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RESUMEN

Callisphyris apicornis Fairmaire & Germain (Coleoptera: Cerambycidae) es una especie
xilofaga nativa y polifaga, que ataca: manzanos, membrillero, feijoa, y zarzaparrilla.
Para i ncrementar el conocimiento acercad el ab iologia sexua 1d e est a espe cie,
informacion relevante para de sarrollar es trategias de con trol de pl agas ba sadas e n
semioquimicos. Se a naliz6 ¢ omportamiento de c ortejo y ¢ 6pula en 31 secuencias
exitosas (terminaron en copula), grabadas en video en el campo. Los pasos observables,
homogéneos y di scretos realizados por m achos y he mbras fueron i dentificados. Las
frecuencias de individuos que realizaron los pasos fueron colocadas en celdas (en una
tabla de contingencia) indicando el nimero de individuos que, habiendo realizado un
paso previo, re alizaron el paso si guiente (cadenas de primer orden de Markov). L a
prueba e xacta de F isher fue utilizada pa ra i dentificar de pendencia en tre pa sos. Las
frecuencias de 1 at ransicion fueron calculadasy las que f ueron significativas se
utilizaron p ara c onstruir un e tograma que muestra la secuencia, las frecuencias, y las
rutas seguidas por insectos. El indice de estereotipia fue utilizado para identificar la
variabilidad de ntro de la s ecuencia. Seu tiliz6 lare gresion logistica bi naria para
identificar s i la temperatura am biente, velocidad de v iento, y hor a del di a f ueron
variables significativas.

Las secuencias del com portamiento fueron altamente aeterotipadas y no azarozas. La
secuencia d el com portamiento en machos f ue ¢ aracterizada por : " aproximacion",
"monta", "aproximacion de genitalias", "copula", "desacople", "guardia", y "vuelo". Las
hembras tienden a pe rmanecer i nmévil dur ante 1a ¢ 6pula. El primer contacto ocurre
entre las antenas y patas del macho con diferentes partes del cuerpo de la hembra. El
cortejo es breve e imperceptible. La hembra acepta o rechaza a los machos escapando o

pateandolos con su tercer par de patas.

Solo la temperatura ambiente fue significativa para la ocurrencia del comportamiento,
mayoritariamente entre los 19y 23° C. En términos generales, los resultados sugieren
que el comportamiento sexual en machos de Callisphyris apicicornis es compatible con
el desarrollo de técnicas de control mediante feromonas

Palabras clave: Estereotipia, etogramas Lepturinae,



ABSTRACT

Callisphyris apicornis Fairmaire & G ermain (Coleoptera: Cerambycidae) is a native
xylophagous, a nd pol yphagouss pecies, affecting apples, qui ncy, f eijoa,a nd
zarzaparrilla (Ribes spp). In order to increase the knowledge about this species sexual
biology, information relevant to de velop s emiochemical-based pest control s trategies,
courtship and mating be haviors w ere analyzed in 31 s uccessful s equences (ending in
mating), vi deotapedi nt he f ield. O bservable, hom ogeneous, a nd di screte s teps
performed by males and females were identified. Frequencies of individuals performing
the st eps w ere pl aced inc ells (ina c ontingency t able) i ndicating t he num ber o
individuals that, h aving pe rformed a previous step, w ere performing the c urrent one
(first order Markov chains). Fisher test was used to identify dependency between steps.
Transition frequencies were cal culated and significant on es w ere us ed to build an
ethogram s howing t he s equence, f requencies, a nd r outes f ollowed by i nsects. A
stereotypy index was used to identify the variability within the sequence. Binary logistic
regression was used to identify whether ambient temperature, wind speed, or the time of
the day were significant variables.

The be havioral sequences w ere non r andom and hi ghly stereotyped. The sequence in

2 e 9 e P19

males was characterized by “approaching”, “riding”, “genitalia approaching”, “mating”,
“uncoupling”, “guarding”, and “flight”. Females tend to stay stationary during mating.
First contact used to occur between antennae and legs males with different parts of the
female body. C ourtship was brief and unconspicuous. Females either accepted/rejected

males by walking away or by kicking them with their last pair of legs.

Only a mbient t emperature w as s ignificant f or t he oc currence of t he be havioral
sequence, mostly between 19° to 23° C. Overall, results suggest that sexual behavior in
Callisphyris apicicornis males is compatible with the development of pheromone-based
management and control techniques.

Key words: Ethograms, Lepturinae, Stereotypy.



INTRODUCCION

La si erra d el m anzano, Callisphyris apicicornis (Coleoptera: C erambycidae), es un
insecto nativo, perteneciente al a subfamilia Lepturinae, ( Cerda, 1986) pr esente e n
Argentina y también en Chile, donde se distribuye desde la Region de Valparaiso a La
Araucania (Artigas, 1994). S u hd bito xilofago y pol ifago le permite atacar una gran
variedad de especies agricolas, forestales y ornamentales (Barriga et al., 1993; Artigas,
1994), en algunas de las cuales (Membrillero, Feijoa) ha sido considerada plaga clave
(Curkovic, 2008).

El1 G ¢énero Callisphyris incluye tre s especiesde 1 mportancia econém ica: C.
semicaligatus o “sierra del coihue ”, ade mas de C. macropus y C. apicicornis, que
afectan frutales (Prado 1991; A rtigas 1994). Lalarvade C. apicicornis viveys ¢
desarrolla exclusivamente en madera “viva” (Barriga et al., 1993), incluyendo ramas y
troncos f uncionales, e nl os ¢ uvales ¢ onstruye ga lerias longitudinales que pue den
ocasionar | acai dade 1 ar ama ( Artigas, 1994). También hace suc esivos co rtes
perpendiculares en ramas y t roncos, los que parecen hechos por un ob jeto cortante, lo
que explica su nombre comun. Tiene 19 hospederos reportados entre especies nativas y
exoticas: Betula pendula y Betula sp (Betulaceae), Casuarina cunninghamiana
(Casuarinaceae), Ribes nigrum, R. polyanthes y R. rubrum (Grossulariaceae), Accra
sellowiana (Feijoa) y Luma apiculata (Myrtaceae), Cotoneaster franchetti, Crataegus
oxyacantha, Cydonia oblonga, Malus domestica, Pyracantha coccinea, Rosa moschata,
Rosa sp, Rubus idaeus y R. ulmifolius (Rosaceae), Salix sp (Salicaceae), y Ulmus sp
(Ulmaceae) (Gonzalez 1989; Prado 1991; Barriga et al. 1993; Artigas 1994).

