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Zx Jgnorantia Ad Saplentiam,
Fx Luce Ad Tenebras

-Howard Phillips Lovecraft

El conocimiento nos suele abrir nuevas perspectivas, nuevas intrigas. Responder preguntas conlleva la
formulacion de nuevas preguntas. Indudablemente, el conocimiento trae consigo el progreso, pero en
muchos casos trae también la duda, la incertidumbre de que todo aquello que pensamos que es fijo e
inmutable, en realidad, no lo es. Muchas veces es todo lo contrario. Pone de manifiesto que, pese a lo
mucho que creemos conocer, seguimos siendo ignorantes. Que, pese a que creemos conocer mucho de
nuestro universo, nos queda un abismo insondable de interrogantes por resolver (o, al menos, por
intentar resolver). Espero que mi tesis doctoral arroje un poco de luz en todo el desconocimiento que
aun nos queda y que ayude a iluminar un poco mas el mundo tan complejo y maravilloso que nos
rodea.
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RESUMEN EN CASTELLANO

Titulo: Distribucién y control de la especie invasora Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, plaga del
castafio, en Espafia: Comunidades asociadas de parasitoides nativos, y control biol6gico y evaluacién

de impacto de la introduccion en el medio natural de la especie foranea Torymus sinensis Kamijo.

Introduccién: La avispilla del castafio, Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, 1951 (Hymenoptera:
Cynipidae) es una especie plaga de los castafios por todo el mundo, actuando como una especie exética
invasora y generando pérdidas econdmicas severas. Esta especie causa que los arboles produzcan menos
frutos, que sus ramas se acorten y se deformen, ademas de un debilitamiento generalizado, mediante la
induccion de agallas en altas cantidades. Esta produccion de agallas en altas densidades es debido a que
D. kuriphilus no posee ninguna especie que regule sus poblaciones de forma directa, a diferencia de lo
gue ocurre con otras especies nativas de Cynipidae y la fauna parasitoide de la superfamilia Chalcidoidea
(Hymenoptera). Para regular las poblaciones de D. kuriphilus y evitar los dafios que produce, se ha
empleado como agente de control bioldgico a la especie Torymus sinensis Kamijo, 1982 (Hymenoptera:
Chalcidoidea: Torymidae), introduciéndolo en el medio natural en diferentes paises por todo el mundo.
La introduccién de T. sinensis como controlador bioldgico de D. kuriphilus ha demostrado ser eficaz
para disminuir las poblaciones de esta especie plaga, pero existe una serie de incognitas acerca de su
interacciéon y efecto negativo con especies nativas, tanto de cinipidos inductores de agallas, como
parasitoides. Entre estos efectos negativos se encuentra: a) ataque “no objetivo” a especies nativas de
Cynipidae, produciendo el descenso de sus poblaciones; b) competencia con especies de parasitoides
nativas que acabe produciendo su desplazamiento; y c) hibridacién con otras especies de Torymus
nativas. Por lo tanto, la liberacion de T. sinensis presenta una serie de incertidumbres asociadas a
problemas en conservacion de las especies en el medio natural. Ademas, D. kuriphilus ha generado
nuevas comunidades bioldgicas en los castafios, reclutando especies de parasitoides nativas presentes
en los robles. En Espafia, la presencia de D. kuriphilus y la liberacion de T. sinensis son recientes, y
existen diferentes déficits de conocimiento acerca de la interaccion de estas dos especies junto con las
especies nativas, lo que genera un marco de estudio a nivel biolégico de un problema ambiental con

fuertes implicaciones socioeconémicas.

Objetivos: La presente tesis doctoral busca generar conocimiento a diferentes niveles acerca del
trinomio “D. kuriphilus-T. sinensis-especies nativas”, siendo éstos, biogeografia, ecologia y filogenia.
Con este conocimiento generado se pretende ayudar a la comprension y a la gestion de esta plaga y su
control biol6gico, asi como indicar y prevenir los posibles dafios que pueden generar la introduccion de

especies foraneas en el medio natural.

Sintesis: A nivel biogeogréfico se ha establecido y detallado las distribuciones de D. kuriphilus y de T.

sinensis en Esparfia en el escenario mas actual, incluyendo actualizaciones de nuevas zonas
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colonizadas, asi como las zonas de méxima idoneidad para la especie plaga y los posibles escenarios a
futuro considerando la dispersion natural de la especie. Ademas, se ha estudiado las diferentes
introducciones naturales de T. sinensis a través de las fronteras con Francia y sus diferentes tasas de
parasitismo en diferentes areas ibéricas. A nivel ecoldgico se han estudiado las comunidades bioldgicas
gue se han establecido tras la llegada de D. kuriphilus a los castafios en Galicia y Andalucia (Malaga),
observando diferencias en sus composiciones y sus estructuras, asi como se ha formulado una hipotesis
acerca del rapido reclutamiento de especies relacionada con la teoria de “biogeografia de islas”. Se pone
en valor la existencia de una subcomunidad de especies nativas que poseen el mismo o muy parecido
rol que T. sinensis, entre ellas Torymus notatus (Walker, 1833). Ademas, se ha indicado un posible
efecto del clima sobre el tamafio de las agallas de D. kuriphilus, siendo méas grandes en zonas con mayor
temperatura, asi como un efecto parecido con el parasitismo (mayor parasitismo en zonas con mayor
temperatura). Junto con esto, se ha demostrado como el tamafio de las paredes de las agallas constituye
un impedimento y dificulta su parasitacion, indicando como sélo las especies que parasitan las agallas
en fases tempranas de crecimiento de éstas (como T. sinensis o T. notatus) son eficaces como control de
poblaciones de D. kuriphilus. A nivel filogenético, se ha estudiado la cercania genética entre especies
de Torymus nativas ademas de T. sinensis, indicandose que la especie autoctona T. notatus es una especie
muy cercana y potencialmente candidata a hibridar. Esto también se ha relacionado con la historia
natural de los Torymus, obteniendo que las especies con biologias generalistas surgen posteriormente a
las especies especialistas, asi como posteriormente a la radiacion de especies de los Cynipidae asociados
a Fagaceae. Por (ltimo, se ha indagado en los riesgos que supone la introduccion de T. sinensis en el
medio natural, obteniendo que la cercania filogenética entre T. sinensis y T. notatus no constituye a
priori un problema de hibridacion, pero que si existen evidencias en laboratorio y en campo de que T.
sinensis es capaz de atacar a las agallas de Cynipidae nativas, sobre todo a aquellas que comparten una

