Por lo tanto seria
recomendable hacer una investigacion, sobre los faclores que padrian causar
mortalidad en las larvas de Allorhogas, (aparte del parasitismo) para conocer

bajo qué condiciones la poblacion es mas susceptible a sufrir mortalidad.

Fitofagia en Allorhogas

De acuerdo con los estudios que se han realizado sobre |a fitofagia en la
familia Braconidae (Macédo v Monteiro 1989, Marsh 1991, Infante et al. 1995,
Ramirez y Marsh 1986, Austin y Dangerfield 1998, Wharion y Hanson 2005), se
cree que la induccibn de agallas ha surgido al menos fres veces
independientemente en Allorhogas, Monitoriella y Mesostoa, debido a que
estos géneros no estan relacionados uno con el otro. Mesotoinae y Monitorielia
solo presentan especies inductoras de agallas, mientras que Allorhogas
presenta especies parasitoides (Allorfiogas pylarophagus Melton y Browning
1986, Harbison et al. 2001), fitéfagos (Allorhogas dyspistus Macédo y Monteiro

1989, Macédo et al. 1998) y posiblemente inquilinos (Hanson y Gauld 20086).
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También los inductores de agallas en Alforhogas se asocian con un rangoe mas
amplic de hospederos (Fabaceae, Melastornataceae y Bignonaeae) (Wharton y
Hanson 2005), mientras que Mesostoinae y Moniforiefla mantienen relaciones
muy restringidas con sus hospederos (Banksia y Phifodendron). Por lo tanto
parece que la fitofagia en Alforhogas pudo seguir un camino diferente a la de
otros braconidos debido a los diferentes tipos de hospederos y a las diferentes
estrategias biolégicas que existen en el género.

Se sabe poco sobre la biologla de los Allorhogas parasitos, el caso mas
estudiado ha sido el de A. pylarophagus, donde el hospedero es una especie
de Lepidoptero que se alimenta del tejido de la cafia de azdcar (Melton y
Browning 1986). A. dyspitus que induce agallas en semillas de Pithecellobium
tortum y la especie de Allorhogas aqui estudiada, tienen semejanzas en cuanto
a su biologia inductora, a pesar de que los hospederos de ambas especies
pertenéne-n a diferentes familias. Ambos inducen agallas en frutos, mientras
que Monitorielia elongata y Mesostoa kerri hacen agalias en las hojas de sus
planlaé hospederas. Las agallas de A. dyspitus también son mayormente
producidas en frutos inmaduros cuando la testa de las semillas es suave y hay
presancia de tejido meristematico. Aungue Macédo et al. {1998) no mencionan
el aborto de semillas, si mencionan que las semillas con agallas tienen menor
probabilidad de germinar, aun cuando &l inductor la mantiene viva.

Allorhogas sp. y A. dyspitus tienen un efecto en la reproduccion de sus
plantas hospederas. El efecto de A. dyspitus es mas severo por gue atacan un
100% de las semillas en la planta. Mientras que Allorhogas sp. ataca

aproximadamente un 40% de los frutos en la planta. La similitud en la biologia
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de ambas especies de Allorhogas, sugiere gue |z fitofagia ha evolucionado una
vez en el género aunque con estrategias diferentes en ambas especies.

Para el caso de Allorhogas sp. probablemente la fitofagia fue el resultado
de atacar primeramente un hospedero inductor de agallas, debido a que la
infeccian se da tanto en la semilla como en el tejido interno del fruto. Segun
Flores et al. {2005) la fitofagia en la familia Braconidae pudo evolucionar de
parasitoldes que tenian como hospederos a escarabajos depredadores de
semillas o avispas inductoras de agallas como miembros de la familia
Cynipidae. Los hébitos fitofagos pudieron surgir cuande las larvas de
parasitoides comenzaron a alimentarse del tejido de las agallas y de las
semillas, debido al valor nutritive de los tejidos, incorporandolos finalmente en
su dieta. Debidoe a que los individuos de Allerhogas sp. todavia son generalistas
en cuanto al lugar del fruto donde desarrollan la agalla podria ser que la
fitofagia de esta especie es reciente, debido a que los inductores de agallas
tienden 2 especializarse en un tejido especifico (A. dyspitus en semillas,
Mesostoinae y Monitoriella en hojas). Sin embargo para comprender mejor el
camino hacia la fitofagia en este género es importante estudiar mejor los tejidos
implicados en la infeccién, e investigar sobre ofras especies en el genero, y
contar con un arbol filogenético para determinar similitudes y diferencias en la

biologla inductora de las especies.
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Cuadro 1. Promedio de pracipitacion (mm) para los afios 2005 y 2008 para la Estacidn
Cerro Zurgui del Institute Coslarricense de Electricidad (ICE).”

Ao ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC Total

2005 18329 7696 1425 Easd 4642 3562 3506 4037 3421 964 7728 5523 E779M

D006 12534 5057 ©BA7,1 355 400 5455 6253 4301 4474 3355 6168 71335 69747

‘Fuente Centro de Servicios de Estudios Basicos de Ingenieria del ICE.

Cuadro 2. Promedio de precipitacion (mm) para los afios 2005 y 2006 para la Estacion
Cerro Escazu del Instituto Costarricense de Electricidad (ICE)."

Afo ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC Total

2005 138 10,2 416 185 143,6 3089 92,7 181,8 T 5014 1466 123 1748

2006 5.1 0 i] 122 240,56 aB67 420,83 1729 249 2378 2408 21,8  1986,5

*Fuente Centro da Servicios de Estudios Basicos de Ingenieria del ICE.
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Figura 3. A) Fruto tipo 1 sano. B) Fruto tipe 2 sano. C) Fruto tipo 3 con agalla. D) Fruto
tipo 4 con agalla. E) Agallas tipo A ubicadas cerca del eje ceniral del fruto. F) Agalias
desarrollandose en semillas. G) Agalla vista externamente. H) Semillas sanas vy
semillas abortadas (pequefias) de un mismo fruto, imagen tomada de Hidalgo (sin

publicar). Todas las imagenes fueron tomadas desde un estereoscopio 40x.
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