El control es muy dificil una vez que las larvas se instalan y desarrollan en la madera,
pues no ha y e xposiciéon a t ratamientos ¢ onvencionales, y | os i ndividuos que dan
protegidos por la corteza. Su control através de inyecciones de tdxico, ¢ on j eringa,
directamente en los orificios en que se observa aserrin (Artigas, 1994), no resulta viable
a gran escala y es, probablemente, un método ineficiente y peligroso para el operario. El
control natural ocurre a través de Tachinidae (Diptera), pues se han encontrado puparios
en galerias de C. apicicornis, pero no se han identificado las especies parasitas (Barriga,
1990). También se han identificado en nuestras crianzas a Aulacus krahmeri (Aulacidae:
Hymenoptera) em ergiendo de galerias pupales de Callisphyris apicicornis (reportado
anteriormente por Elgueta y L anfranco, 1994). Sin embargo, no hay ningin desarrollo
del control biolodgico para esta u otras especies emparentadas. Por ultimo, una practica
cultural como la poda de ramas afectadas puede ser una alternativa de manejo, pero
requiere de 1 a i dentificacion de 1 as r amas 1 nfestadas, a través d e 1 a de teccion de
sintomas, que no siempre son evidentes. Esto es pa rticularmente dificil en espe cies
como C. macropus, cuya larva tiende a ubicarse en la parte inferior del eje de 1a planta
(en el caso de frambuesa, Carrillo et al., 1996), comportamiento también observado en
C. apicicornis.



Dada la dificultad de oportuna identificacion del dafio producido por la especie y las
ineficientes estrategias de control utilizadas a 1a fecha, es que surge la ne cesidad de
encontrar nuevas técnicas de manejo para especies con estos habitos de vida (Bento et
al., 1992: Solomon, 1995, Nakamuta et al., 1997; Ginzel and Hanks, 2005 Hall et al.,
20006), 1 os que de ben facilitar el c ontrol d e e ste t ipo de p lagas. E n e ste 4 mbito, la
modificacion de lc¢ omportamiento s exual dea dultos mediadoa t ravésde
semioquimicos, se perfila como una poderosa estrategia (Rhainds et al., 2001; Lacey,
2003, Hanks et al., 2007), que ha sido utilizada para otros cerambicidos, incluso en el
manejo de plagas cuarentenarias (Lacey et al., 2004; Silk et al., 2007). Estas estrategias
tienen s u o rigen en |l a qui mica e coldgica, di sciplina que e studia los m ecanismos y
compuestos qui micos que ¢ ontrolan las interacciones in tra e i nterespecificas en tre
organismos vivos (Harris and Foster, 1995).

En ¢ erambicidos la qu imica e coldgica ha t enido un incipiente de sarrollo, ¢ on la
identificacion de feromonas sexuales en al menos una decena de especies en los ultimos
afios. Para ello ha sido ne cesario hacer estudios de 1a conducta sexual que permitan
identificar las condiciones en que los insectos produc en feromonasy cuales son las
respuestas d e est os org anismos a est os com puestos. Con estos an tecedentes, mas | a
disponibilidad de volatiles de plantas que les resultan atractivos, o con sus feromonas
sexuales (o de agregacion) sintéticas, ha sido posible el desarrollo de tecnologias que
logran 1 a modificacion de |1 ¢ omportamiento de 1 ocalizacion de 1 ¢ ompaiiero s exual,
impidiendo I a r eproduccion ( Iwalbuchi, 1986; R ayetal., 2006; R eddy, 2007) . N o
obstante, para poder llevar a cabo la implementacion de esta estrategia, es ne cesario el
conocimiento del rol de 1os s emioquimicos en 1a c onducta ( Solomon, 1995),10 que
requiere el estudio a priori del comportamiento del insecto, asociado al comportamiento
de 1lamado (emision de volatiles) y ala respuesta de conespecificos a dichas fuentes
atractivas (comportamiento de aproximacion/biisqueda del compaiiero sexual), asi como
los estudios de las etapas posteriores como el cortejo, copula, entre los principales. Sin
embargo los estudios formales de comportamiento en insectos plaga son escasos en el
mundo ( Solomon, 1995 ; H anks, 1999 ), al igual que e n Chile (C urkovicy Ferrera,
2008), a pesar de que han sido citados como la causa de fallas en el manejo de plagas
con feromonas (Krupke, 1999).

El comportamiento sexual en insectos comienza con la emision de diversas sefiales (por
parte del macho o hembra). Para el caso de C. apicicornis, estas primeras sefiales son
hechas por las hembras durante el denominado “llamado” (Ferrera, 2009). El llamado
ocurre en d eterminado estado fisioldgico de 1 individuo (ej. una ve z q ue al canza la
madurez sex ual) y bajo condiciones am bientales pa rticulares ( €]. cierto rango de

temperaturas, B ento e ta 1. 1993) . F recuentemente i mplica ¢ onductas pa rticulares,
observables, que a yudana 1 ae misionde 1 asf eromonas. A si, a lgunos i nsectos
desarrollan posturas que facilitan la liberacion de feromonas de largo alcance, (Cade
1985). En respuesta a la llamada, el sexo opuesto (generalmente machos) que detecta y
reconoce | as sefia les, desarrolla m aniobras qu e favorecen 1 a bus queday orientacion
hacia | a fuente ( vuelo en zig-zag, en el caso del uso de pistas quimicas) ( Kennedy
1977). Luego sigue el “cortejo”, que incluye una serie de eventos que ocurren cuando