similitud morfoldgica con las agallas de D. kuriphilus.
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RESUMEN EN INGLES/ABSTRACT

Title: Distribution and control of the invasive species Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, a chestnut
pest, in Spain: Associated communities of native parasitoids, and biological control and impact
assessment of the introduction into the natural environment of the alien species Torymus sinensis

Kamijo.

Introduction: The Asian chestnut gall wasp, Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, 1951 (Hymenoptera:
Cynipidae) is a pest species of chestnut trees worldwide, acting as an invasive alien species and causing
severe economic losses. This species causes fruit loss to these trees, shortened and deformed branches,
as well as a generalised weakening, by inducing galls in high numbers. This galls production at high
densities is because D. kuriphilus has no species that directly regulates its populations, unlike other
native species of Cynipidae and parasitoid fauna of the superfamily Chalcidoidea (Hymenoptera). To
regulate D. kuriphilus populations and prevent damage, the species Torymus sinensis Kamijo, 1982
(Hymenoptera: Chalcidoidea: Torymidae) has been used as a biological control agent and has been
introduced into the wild in different countries around the world. The introduction of T. sinensis as a
biological control of D. kuriphilus has proven to be effective in reducing populations of this pest species,
but there are several unknowns about its interaction and negative effect on native species, both gall-
inducing cynipids and parasitoids. These negative effects include a) ‘non-target’ attack on native
Cynipidae species, leading to population declines; b) competition with native parasitoid species leading
to their displacement; and c) hybridization with other native Torymus species. Therefore, the release of
T. sinensis presents a few uncertainties associated with species conservation problems in the natural
environment. In addition, D. kuriphilus has generated new biological communities in chestnut trees,
recruiting native parasitoid species present in oak trees. In Spain, the presence of D. kuriphilus and the
release of T. sinensis are recent, and there are different knowledge deficits about the interaction of these
two species together with native species, which generates a framework of study at the biological level

of an environmental problem with strong socio-economic implications.

Aims: This PhD thesis seeks to generate knowledge at different levels about the D. kuriphilus-T.
sinensis-native species’ trinomial, namely biogeography, ecology, and phylogeny. The aim of this
knowledge is to help in the understanding and management of this pest and its biological control, as
well as to indicate and prevent the possible damage that may be caused by the introduction of foreign

species into the natural environment.

Synthesis: At the biogeographical level, the distributions of D. kuriphilus and T. sinensis in Spain in the
most current scenario have been established and detailed, including updates of new colonised areas, as
well as the areas of maximum suitability for this pest species and possible future scenarios considering

the natural dispersal of the species. In addition, the different natural introductions of T. sinensis
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across the French border and their different parasitism rates in different Iberian areas have been studied.
At the ecological level, the biological communities that have been established after the arrival of D.
kuriphilus to chestnut trees in Galicia and Andalusia (Malaga) have been studied, observing differences
in their compositions and structures, and a hypothesis has been formulated about the fast recruitment of
species related to the ‘island biogeography’ theory. The existence of a subcommunity of native species
with the same or very similar role to T. sinensis, including Torymus notatus (Walker, 1833), is
highlighted. In addition, a possible effect of climate on the size of the galls of D. kuriphilus has been
indicated, being larger in areas with higher temperature, as well as a similar effect with parasitism
(higher parasitism in areas with higher temperature). Together with this, it has been shown how the size
of the gall wall constitutes an impediment and hinders parasitism, indicating how only species that
parasitise galls in early stages of growth (such as T. sinensis or T. notatus) are effective in controlling
D. kuriphilus populations. At the phylogenetic level, genetic closeness has been studied between native
Torymus species as well as T. sinensis, indicating that the native species T. notatus is a very close species
and potentially a candidate for hybridization. This has also been related to the natural history of Torymus,
with species with generalist biologies arising later than specialist species, as well as later than the
radiation of species of the Cynipidae associated with Fagaceae. Finally, the risks posed by the
introduction of T. sinensis into the natural environment were investigated, obtaining that the
phylogenetic closeness between T. sinensis and T. notatus does not a priori constitute a hybridization
problem, but that there is evidence in the laboratory and in the field that T. sinensis can attack the galls
of native Cynipidae, especially those that share a morphological similarity with the galls of D.

kuriphilus.
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1. Introduccion general

El tema principal que aborda la presente tesis doctoral es la problematica de la avispilla del castafio,
Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, 1951 (Hymenoptera: Cynipidae) y su control biol6gico con Torymus
sinensis Kamijo 1982 (Hymenoptera: Chalcidoidea: Torymidae). La especie D. kuriphilus (Figura 1) es
invasora y plaga de castafios europeos, americanos y asiaticos (Castanea spp, Fagaceae) (YASUMATSU,
1951; EPPO, 2002; CABI, 2015; GIL-TAPETADO et al., 2018). Esta especie de cinipido induce agallas
(Figura 2), estructuras anormales, en diferentes especies de Castanea, entre ellas Castanea sativa Mill., el
castafio europeo o castafio dulce, distribuido por el Paleértico Occidental (LANG et al., 2007; ROCES-DiAz
et al., 2018a). Al producir altas cantidades de estas agallas en los castafios de las areas invadidas, la
produccion de castafias (fruto de este arbol con explotacion productiva) se ve comprometida, propiciando
pérdidas econdémicas a este sector (KATO & H1JI1 1997; UGOLINI et al. 2014; SARTOR et al. 2015; GEHRING
et al., 2018). En algunos casos, pueden existir pérdidas de hasta el 80% de la produccion de la castafia
(EFSA, 2010). También se generan otros dafios de caracter econdmico, como la torsion de las ramas,
afectando a la produccion de madera (GEHRING et al., 2018) y dafios de caracter bioldgico, como la que
afecta a la arquitectura del arbol, produciendo aclaramientos en la copa del &rbol o la produccion de troncos
y ramas secundarias sobre el tronco principal del castafio (GEHRING et al., 2018). La copa de los castafios
suele ser una masa tupida de hojas que genera una gran cantidad de sombra en el suelo, y esta disminucion
en la densidad de la copa o aclaramiento de ésta también podria producir dafios secundarios en el suelo al

alterar sus condiciones normales.

La especie D. kuriphilus es autctona del centro y este de China (YASUMATSU, 1951). En el medio
natural, D. kuriphilus induce la formacion de agallas sobre la mayoria de las especies del género Castanea.
En su area de distribucién nativa induce agallas en las especies Castanea mollissima Blume, Castanea
henryi (Skan) Rehder & E. H. Wilson y Castanea seguinii Dode; mientras que, en los territorios invadidos,
D. kuriphilus induce en Castanea crenata Siebold & Zucc. en Japdn, en Castanea dentata (Marsh.) Borkh.
(pero no en Castanea pumila (L.) Mill.) en Norteamérica y en C. sativa en Europa, asi como en la mayoria
de los hibridos entre éste y C. mollissima y C. crenata (EPPO, 2002; CABI, 2015). Cabe destacar que la
mayoria de los castafios no asiaticos (como C. sativa en el Paleartico Occidental) no tenian asociadas
especies gallicolas o ceciddgenas hasta la invasion de D. kuriphilus (NIEVES-ALDREY, 2001; ASKEW et al.,
2013).
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Figura 2. Fotografias de agallas de Dryocosmus kuriphilus sobre Castanea sativa (A). Agallas en hoja (B). Agallas

de brotes (C). Agallas secas en hoja (D). Autores de las fotografias: Maria José Callejo (A), Marian Alvarez (B'y C)

. y Salvador Cardero (D). Fotografias alojadas en Biodiversidad Virtual (www.biodiversidadvirtual.org).
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La especie D. kuriphilus se reproduce por partenogenética telitoca (YASUMATSU, 1951; JIN et al.,
1995), i.e. que solo posee individuos reproductores hembra, que tienen descendencia directa semiclonica,
sin intermediacion de machos ni recombinacién genética con otro individuo. Este hecho condiciona que
sea una especies con una variabilidad genética muy baja o nula (BONAL et al., 2018). La sola presencia de
una generacién partenogenética en esta especie causa que las hembras puedan estar gravidas directamente,
sin intermediacién de cépula con un macho, lo que facilita la reproduccién de la especie, favoreciendo el
aumento de sus poblaciones, sus densidades y el grado de asentamiento en las zonas invadidas. Junto con
esto, una sola hembra puede llegar a poner centenares de huevos (TOKUHISA, 1981; KATO & Huii, 2001).
Esto conlleva que la presencia de un Gnico individuo puede iniciar un nuevo foco de infeccidn en un éarea

no colonizada.

A este hecho se le une una relativa alta capacidad dispersiva: pese a su pequefio tamafio, D.
kuriphilus puede dispersarse varios kilémetros al afio. Por ejemplo, en Italia, D. kuriphilus se ha dispersado
entre 1y 11 km/afio (6.6 km/afio de media, GILIOLI et al., 2013). En el trabajo de GIL-TAPETADO et al.,
(20214, incluido en los anexos de esta tesis), centrado en Galicia, se menciona que esta especie se puede
dispersar de media 9 km/afio, por lo que en relativamente pocos afios, puede llegar a invadir los castafios
de un territorio por completo. En dicho trabajo (incluido en esta tesis como anexo) se desarrolla
reconstruccion de la invasién de D. kuriphilus en Galicia, mostrando que, a dia de hoy, ha invadido

practicamente todos los castafios en apenas 6 afios.

La conjuncidén de que D. kuriphilus solo presente hembras partenogenéticas (un dnico individuo
puede desencadenar un nuevo foco, i. e: alta capacidad reproductiva) y su gran capacidad dispersiva, unido
a que la especie pasa la mayor parte de su ciclo vital en el interior de sus agallas, complican mucho las

labores de control de esta plaga del castafio, especificamente:

1) Control fisico. La poda, quema y eliminacién de las agallas Unicamente es efectiva en los
primeros estadios de la invasion, cuando es viable por la existencia de pocos ejemplares/agallas que
controlar. Sin embargo, en estadios avanzados, existe tal cantidad de agallas en los castafios infestados que
el esfuerzo y medios para llevar a cabo este tipo de control es muy costoso. Ademas, se desaconseja el
control fisico y la eliminacién y quema de las agallas durante los meses de otofio-invierno al contener fauna

parasitoide que puede ayudar con su control biol6gico (ver mas adelante).