ambos sexos se encuentran a corta distancia e interactian, previo a la copula (Alexander
et al., 1997), donde us ualmente el macho hace 1 a m ayor i nversiéon de ene rgia. E n
insectos el cortejo también involucra a veces la participacion de semioquimicos de corto
alcance (Baker y Carde 1979). La ultima fase es el acoplamiento (copula) entre ambos
sexos para la transferencia de material ge nético, aunque pue de c ontinuarse ¢ on o tras
conductas como la “guardia” post-copula, el cuidado maternal, etc (Cade 1985). Ferrera
(2009) describid uno de los primeros registros de un Cerambycidae en que la hembra es
la emisora de feromonas sexuales y el primero parauna especie de Lepturinae. Sin
embargo, no estudio las etapas po steriores de 1a conducta sexual de esta especie, las
cuales, en caso de identificarse y, finalmente, disponerse de la feromona de esta especie,
seran fundamentales para el disefio de estrategias especificas de control. Por ejemplo, la
caracterizacion del cortejo puede ser fundamental en el disefio de atracticidas (Curkovic
et al. 2006) que requieren de un contacto fisico entre la formulacion del plaguicida y el
insecto para causarle una exposicion letal. Algo similar puede ocurrir con la definicién
de las condiciones ambientales en que este comportamiento ocurre. Por estas razones,
esta tesis plantea los siguientes objetivos.

Objetivos:

1- Caracterizar la secuencia de eventos que ocurren durante el cortejo y copula en C.
apicicornis.

2- Determinar 1 a aso ciacion que existe en tre | a copula, | as va riables am bientales
temperatura y velocidad del viento, y la hora del dia en que se observaron las conductas.



MATERIALES Y METODO

Lugar de estudio

Los experimentos de campo se desarrollaron durante las temporadas 2008 y 2009 en la
Estacion Experimental Antumapu, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrondémicas
de la Universidad de Chile, Comuna de la Pintana, Santiago, Chile, en las coordenadas
S:34° 14' 31"; W: 70° 38' 08". La crianza de insectos se llevo a cabo en el laboratorio de
Comportamiento y Ecologica Q uimica de insectos, ubicada en el D epartamento de
Sanidad Vegetal de la misma Facultad.

Colecta y crianza de insectos

Los individuos utilizados en el e studio s e obtuvieron de plantas de Membrillero ( C.
oblonga), Feijoa (F. sellowiana) y Crataecgus (C. oxyacantha), en los que se detectaron
sintomas car acteristicos de infestacion de C. apicicornis, descritos por Barriga et al.
(1993), en las localidades de Lo Cafias (La Florida, RM) de coordenadas S: 33° 32' 04",
W:70° 33' 24", Gultro (El Olivar, Region del Libertador General Bernardo O'Higgins),
de coordenadas S: 34° 13' 56"; W: 70° 52' 25" y la EE.EE Antumapu, perteneciente a la
Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile.

Las colectas de material vegetal se realizaron en los meses de septiembre y octubre. Se
utilizaron p ara l a e xtraccion: s errucho de poda ( Stanley, 187, U SA), tijeron de p oda
(BAHCO), y tijeras de podar. La madera infestada fue cortada longitudinalmente para
verificar el estado de desarrollo y sexo de los individuos (Figura 1), mediante caracteres
morfologicos externos (largo de antenas y tamaiio del abdomen).

Figura 1. Hembra Neonata de C. apicicornis en corte longitudinal de madera infestada.



Se mantuvo separados machos y hembras en baterias F landers en el laboratorio, bajo
fotoperiodo ambiente, temperatura promedio de 20 + 5° C, y humedad relativa de 50 +
5%, registradas a través de termo-higrometro digital (Boeco, BOE 330, A lemania). La
emergencia de adultos se monitore6 diariamente entre septiembre y noviembre, a fin de
evitar la ex posicion con otros ej emplares an tes de las evaluaciones. Las he mbras se
utilizaron 1 a 2 dias luego de su emergencia'y se mantuvieron individualmente por un
periodo de hasta 10 dias en frascos plas ticos t rasparentes ( 6,6 cmaltoy 4 c mde
didmetro) y los machos por un periodo de 14 a 19 dias. Ambos se alimentaron a través
de algodon embebido en solucion de agua y azicar al 5%.

Ensayos de campo

Se realizaron experimentos basados en la observacion del comportamiento de machos y
hembras de C. apicicornis durante e I p eriodo de ¢ ortejoy ¢ Opula. Durante e sas
observaciones se registrd la hora del dia, velocidad del viento y temperatura ambiental
al momento del arribo de machos a hembras conespecificas.

Analisis estadistico

El registro detallado de las secuencias de cortejo y copula, se presentd en tablas de
contingencia ba sadas so bre modelos de primer orden de M arkov (Fagen and Y oung,
1978; Liimatainen and Hoikkala, 1998). Estas presentan la frecuencia de transicion de
una conducta a todas las otras posibles, asumiendo que la probabilidad de ocurrencia de
un pa so de ntro de | c omportamiento de pende sélo de la identidad d e l a un idad de
conducta previa (Liimatainen and Hoikkala, 1998). Para ello, se asigné a cada celda de
lat abla ( o m atriz) e 1 nim ero de 1 ndividuos que , ha ciendo un pa so e n pa rticular
(columnas), haya realizado un paso previo (filas) dentro de la secuencia. Por lo tanto las
frecuencias obtenidas son frecuencias de transicion (Girling and Cardé, 2006).