2) Control quimico. Este tipo de control se ha mostrado ineficaz: la fumigacion Gnicamente serviria
durante los meses de emergencia de los individuos de D. kuriphilus de sus agallas, pero causaria dafios
secundarios en la entomofauna nativa. Ademas, el control sistémico en el interior de la planta, pese a que
podria tener efecto, muy seguramente comprometeria la calidad y disponibilidad de las castafias, que son

usadas para consumo humano (GERMINARA et al., 2011; GiBBs et al., 2011).
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3) Ingenieria genética, machos estériles e incompatibles. Esta técnica novedosa en el control de
poblaciones de especies se ha demostrado efectiva en mosquitos (BENEDICT & ROBINSON, 2003) y cada
vez es mas prometedora en el &mbito del control de poblaciones animales, sobre todo de insectos. Sin
embargo, esta técnica no se puede aplicar a D. kuriphilus, porque esta especie Unicamente presenta hembras

partenogenéticas.

4) Variedades resistentes. Esta técnica de control consiste en el uso variedades concretas de
castafios que son resistentes a la produccion de agallas por D. kuriphilus. En estas variedades, la respuesta
de induccion del cinipido no funciona, sino que el arbol interpreta esta presencia como un ataque externo,
encapsulando, dejando inviables y matando los huevos de D. kuriphilus en su interior. Este hecho era
conocido ya en un hibrido euro-japonés C. sativa x C. crenata cultivado en el sur de Francia, llamado
Bouche de Bétizac (DiNI et al., 2012). Sin embargo, sus castafias no tienen la misma calidad alimentaria ni
estan tan valoradas como otras de otros cultivares, por lo que su uso como alternativa esta cuestionado.
Existen lineas de investigacién actuales acerca de este tipo de control pasivo de D. kuriphilus, sin embargo
presentan tres principales inconvenientes: a) es inviable a corto y a medio plazo, ya que, si se reemplazan
los castafios infestados por los resistentes, éstos tardarian en crecer y en poder llegar a ser productivos,
existiendo pérdidas econdmicas durante el proceso; b) la variedad resistente podria tener otros problemas,
como una ausencia de adaptacion al medio en el que se quiere cultivar, o bien que las propiedades de sus
castafias o su madera no sean igual de buenas que las variedades autéctonas; y c) el reemplazo de las
variedades autoctonas por otras variedades resistentes eliminaria el acervo genético de los castafios de cada
region a favor de unas pocas lineas genéticas seleccionadas contra un problema especifico y destinada a
produccion, lo que desembocaria en problemas de conservacion. Ademas, esto mismo sigue siendo una
visién cortoplacista, ya que es posible que puedan surgir en el futuro otras plagas o enfermedades a los que
las variedades locales si que sean resistentes y las resistentes a D. kuriphilus no. Existe por tanto, un dilema
en la toma de decisiones que se basa en la dicotomia produccion agricola vs. conservacion, que aparecera

reflejada a lo largo de esta tesis doctoral en los trabajos que aparecen en ella.

5) Control bioldgico. Existen dos variantes principales de control bioldgico, el infectivo con
microorganismos entomopatdgenos (ZABALOU et al., 2004; ROH et al., 2007; BOURTzIS, 2008; BRAVO et
al., 2011) y el basado en los enemigos naturales (HUFFAKER et al., 1971; DEBACH & ROSEN, 1991). El
control infectivo no ha sido explorado actualmente con D. kuriphilus, no existiendo experimentos
relevantes con Bacillus thuringiensis Berliner, 1915, aunque si con Wolbachia (LUQUAN & YANPING,
2007). Sin embargo, los experimentos con Wolbachia Hertig, 1936 no han sido efectivos, ya que esta
bacteria no parece tener relacion con la partenogénesis de la especie (ZHU et al., 2007), a diferencia de lo

gue ocurre con otras especies de insectos (ITURBE-ORMAETXE et al., 2011; NikoLouLI et al., 2018).

Respecto al control bioldgico de D. kuriphilus mediante enemigo natural, si que existe una

alternativa viable y en uso actualmente para paliar las plagas de esta especie invasora:
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el parasitoide T. sinensis (Hymenoptera, Chalcidoidea, Torymidae). Este torimido procedente también de
China esté siendo utilizado en multiples paises del mundo en programas de control bioldgico contra D.
kuriphilus (MORIYA et al., 1989; QUACCHIA et al., 2008; BOROWIEC et al., 2014; MATOSEVIC et al., 2015;
CARDOSO et al., 2021) asi como en Esparfia (NIEVES-ALDREY et al., 2019). Sin embargo, estos programas
de control con una especie foranea conllevan habitualmente cierta problematica respecto a la conservacion
de las especies nativas, ya que, al fin y al cabo, se esta introduciendo una nueva especie exatica en el medio
natural (GIBBs et al., 2011). Estos problemas son: 1) asociacion tréfica del parasitoide foraneo T. sinensis
con especies de Cynipidae nativas que no son hospedador objetivo; 2) posible hibridacion de T. sinensis
con especies de Torymus nativas; y 3) competencia interespecifica de T. sinensis con especies de
parasitoides nativas. Si bien, el capitulo final de esta tesis doctoral aborda los dos primeros puntos, ha hecho
falta mucho trabajo previo para obtener los conocimientos suficientes y una perspectiva idonea para tratar
de responder estos dilemas con un grado de incertidumbre relativo.

Tras este resumen introductorio del marco de la relacién tritr6fica castafio-D. kuriphilus-T. sinensis
y de la problematica que aborda esta tesis doctoral, en los siguientes apartados de la introduccién se
detallaran los aspectos mas importantes para poder entender en profundidad toda esta problematica y el

consiguiente trabajo realizado en los articulos cientificos.

2. El castafno

El género Castanea tiene una distribucion holértica y posee 7 especies (CAMUS, 1929; JOHNSON, 1988;
LANG et al., 2007), clasificadas en tres secciones diferentes: C. sativa, C. crenata, C. dentata, C. seguinii,
C. mollissima, pertenecientes a la seccion Eucastanon y que conforman un linaje Paleartico; C. pumila, que
incluye la que a veces es considerada como especie, subespecie ozarkensis Ashe, perteneciente a la seccion
Balanocastanon y que conforma un linaje Neartico; y C. henryi, considerado del linaje Hypocastanon y
distribuido en el sureste de China (JOHNSON, 1988; DANE et al., 2003). Sin embargo, estas secciones son
parafiléticas (MELLANO et al., 2012; Figura 3). Si que existirian, de todas maneras, linajes naturales ligados
inclusive a su distribucién geografica, perteneciendo C. crenata a un linaje del archipiélago japonés; C.
seguinii, C. mollissima y C. henryi a un linaje del este de Eurasia; y C. sativa, C. crenata 'y C. pumila a un

linaje europeo y norteamericano (LANG et al., 2007; MELLANO et al., 2012).
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Quercus
C. dentata ]
m — Norteamérica [— Neartico
C. pumila i
C. sativa — Europa i
C. mollissima .
C. seguinii __ Asia — Paleartico/Oriental
C. henryi
C.crenata — Japon _

Figura 3. Filogenia de género Castanea. En rojo se indica C. sativa, el castafio europeo. Se incluye la distribucion

por é&reas geogréficas y por region biogeografica. Modificado de LANG et al., 2007.

Figura 4. Mapa de distribucién mundial de las especies de Castanea (en diferentes tonos de verde). Las flechas azules
marcan la dispersion del género por el mundo: desde un centro de origen en los bosques del Paleartico Oriental y la

region Oriental hacia el Paleartico Occidental y de esta regién al Neartico. Modificado de LANG et al., 2007.
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Considerando que el género Castanea tiene su centro de origen en el este de Eurasia, concretamente
en China (LANG et al., 2007; MELLANO et al., 2012), este género se ha distribuido por el Holartico hacia
el Paleartico Occidental y de esta area hacia el Neéartico (LANG et al., 2007; Figura 4). Esto indicaria, por
ejemplo, que el linaje europeo-norteamericano y el linaje japonés son los mas alejados filogenéticamente,
0 que, también, por ejemplo, que una especie americana como C. pumila puede ser muy diferente a una
especie asiatica como C. mollissima. Estos ejemplos pueden ilustrar las razones por las que, tanto C. pumila
como el hibrido entre C. sativa x C. crenata (hibrido con poca afinidad filogenética), pueden ser resistentes
a D. kuriphilus, que ha coexistido en su historia natural con el linaje del este de Eurasia. Por otra parte,
entendiendo la filogenia y la historia dispersiva de Castanea por el Holartico, no es de extrafiar que D.
kuriphilus pueda ser capaz de generar agallas e infestar a C. sativa, pese a que sus historias evolutivas han
sido a priori independientes por sus distribuciones disyuntas.

El castafio europeo (Figura 5) esta distribuido en la peninsula ibérica por las regiones occidentales
y atlanticas (predominantemente en Galicia, Asturias, Cantabria, Pais Vasco, Navarra y provincias de Le6n
-El Bierzo- y Zamora), asi como en enclaves de Catalufia, Sistema Central y Andalucia (Figura 6), desde
practicamente el nivel del mar pudiendo llegar hasta los 1.500 metros de altitud en Sierra Nevada, ocupando
en total unas 111.000 hectareas (Galicia 70.000 ha; Castilla y Ledn 29.000 ha y Andalucia 9.000 ha)
(BEccARO et al., 2019). Vive en areas con climas humedos, con precipitaciones generalmente superiores a
600 mm, sobre sustratos siliceos, o calcareos bien lavados, y bien aireados (RuBlo, 2009). La mayoria de
los castafiares ibéricos actuales son formaciones procedentes de cultivo, que suelen ocupar el espacio
correspondiente a especies de Quercus marcescentes y caducos, de hayas y bosques mixtos de frondosas
en el noroeste de la peninsula. Los castafiares maduros crean un ambiente frondoso y sombrio, parecido al
de los hayedos. En el interior de los castafiares, llama la atencion la acumulacién de materia organica
formada por la hojarasca que cubre el suelo, fundamentalmente debida a la caida de la hoja, amento y fruto
del otofio anterior. La flora es comun a la de las formaciones forestales sobre las que se implantan, con
especies atlanticas en los soutos (castafiares tradicionales) de Galicia y de la cornisa cantabrica, o con otras
de caracter mucho mas mediterraneo, en los castafiares catalanes, extremefios, castellanos o andaluces
(Ruslo, 2009).