Para ana lizar si exi stia asoc iacion general entre 1 os pa sos que c¢ onformaron las
secuencias de cortejoy copula en m achos, serealizo el test de Fisher (Fagen and
Young, 1978) ut ilizando e 1 S PSS s tatistics, 1 5, U SA. L as hi pdtesis pl anteadas s e
contrastaron usando un nivel de significacion del 5% y se describen a continuacion:

Ho: No existe dependencia o asociacion entre los pasos que conforman la secuencia
HI: Existe dependencia o asociacion entre los pasos que conforman la secuencia

Esta prueba permite el andlisis de categorias en tablas pequefias (n<100), en las que no
se cumplen los supuestos para el analisis a través de la prueba de Chi-cuadrado, lo que
evita la pé rdida de i nformacion at ravésde | auni 6n de cat egorias sobr e ac tos
relacionados (Visauta, 2007). Para evaluar la magnitud de la asociacion entre los pasos
que c onformaban las secuencias de cort ejo y cdpulas e ¢ alculd el coe ficiente de
contingencia respectivo.



Para conocer aquellos pares de pasos significativos dentro de 1a secuencia general de
machos y hembras, se utilizo el estadigrafo Y = (xij — mij)/ V(mij) propuesto por Fagen
y Y oung ( 1978), el cual discrimina si la transicion, acto i al acto j, ocurre con una
frecuencia que difiere significativamente (p<0,05) de la ocurrencia por azar. Valores de
| Y | >\ (X **df)/ R? (donde R = nimerode pasos del repertorio dela e specie),
implican transiciones significativas. Las hipdtesis planteadas se contrastaron usando un
nivel de significacion del 5% y se describen a continuacion:

Ho: La transicion entre pasos para la celda especifica ocurre por azar y por tanto no es
significativa
H1: La transicion entre pasos para la celda especifica no ocurre por azar y por tanto es
significativa

Transiciones si gnificativas se uti lizaron en la cons truccion de et ogramas (Figura 4)
(Osorio-Osorio y Cibrian-Tovar, 20 00). La sec uencia ge neral de pa sos si gnificativos
mas usual dentro de la matriz se obtuvo por concordancia entre altas probabilidades de
transicion y altas frecuencias observadas (Girling and Cardé, 2006).

La va riabilidad (grado de e stereotipia) d e c ada pa so d entro de la secue ncia del
comportamiento de c ortejoy ¢ 6pula de machos, se cal culé através de la si guiente
formula (Girling and Cardé, 2006):

oi || 2P~ QP /m
B (1-1/ri) ’

donde Sli es el indice de estereotipia para cada paso, Pij es la probabilidad de transicion
desde el paso de comportamiento i a todos los otros posibles comportamientos j, y ri es
el niimero de posibles transiciones desde el precedente comportamiento i. (Girling and
Cardé, 2006). Parao btener el i ndice de e stereotipia del a secuencia g lobal de
comportamiento (SI), el valor obtenido de Sli para cada paso del comportamiento (fila)
se ponderd por su frecuencia, en relacion al comportamiento total observado. La suma
de estos valores para cada paso, resultd en el valor del indice de estereotipia para la
secuencia global (SI).

Las mediciones de Ias variables a mbientales r egistradas ( temperatura, velocidad del
viento y hor as del dia), se sometieron a regresion logistica binaria, utilizando M initab
Statistical software ( 13,32, U SA),a obj eto de m odelara t ravés de una f uncion
matematica (no lineal), la probabilidad de ocurrencia de un e vento binomial (en este
caso realiza o no el comportamiento de cortejo o de copula), en funcidon de las variables
antes indicadas. Se evalud sicada variable dentro del modelo era o no significativa
(p<0,05). La validez del modelo se explico a través del porcentaje de concordancia.



Observaciones preliminares

Durante el 2008 se realizaron las primeras observaciones de adultos de C. apicicornis, a
fin de evaluar el comportamiento de cortejo y c Opula. Se dispuso de hembras de 1a 2
dias de vida, obtenidas de crianza, sobre una ramilla de Tamarix parviflora. Para evitar
su escape, se atd una de sus alas membranosas con un nudo con hilo de coser (Figura 2),
evitando asil a ext ension del al a, i mpidiéndole escap ar. S egin Ferrera (2009) e 1
“llamado” ( conducta as ociada a e mision de f eromonas q ue se corr elaciona con el
periodo de mayor a traccién de m achos) oc urre pr incipalmente e ntre 1 as 10: 00 y 1 as
14:00 horas. Las observaciones, entonces, fueron efectuadas durante ese periodo del dia
at ravésd eun estudio observacional in vivo asistematico (Ferrera, 2009)d el
comportamiento de machos. Durante el afio 2008 s e obtuvieron 2 r egistros exitosos de
copula, que permitieron definir la metodologia a utilizar en 2009.

Figura 2. Hembra de C. apicicornis con nudo en ala membranosa para evitar que vuele.

Analisis del comportamiento de cortejo y cépula y su asociacion con variables
climaticas

El pri mer expe rimento se r ealizd para describir el cortejoy la co pula de I m acho,
caracterizando: 1) la secuencia de pasos y su respectiva frecuencia, 2) la asociacion
entre las unidades de conducta dentro de la secuencia (Fagen and Young, 1978, Ferrera
2009) y 3) el grado de plasticidad o estereotipia intra-especifica (Facundo et al., 1999).
A su vez se evaluo si variables ambientales como la temperatura, viento y hora del dia
tenian incidencia en estas etapas del comportamiento sexual. Para ello, durante el 2009
se analizd, a través del método ob servacional asistematico, un grupo de 30 hembras
virgenes y sanas de C. apicornis. Cada he mbra, de unoa dos dias de e dad, fue
trasladada al lugar de los ensayos (campo) en frascos plasticos transparentes (6,6 cm
alto y 4 cm de didmetro), desde 1os cuales se extrajeron para ser ubicadas sobre una
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ramilla de T. parviflora (procedente del sitio de observacion) a una alturade 1,5 m ..
Posteriormente, el observador se ubicé a 1 m de distancia de 1a hembra, y pr ocedid a
esperar hasta la aparicion de un macho silvestre en la zona de estudio. Una vez que se
observd al macho acer candose a una di stancia a proximada de 20 cm., s einicid la
filmacién de la secuencia con camara de video (SONY Handycam, HDR-SR10, Japon)
del com portamiento observado mediante I a técnica de observacion anim al f ocal
(Altmann, 1974 citado por Ferrera, 2009). Las secuencias se dieron por iniciadas con la
aproximacion macho a una distancia méxima de 10 c m de la hembra. El periodo de
observacion se realizo entre las 10:00 y las 14:00 h. de cada dia de evaluacion.

Del mismo modo que F errera (2009), | as g rabaciones se r eprodujeron directamente
desde la camara de video en un televisor (LG, LCD 26LG30R, Corea), lo que permitio
en una primera revision de las grabaciones, definir en forma preliminar la secuencia de
pasos hom ogéneos y di scretos de ntro d el co mportamiento de c ortejoy copula. L a
construccion de 1 am atriz de t ransicion de e ste ¢ omportamiento s € obt uvo de sde
revisiones posteriores de los videos.

La construccion de la matriz se facilitd gracias a la predeterminacion de cddigos. Todas
las hembras se utilizaron hasta lograr una cépula exitosa. Al dia siguiente post-copula se
colocd nue vamente | a m isma he mbra, c on | a f inalidad de ve rificarsidejad e ser
atractiva. Se registraron 58 secuencias del comportamiento con las hembras obtenidas.

Para evaluar la asociacion del cortejo y copula con factores ambientales se utilizaron 31
hembras. El estudio utilizado fue animal focal (cuando se evalu6 una sola hembra) o de
barrido (cuando hubo e mergencia de mas de 1 he mbra durante un dia de observacion).
El registro fue instantaneo, obteniéndose al inicio del comportamiento, la te mperatura
ambiental y velocidad del viento a través de termo-anemometro (EXTECH instrument,
407119, USA). También se registro el horario en que 1llegaba el macho atraido por las
hembras.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Descripcion de las conductas de cortejo y copula

Los pasos que forman la secuencia de cortejo y copula se de finen enel Cuadro 1 y
algunos se muestran en la Figura 3. Se observo que el macho de C. apicicornis vuela en
zig-zag hacia las hembras que se encuentran llamando sobre una rama; el vuelo finaliza
con un descenso cerca de la hembra. En otras especies, durante esta fase se observa una
activa y r elativamente prolongada interaccion que involucra contacto entre las antenas
de m achos y di ferentes partes de 1 cuerpo de las he mbras ( Michelsen, 1963, 1966) ,
previo a 1a monta, 1 0o que podria interpretarse c omo una evaluaciéon propia de una
conducta de cortejo formal. Sin e mbargo, 1a aproximacién y e | intento de monta del
macho de C. apicicornis s6lo involucrd contactos breves entre sus antenas y patas, y el
cuerpo de la hembra. Este tipo de aproximacion es compatible con el uso de trampas o
cebos t oxicos ( Curkovic et al., 2006), e strategias que requieren e 1 ¢ ontacto entre el
insecto y la fuente para monitoreo y control, siempre que no requieran al mismo tiempo
de otras pistas (por ejemplo visuales o auditivas).

La aproximacion del macho de C. apicicornis tuvo dos respuestas en las hembras; 1)
aceptacion (31 secuencias t erminaron e n ¢ 6pula), pe rmitiendo a | m acho r ealizar los
pasos subs ecuentes, o 2)r echazo (27 secuencias no exitosas), caracterizado por el
escape (ocurri6 en 13 delas27 secuencias) delahe mbra que sea leja c aminando
rapidamente, similar a lo reportado para Phytoecia rufiventris Gautier ( Coleoptera:
Cerambycidae) (Wang et al., 1996). Las hembras que escaparon eran perseguidas por el
macho que no lograba montarlas, y finalmente desistia de su persecucion. A veces la
hembra, en lugar de escapar, se mantuvo en su lugar y rechazo6 al macho con un golpe
(también en 13 de 27 secuencias) que le propinaba con sus patas traseras, impidiéndole
aproximarse. La secuencia no exitosa restante ocurrid cuando un macho se aproximo a
la hembra (que no escapo ni lo pateo), pero luego de inspeccionarla se alejo sin intentar
montarla. Considerando el total de secuencias, los machos se aproximaron por delante
(7), por el costado (24) y de trds dela h embra ( 27), e n pr oporciones s imilares e n
secuencias exitosas y no exitosas. Segun estos resultados, el cortejo en C. apicicornis es
poco evidente, sin una interaccién que involucre una postura o m aniobras c omplejas,
observandose sélo la decision final de 1a hembra ante la aproximacion del macho. Algo
similar se ha observado en P. rufiventris (Wang et al., 1996). Los rechazos observados
en C. apicicornis sugieren que la hembra podria reconocer y evaluar al macho que se
aproxima, pero el mecanismo usado es desconocido.

Los machos de C. apicicornis no rechazados (53%) se m ontaron s obre 1 a he mbra.
Durante esta etapa las hembras se encuentran estacionarias, posadas o colgando sobre la
rama. Las antenas del macho y de la hembra se dirigen siempre hacia adelante, pero las
de la hembra estan fijas hacia abajo. Una vez encima de la hembra, el macho intent6 el
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acople inmediatamente. La c 6puladurd 10 a 15 min en promedio, tiempo durante el
cual hay repetidos contactos entre palpos labiales y mandibulas del macho y el cuerpo
de la hembra, similar a 10s descrito en Dectes texanus texanus LeConte (Crook et al.,
2004). En tres ocasiones, cuando una pareja de C. apicicornis se encontraba en copula,
llegd un s egundo macho que s e e ncaramo e ncima de | pr imero, que dando 1 os tres
individuos uno e ncima de ot ro. Montas e ntre m achos ha n's ido reportadas para P.
rufiventris, incluso c on i ntentos de ¢ dpula ho mosexual ( Wang et al., 1996) . En C.
apicicornis cuando ocurri6 esta monta triple se observé que la copula solo ocurre entre
lahembray el macho que se enc uentra inmediatamente e ncima de ella. En algunas
ocasiones ocurrié un desacople ocasionado por la llegada del segundo macho.