La procedencia del castafio en la peninsula ibérica ha sido discutida desde hace afios, asigndndose
esta planta como especie cultivada, naturalizada e importada por el Imperio Romano durante los siglos 111
y V para su consumo (ZOHARY & HOPF, 1988). Sin embargo, recientes estudios genéticos de polen fosil de
castafio indican que ya existian poblaciones nativas de C. sativa en el norte y centro de la peninsula ibérica
antes de la llegada de los romanos, datadas del Neolitico (ROCES-DIAZ et al., 2018a, Figura 7). Segun el
trabajo de ROCES-DiAz et al. (2018a), las poblaciones del noreste (Catalufia) y sur peninsular si que son
cultivadas y naturalizadas, pero por las zonas del norte y centro, C. sativa es un arbol autdctono de la

peninsula ibérica.
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Castanea sativa tiene una gran importancia econémica, cultural y natural en Europa (CONEDERA
et al., 2004) y también en Espafia, y por ello esta registrada en la Directiva Habitats 92/43/CEE 9260 como
“Bosques de Castanea sativa” (RUBIO, 2009), definiendo que, aludiendo a la normativa de la Union
Europea, “en ella quedan probablemente incluidos todos castafiares [sic] presentes en Espafa, desde los
pies productores de fruto o los recientemente cortados a hecho, con los mayores rasgos de artificialidad,
hasta aquellos que muestran las mejores estructuras forestales propias de bosques maduros.” Aparte de
albergar una gran cantidad de fauna (por ejemplo, en el interior de los troncos de arboles viejos y ahuecados
establecen sus nidos distintas especies de Strigiformes) y crear un microhabitat por su sombra en el interior
de los castafares, éstos se han utilizado tradicionalmente para la produccion de madera y de fruto en soutos
0 en cultivos de explotacion (DiAz-VARELA et al., 2018; ROCES-DiAz et al., 2018b). También tienen otros
usos adicionales, como la produccion de miel de castafio (tipica del Valle del Genal, Méalaga). Desde el
punto de vista de la conservacion del patrimonio, son de gran importancia al existir ejemplares
monumentales (MONUMENTALTREES, 2021) (e. g: Figura 5A). Existe toda una castafiicultura asociada con
C. sativa en muchas partes del territorio espafiol, como, por ejemplo, la fiesta del Magosto en la primera
quincena de noviembre (relacionada también con otras festividades de culturas celtas como Halloween),
directamente relacionada con la recogida de la castafia. En muchas zonas desfavorecidas de Espafia, como
puede ser el Valle del Genal o en la Sierra del Courel (o Caurel), el castafio supone més que una sola fuente
de ingresos, sino que supone una culturay un modo de vida relacionado con este arbol y su aprovechamiento
en alimentacion y maderero (BLANCO et al., 1999; PARDO-DE-SANTAYANA et al., 2007; ROCES-DIAZ et

al., 2018b). Es en estas zonas donde la influencia de D. kuriphilus como plaga en los castafios tiene una

altisima repercusion local a nivel socioeconémico.

Figura 5. Fotografias de Castanea sativa. Castafio monumental Santo de Istan (A). Castafias y erizo (B). Amentos y
hojas (C). Hojas y erizos en formacién (D). Autores de las fotografias: Antonio J. Marquez (A), Gabriel Saiz (B),
Marcelino Fernandez (C) y Marian Alvarez (D). Fotografias alojadas en Biodiversidad Virtual

(www.biodiversidadvirtual.org).
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Figura 6. Distribucion de C. sativa en la peninsula ibérica y sur de Francia (areas de color verde).
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Figura 7. Distribucion de C. sativa en Europa, indicando las areas de rango nativo (verde) y las areas donde se han
introducido y naturalizado desde el Neolitico (naranja). Cabe destacar las areas ibéricas de Galicia, norte de la

peninsula y Sistema Central donde C. sativa es una especie nativa de este territorio. Modificado de

CAauDULLO et al., 2017.
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Esparfia es el octavo pais en produccion de castafia de todo el mundo (MEIER, 2019) (Figura 8).
China es el primer productor indiscutible de este fruto, ocupando casi un 90% de la produccion, aunque su
castafa es procedente de los castafios asiaticos (C. mollissima, C. seguinii y C. henryi) y no es la “castafia
dulce” tipica de C. sativa, el castafio europeo. Considerando sélo la produccion de castafia dulce, Esparfia
es el quinto pais del mundo y cuarto pais europeo con mayor produccion de este fruto con 15.623
toneladas/afio (MEIER, 2019).

China 1.939.719
Turquia 62.904
Corea del Sur 52.764
Italia 52.356
Grecia 36.000
Portugal 29.875
Japon 18.700
Espafia 15.623
Corea del Norte 12.540
Francia 8.400
89% 3% 3% 2% 1% 2%

China Turquia CoreaSur MItalia M Grecia MOtros

Figura 8. Relacion de la produccion mundial de castafias (fruto del género Castanea). Se incluyen los porcentajes y

el nimero de toneladas anuales de castafias de los principales paises productores. Basado en MEIER, 2019

Un valor afiadido a los castariares espafioles es la cantidad de variedades y cultivares diferentes que
existen, muchos de ellos especialmente valorados por su castafia (BECCARO et al., 2019). Por ejemplo, s6lo
en Galicia existen alrededor de 45 variedades diferentes de castafos, de las cuales 16 estan caracterizadas
genéticamente y se consideran castafias de buena calidad para el consumo humano, siendo las més

importantes Parede y Longal (BECCARO et al., 2019).