La he mbrade C. apicicornis suele e star inmovil dur ante la ¢ 6pula, sin e mbargo,
ocasionalmente ( 22 % de las secuencias exitosas) se desplazo a lo largo de la rama con
el macho sobre su dorso, provocando también el desacople, similar a 1o observado con
Tetraopes tetrophthalmus (Forster) (Droney y T haker, 2006). En todos los desacoples
observados ¢ n C. apicicornis, los m achos se al ejaron del ah embra vol ando y
eventualmente algunos regresaron para iniciar una nueva secuencia. La copula finalizo
cuando se separaron las ge nitalias de 1 os i ndividuos. Entonces el macho se al eja
volando, mientras que la hembra se queda inmdvil. Por ello, se asume que la copula en
C. apicicornis es finalizada por los machos, similar a lo descrito en P. rufiventris (Wang
et al., 1996). En tres s ecuencias los machos de C. apicicornis, luego de finalizar la
copula, se mantuvieron inmdviles s obre la he mbra, lo que podria corresponder a una
conducta de guardia, cuya funcidn, en otras especies, es evitar que un macho que llegue
posteriormente, copule con la hembra ya cubierta. De esta forma el macho asegura el
dominio de su progenie, lo cual ha sido descrito para otros cerambicidos como Oemona
hirta (F.) (Wangy Davis, 2005) y Anoplophora glabripennis (Motschulsky)
(Morewood et al., 2004).
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Definicion de las unidades de Conducta.

Se definieron unidades de conducta (pasos dentro la secuencia) del comportamiento de
cortejo y copula de machos y se asignaron co6digos para cada una de ellas (Cuadro 1).

Cuadro 1. U nidades y ¢ 6digos de c onductas realizados p or machos de Callisphyris
apicicornis durante el cortejo y copula.

Unidad de conducta y cédigo

Definicién

Aproximacion (A)

El macho 1 lega at raido por 1a he mbray aterriza a
unos cuantos centimetros de ella, para luego caminar
e intentar el primer contacto fisico

Monta (M)

El macho luego de contactar brevemente a la hembra
se monta sobre su dorso, tomandose firmemente con
sus pa tas a nterioresy s egundop are n lar egion
mesotoracica.

Aproximacion de genitalias (Ag)

El macho inclina hacia abajo el abdomen, e intenta
introducir su aparato copulador en el orificio genital
de I a he mbra, que ha dobl ado s ua bdomen hacia
arriba

El macho y1ahe mbra se acopl any se mantienen
unidos a través de sus genitalias. Durante ésta etapa,

Copula (C) el macho frota periddicamente sus palpos maxilares y
mandibulas sobre el pronoto de la hembra.
El macho se desacopla separando su abdomen del de
Desacople (D) la hembra y, usualmente, se desmonta.
. Una ve z de sacoplado el m acho s e que da m ontado
Guardia (G) sobre la hembra
Vuelo (V) Luego de 1 desacople, o de I pe riodo de gua rdia, e 1

macho emprende un vuelo alejandose de la hembra.
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Figura3 . Fotosde 1| ospa sosde |
comportamiento de machos durante el
cortejoy copulad e Callysphyris
apicicornis. A = A proximacion. M =
Monta. A g= A proximacion de
genitalias. C. Copula. D = Desacople.
G = Guardia. V = Vuelo
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Para evaluar si existe asoc iacion entre 1 os pa sos que co nforman las secue ncias de
conducta presentes en el comportamiento de cortejo y copula (Cuadro 1), se procedio a
la evaluacion global de la secuencia obtenida. Como el anélisis de los supuestos de la
prueba de Chi-Cuadrado muestra que los valores esperados para el 11% de las celdas de
la matriz fueron menores a 5, el estadistico utilizado para evaluar la independencia fue
la prueba exacta de Fisher.

Los resultados i ndican que con una al ta probabilidad ( p< 0.001) las secuencias no
ocurren por azar, y por tanto existe asociacion entre los pasos que conforman el cortejo
y la copula. Considerando que la tabla de contingencia analizada se construy6 con el
criterio de cadenas de Markov de primer orden (Fagen y Young, 1978), esta relacion se
puede designar como una de dependencia de primer orden. Ademas, la magnitud de esta
asociacion es el evada, lo que serefleja en el valordel coeficiente de cont ingencia
(0.89).

Secuencia general del comportamiento de cortejo y cépula en Callisphyris
apicicornis

Se evalud en forma conjunta las probabilidades de transicion presentes en el etograma
(Figura 4) y las frecuencias obt enidag(0) en la matriz de transicion (Girling and
Cardé, 2006) (C uadro 2) . Esto debido aqu e “ el a nalisis de la m atriz” u tiliza la
frecuencia total de t ransicion entre pa sos,l o quepue de “sob reestimar” el
comportamiento de un pe quefio nim ero de individuos qu e alternan e ntre pasos. Las
probabilidades de transicion (etograma), en tanto, superan este problema, pero pueden
producir un peso desproporcionado de algunas transiciones, y la exclusion de aquellas
validas, realizadas por 1a mayor parte de los individuos ( Girling and Cardé, 2006). El
uso de e stos métodos, junto c on e 1 e mpleo de 11 ndice de e stereotipia ( que pe rmite
evaluar la variabilidad de la secuencia) (Haynes and Birch, 1984), proporciona valiosas
técnicas para el estudio de secuencias (Girling and Cardé, 2006). Del analisis se deduce
que, altas probabilidades entre pares de pasos no se asocian necesariamente con una alta
frecuencia de oc urrencia de ntro de I a m uestra obs ervada. A 1 especto, ¢ uando la
probabilidad de transicion toma su valor maximo en el etograma (valor 1), esto solo
implica que 1 osi ndividuos que i ngresan ae stospa soss em uevene nf orma
unidireccional desde el paso precedente i al consecuente j, pero no implica que sea una
transicion con alta frecuencia dentro de la secuencia (ej: transicion “Ag” a “C”) (Cuadro
2 y Figura 4), similar a lo planteado por F errera (2009). Por otra parte, valores altos
(0,7-0,9) de estas probabilidades, implican que la mayor proporcion de los individuos
que ingresa al paso “i” se desplazard hacia el paso subsecuente “j” (Ferrera, 2009). Sin
embargo, una proporcion menor, de ellos se distribuird hacia cualquier otro paso de la
secuencia (ej: pasos “D” a “V”).

En el caso de las transiciones “A” a “M” y de “D” a “V”, puede observarse que la alta
probabilidad de transicion (Figura 4) concuerda con una alta frecuencia de ocurrencia
dentro de la matriz (Cuadro 2). Esto reflejaria que esta “se cuencia” es realizada con
mayor frecuencia por los individuos, e xistiendo una ruta alternativa significativas del
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comportamiento, pero realizada por una menor cantidad de ellos dentro de la muestra
observada (n=30).

El andlisis conjunto e ntre la s frecuencias obs ervadas e n la m atriz d e transicion de |
comportamiento de c ortejoy ¢ 6pula ( Cuadro 2)y s us pr obabilidades de t ransicion
dentro del etograma (F igura 4), permitieron la definicion de la secuencia ge neral de
pasos mas usual, la que corresponde a: “A>  “M” — “Ag” — “C” — “D” — “V”.
Una si tuacion distinta se obs erva en aque llas cel das con frecuencias bajas, las que
poseen a su vez baja probabilidades de transicion, como ocurre en “D” — “G”

Cuadro 2. Matriz de transicion para secuencias exitosas del comportamiento de cortejo
y copula en machos de C. apicicornis.

Paso Previo Paso Siguiente Total
A M Ag C D G \Y

A 0 31 0 0 0 0 0 31
M 0 0 31 0 0 0 0 31
Ag 0 0 0 31 0 0 0 31
C 0 0 0 0 31 0 0 31
D 0 0 0 0 0 3 28 31
G 0 0 0 0 0 0 3 3
A% 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 0 31 31 31 31 3 31 158

(A) A proximacion, ( M) M onta, ( Ag) A proximacion de ge nitalias, ( C) C 6pula, ( D)
Desacople, (G) Guardia, (V) Vuelo.

0.91

A M Ag 1. C 1. D 009 G 1. V

1, 1, —> —> —> —>

Figura 4. Etograma de |1 ¢ omportamiento de ¢ 6pula e n m achos de C. apicicornis,
mostrando rutasy probabilidades de t ransicion e ntre unidades d e ¢ onducta en
secuencias exitosas.
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Cuadro 3. Indice d e e stereotipia (SIi = Indice de est ereotipia para cada paso, SI=
Indice d e e stereotipia d e 1 a se cuencia ge neral) para el co mportamiento de cortejoy
copula de C. apicicornis.

Codigo Valor Sli Valor SI
A 1 0,196

M 1 0,196
Ac 1 0,196

C 1 0,196

D 0,892 0,175

G 1 0,0189
v 0 0

Total 0,9779

Valor en negrita corresponde a un a secue ncia al tamente est ereotipada segun Ferrera
(2009).

Los resultados que se muestran en el cuadro 3 indican que el comportamiento de cortejo
y copula en C. apicicornis es altamente estereotipado (SI =0,98). Esto implica que la
unica ruta alternativa existente, no es de relevancia para la secuencia. Segun el etograma
(figura 4) existe solo una ruta alternativa en la secuencia que se presenta en el paso “D”
donde un 9% de individuos realizo6 el paso “G” y el 91% restante continuo directamente
al paso “V”. Bajo estos datos podemos decir que el cortejo y copula es unidreccional

El periodo de guardia en C. apicicornis no es muy usual (9%), pero ha sido descrito
para otras especies de cerambicidos como Anoplophora glabripennis, quien puede estar
por hor as montando guardia s obre 1a he mbra ya c ubierta, con el fin de a segurar su
paternidad en la progenie (Morewood et al., 2004). Oemona hirta también realiza esta
etapa de guardia (Wang y Davis, 2005)

La copula en C. apicicornis es finalizada generalmente por los machos, salvo tres casos
en que las hembra se de splazaron a lo largo de la rama con el macho sobre su dorso,
provocando e 1 de sacople del macho. En P. rufiventris las c opulas son ge neralmente
terminadas por los machos (Wang et al., 1996)



Los registros am bientales se ob tuvieron sé6lo al momento de iniciarse la cépula, por
tanto no se dispuso de una gran “variabilidad” de datos, lo que pue de cons pirar al
momento de intentar la discriminacidén con los métodos estadisticos.

La regresion logistica de las variables ambientales evaluadas y de la hora del dia como
variables independientes, muestra que el comportamiento de cortejo y copula es influido
significativamente s 6lo por la te mperatura (p = 0,023 ) ( Cuadro 4) , m ientras que el
horarioy 1 ave locidad de 1 vi ento not uvieron una i ncidencia s ignificativae nl a
ocurrencia de estas conductas (p=0,47; p=0,86 respectivamente). En este escenario, el
porcentaje de concordancia obtenido fue de un 73,8% (incluyendo todas las variables
evaluadas) (Apéndice I).

Cuadro 4. Resultados significativos de 1 a regresion | ogistica binaria ent re el
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Variables ambientales

comportamiento de cortejo y temperatura

Variable Variable P-value OR CcC
Dependiente Independiente
Cortejo y Copula Temperatura 0,023 0,75 73,8
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Temperatura ambiental

La temperatura resulta ser el factor relevante en el comportamiento de cortejo y copula.
Autores como B aker and C ardé (1979)y B ento et al., ( 1993) m encionanqu el a
temperatura a ctuaria i nduciendo 1 a oc urrencia de 1 ¢ omportamiento d e 1 lamado e n
algunas esp ecies. El c ortejo y ¢ 6pula di sminuye e n1a medida que 1at emperatura
aumenta por sobre el rango de temperatura para el llamado (15 - 25°C) (Ferrera, 2009)
(Figura 5). No se encontraron referencias respecto a las conductas de cortejo y copula y
su relacion con la temperatura parac erambycidae, s in e mbargo, e n Drosophila
melanogaster (Diptera: D rosophillidae) una di sminucion d e 1a t emperatura a mbiental
reduce significativamente el cortejo (Shreve et al., 2004)

Cercade 180 %de lascopulassedesarrollaenelrangode los19°a 23° C. de
temperatura (Figura 5). F uera de este rango la ocurrencia de arribos de machos con
fines sexuales disminuye, 1o que coincide con lo mencionado por Ferrera 2009, qui en
observo que el mayor porcentaje de 1lamados realizados por hembras de C. apicicornis
ocurren entre los 15 y 25° Celsius.