Otro aspecto a destacar es la gran diversidad de hibridos e injertos que existen entre las diferentes

especies de Castanea, debido a la mejora de los castafios para la produccion (PEREIRA-LORENZO et al.,

2012, 2016). Por ejemplo, en el caso de los montes gallegos, muchos castafios de produccion son injertos

~ de pies de planta de C. crenata (castafio japonés) con ramas de C. sativa para aumentar su

resistencia frente a enfermedades. Esta practica se remonta en Galicia a la década de 1980.
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Que existan tantas y distintas variedades, hibridos y también haplotipos y lineas genéticas, cominmente
denominadas “clones”, de “C. sativa”, produce que exista todo un abanico de resistencias y
susceptibilidades a la induccion de agallas de D. kuriphilus y también a patdgenos vegetales, y que cada
arbol pueda tener unas enfermedades u otras. Esta variabilidad frente a las enfermedades y plagas, junto
con la calidad de las castafias demandada y su consiguiente seleccion, y la conservacion de los acervos
genéticos y patrimonios locales (produccidn vs. conservacion) constituyen un reto para el futuro en el

ambito del cultivo y gestion de los castafios.

El castafio europeo tiene varias enfermedades asociadas, entre ellas, las més destacadas son la tinta
y el chancro. La tinta, producida por el oomiceto Phytophthora cinnamomi Rands, genera un
ennegrecimiento y posterior pudricion de las raices absorbentes, confiriendo una coloracion negro-azulada
a las zonas infectadas. Este oomiceto patdgeno invade progresivamente el sistema radicular del castafio
hasta que alcanza el cuello de la planta, produciendo finalmente la muerte del arbol (ALVAREZ-ALVAREZ
etal., 2000). El chancro del castafio esta causado por el hongo ascomiceto Cryphonectria parasitica (Murr.)
Barr., produciendo “heridas” o chancros sobre el tronco, ramas o renuevos, los cuales provocan un
anillamiento que impide la circulacion de la savia, dando como resultado la muerte de brotes o ramas por
encima de la lesion (ALVAREZ-ALVAREZ et al., 2000). Este hongo no puede invadir tejidos corticales sanos
por si sélo, pero puede penetrar en el interior del castafio a través de heridas de distinta naturaleza (poda,
grietas, cicatrices, etc, como las que pueden propiciar las agallas de D. kuriphilus). Existen también otras
enfermedades asociadas al castafio como la gnomoniosis, producida por Gnomoniopsis castanea Tamietti.,
un hongo que pudre las castafias (VISENTIN et al., 2012); y la antracnosis, producida por otro hongo,
Mycosphaerella maculiformis (Persoon) Schroet, que provoca el amarillamiento de las hojas (ALVAREZ-
ALVAREZ et al., 2000). A estas enfermedades de C. sativa, se le une en la actualidad la plaga de D.
kuriphilus, que, ademas del dafio y debilitamiento que efectda en el castafio, puede facilitar la infeccion de
los organismos anteriores, al producirse las agallas y crear en su interior un microclima mas himedo y con

oscuridad, facilitando la proliferacion de estos microorganismos (SEDDAUI et al., 2017).

3. Inductores de agallas y familia Cynipidae

Las agallas o cecidias sensu lato, pueden ser definidas como la interaccidn entre un organismo y una planta,
gue produce una respuesta en la formacion de tejidos vegetales o tumores de ésta Gltima. Existen diferentes
organismos que las causan, entre otros, hongos, bacterias, nematodos o artrépodos, y al haberse originado
en distintos grupos de forma convergente, las agallas sensu lato son estructuras analogas (no

homologas) que tienen diferentes funciones y significados evolutivos. También cabe destacar
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que la induccién de la agalla forma parte del ciclo de vida del organismo, siendo un proceso obligado y no
facultativo en el desarrollo del organismo gallicola o cecidégeno. Podemos clasificar como fitocecidias a
todas las agallas producidas por virus, bacterias y hongos, y como zoocecidias a aquellas agallas inducidas
por rotiferos, nematodos y artrépodos (NIEVES-ALDREY, 1998). Dentro de las zoocecidias, se pueden
definir como entomocecidias, a aquellas agallas inducidas por artrépodos, concretamente por quelicerados
y por insectos. Al ser estas entomocecidias, las agallas méas diversas, las mas facilmente observables y las
gue mas se han estudiado a lo largo de la historia (desde Marcello Malpighi, en el siglo XVII), se pueden

denominar agallas sensu stricto.

Las entomocecidias 0 agallas s.s. (a partir de ahora, simplemente agallas) se definen como
estructuras vegetales que poseen las plantas y que resultan de la modificacion de un érgano normal de éstas
(como una hoja, un fruto, una rama, etc.) inducidas por una especie de artrépodo, para su proteccion,
alimentacion y alojamiento en su estadio larval y pupal (o ninfal), siendo ademas un fenotipo extendido y
parte obligatoria del ciclo vital de ésta (ROHFRITSCH & SHORTHOUSE, 1992; NIEVES-ALDREY, 2001).
Considerando esta definicion, lejos queda ya la antigua definicién de que las agallas son estructuras de
defensa de las plantas frente a un patégeno. Las plantas poseen la capacidad de aislar a modo de granuloma
0 quiste a un patégeno para defenderse de éste, pero las agallas son diferentes: poseen tejidos alimenticios
ricos en nutrientes (con un endospermo con mas calidad nutricional que el de los propios frutos) y unas
estructuras y morfologias Gnicas (casi siempre) especificas de una especie inductora concreta. Es decir, la
planta no se defiende del artrépodo, sino que el artrépodo, el fitéfago especializado gallicola, es capaz de
“engafar” a la planta para que genere una estructura concreta para su beneficio propio (NIEVES-ALDREY,
2001). Estos mecanismos, que podrian ser desde la induccion mediante la inoculacién de ADN/ARN,
hormonas vegetales analogas/homélogas, manipulacion de genes hasta el uso de enzimas, son poco
conocidos, aungue recientemente se ha empezado a indagar en este proceso (HEARN et al., 2019).
Considerando todo esto, se puede definir la induccion de las agallas como un “biohackeo” de las plantas
por los fitéfagos especializados gallicolas artropodos (MADERSPACHER, 2021). En apoyo de esta tesis se

presentan varios argumentos (NIEVES-ALDREY, 1998; STONE et al., 2002):