7

15

k] |

Temperatura (*C)

01 2 3 4 5 6 7 F % 1011 12 13 14 15 16 17 185 19 20 21 21 23 24 15 26 127 18 19

Hembra

Figura 5. Temperaturas en que se registraron las copulas en C. apicicornis
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Velocidad del viento

El viento no resulta ser un factor significativo en la ocurrencia del cortejo y ¢ 6pula
(P=0.86). S1i bien fuertes vientos dificultan el vuelo de aproximaciony a terrizaje de
machos en las cercanias de las hembras, pero no son un impedimento para lograr una
copula. E nla figura 6 s e puede observar que la velocidad del viento promedio en el
sitio de e studio dur ante e 1 ¢ ortejo/copulaesde 0,4 m/s.,locualnoesunf actor
determinante en la ocurrencia de las conductas de cortejo y copula. Sin embargo vientos
de mayor velocidad solo tienen un efecto en la dificultad para el aterrizaje del macho en
las cercanias de 1a hembra. No se encontraron referencias respecto a las conductas de
cortejo y copula y su relacion con la velocidad del viento para cerambycidae.

15
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Velocidad del viento (m/'s)
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0 1 X 3 4 5 6 7 8 9% 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 216 17 18 29

Hembra

Figura 6. V elocidad d el viendo registrada al momento d el arribo de machos de C.
apicicornis.
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Hora del dia

13:26

12:57 &

12:28 7

12:00 v

11:31
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[

11:02 g

133 |

10:04

936
1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 215 26 27 I8

Hembra

Figura 7. Horas del dia en que se registraron los inicios de las copulas en C. apicicornis.

Estudios anteriores demuestran que entre las 10:00 y las 14:00 horas se realiza la mayor
actividad de llamado por parte de la hembra y los respectivos arribos de los machos con
fines de c dpula ( Ferrera, 2009). En el presente e studio la hora en que ocurren e stas
conductas no resulta significativa (P=0.47). Observaciones durante el estudio sugieren
que las hembras, luego del ser cubiertas, no permiten una nueva monta, salvo en casos
donde s e produce un de sacople causado aparentemente por factores externos (fuertes
vientos, llegada de un segundo macho, entre otros).
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Atraccion de otras especies

Las he mbras de C. apicicornis, y pr esumiblemente l a f eromona s exual que e mite
durante ¢l llamado, resultaron ser atractivas para Hephaestion violaceipenis F. & G .,
otra especie de Cerambycidae perteneciente a la subfamilia Lepturinae. (Figura 8), que
al intentar el contacto fisico fue golpeado por las patas traseras de la hembra. Ello se
observé en dos o portunidades dur ante el estudio. Cabe sefia lar que e ste ante cedente
coincide con l o reportado por Kramer 1990, qui en de scribe 1a llegada de machos de
Platynocera viridis (F. & G.) (también un Lepturinae) a una hembra de C. macropus
Newman nacida e n ¢ autiverio y dispuesta en unajaula p arala co lecta de m achos
conespecificos.

Figura 8. Macho de Hephaestion violaceipennis arribando cerca de una hembra de C.
apicicornis durante el “llamado”.
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CONCLUSIONES

La conducta de cortejo y copula en C. apicicornis se caracteriza por pasos simples. El
contacto inicial entre machos y he mbras, previo a la copula, fue breve y s imple, y no
corresponde a un c ortejo elaborado. Sin embargo, se observaron conductas de rechazo
por parte de la hembra, lo que sugiere algiin mecanismo de reconocimiento especifico y
evaluacion del macho que se aproxima a el la. La secuencia present6 pasos simples:
aproximacion, m onta, a proximacion de ge nitalias, ¢ 0pula, desacople, guardia (en
algunos casos) y vuelo.

Las conducta de cortejo y copula en C. apicicornis se caracteriza por ser una secuencia
de primer orden, unidireccional, altamente estereotipada y no azaroza. Esta secuencia
deberia ser repetida por 1 os machos ante la exp osicion a una fuente de la feromona
sexual espe cifica, pe rmitiendo | a i ntoxicacion de 1 os i ndividuos al aproximarse y
contactar el insecticida incorporado en un cebo toxico especifico de la fuente, o en su
defecto, la captura del macho que contacta la trampa

Solo la t emperatura fue si gnificativa en la o currencia d el cortejo y Copula, quese
observo principalmente entre los 19 y 23 °C, mientras que la velocidad del viento (0 a 3
ms™) y la hora del dia (entre 10:00 y 14:00 h) no fueron significativas

La feromona sexual de C. apicicornis atrac a m achos de H. violaceipennis (también
perteneciente subfamilia L epturinae), lo que sugiere l1a posibilidad del uso de sefiales
quimicas similares entre géneros filogenéticamente cercanos.
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APENDICES

Apéndice I. Resultados regresion logistica binaria entre el comportamiento de cortejo y
copula v/s factores ambientales y hora del dia

Odds 95% CI
Predictor Coef StDev Z P Ratio Lower  Upper
Constant 3,019 6,044 0,50 0,617
Hora 7,45 10,38 0,72 0,473 1726,70 0,00 1,18E+12
Temperatura -0,2925 0,1284 -2,28 0,023 0,75 0,58 0,96
Viento 0,0994  0,5881 0,17 0,866 1,10
P-Value = 0,068

Cc 73,8
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