1) Obtencién de mejoras nutricionales. Dentro de las agallas se encuentran altas cantidades de
compuestos nutritivos, tejidos homaélogos al endospermo de las semillas de la planta, lo que aumenta las
disponibilidades de alimento para el fitofago gallicola especializado. Por otro lado, la diferenciacion normal
de los tejidos de la planta se modifica a consecuencia de la induccion de la agalla. A la vez que se
incrementan los nutrientes, se reducen las defensas quimicas, en particular disminuyen los componentes
fendlicos de la capa de tejido nutritivo. En definitiva, la agalla se convierte en un refugio endofitico a la par

gue en una rica fuente de alimento.

2) Ventajas a nivel de microhabitat. La agalla proporciona una proteccién y un aislamiento fisico

frente a la meteorologia exterior. Por ejemplo, frente a temperaturas bajas que producen heladas
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en el medio externo, las agallas son una barrera que aisla a la larva del insecto de esas condiciones hostiles,
gue, de otra manera, no podria sobrevivir a la intemperie. También, las agallas proporcionan una resistencia
frente a los repentinos cambios de temperatura y humedad del medio (estrés higrotermal) y en la proteccion
gue ofrece a la larva del contacto fisico con los elementos atmosféricos: lluvia, hielo, nieve y radiacion
solar. Otro factor importante referido a las ventajas que proporcionan las agallas a nivel de microhabitat es
el de las relaciones de intercambio de agua del gallicola con el medio, que puede ser un efecto limitante en
la dieta de estos fitofagos especializados. Para evitar este problema, muchos fitéfagos endofiticos viven en
minas o enrollamientos de hojas, que suponen refugios que aumentan el aislamiento con el exterior y el

contenido de humedad del microambiente, reduciendo las pérdidas de agua del organismo.

3) Mejoras de proteccién ante parasitoides y patdgenos. Las agallas son una estructura defensiva
frente a sus enemigos naturales, y muy particularmente, frente a los parasitoides. Las morfologias complejas
en las agallas, consideradas dentro de un contexto ecoldgico, probablemente tienen poca relacion con la
funcidén nutritiva de las agallas, y, menos adn, con la capacidad defensiva de las plantas frente a estos
fitéfagos. La funcion nutricional se encuentra localizada exclusivamente en la capa de tejido mas interna
gue rodea la larva, que representa generalmente una parte muy pequefia del volumen total de la agalla y la
agalla es una respuesta especifica de la planta inducida por una especie gallicola concreta. La importancia
de lamorfologia de la agalla y la diversidad de los tipos de agallas en cualquier comunidad se puede explicar
como un resultado de las fuerzas de presién selectiva ejercidas por el atague de los parasitoides. A su vez,
el parasitoide tiene la presion evolutiva de que su hospedador pueda “huir” de su ataque, al tener defensas
muy eficaces contra éstos. Mecanismos como la hipdtesis de “la Reina Roja” (VAN VALEN, 1973), una
carrera de armamentos (la defensa de la agalla vs. mecanismos asociados a la oviposicién de los
parasitoides), pueden explicar las morfologias tan complejas y hasta cierto modo “extravagantes” que
exhiben, por ejemplo, las agallas de Cynipidae y sus parasitoides (Figura 9). Esto también esté relacionado
con la hipdtesis de “espacio libre de enemigos” (JEFFRIES & LAWTON, 1984), que se define como las formas
de vida que reducen o eliminan la vulnerabilidad de una especie frente a una 0 mas especies de enemigos
naturales. Muchos aspectos de los nichos de las especies en el tiempo evolutivo han sido aparentemente
moldeados por las interacciones con los enemigos naturales para poder llegar a un “espacio libre de

enemigos”.
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Figura 9. Ejemplo de carrera de armamentos entre gallicolas y parasitoides. lIzquierda: Fotografia de agalla de la
generacion sexual de Biorhiza pallida (Olivier, 1791) y de hembras de su parasitoide Torymus affinis (Fonscolombe,
1832). La especie T. affinis es un parasitoide especialista de B. pallida. N6tese el tamafio de la agalla de B. pallida en
comparacion con el tamafio de T. affinis y la proporcion del ovipositor de T. affinis con su propio tamafio. Autora de

la fotografia: Mar Mayoral. Derecha: Espécimen hembra de T. affinis. Autor de la fotografia José Luis Nieves Aldrey.

Las agallas presentan distintas vias encaminadas a incrementar su dureza y su diametro, cualidades
ambas que muestran ser defensas efectivas. EI aumento de dureza dificulta la oviposicion de los
parasitoides, mientras que la existencia de tejidos parenquimatosos esponjosos muy desarrollados ubicados
en la parte central de la agalla incrementa considerablemente su didmetro. Estos mecanismos de defensa
evitan el ataque por parte de algunas especies, pero otras se han adaptado alargando en el mismo grado sus
ovipositores (e. g. Figura 9). Existen otras estrategias de defensa en las agallas, como sustancias pegajosas
en su superficie, estructuras filamentosas, camaras larvarias falsas, prolongaciones y espinas, entre otras,
con el cometido de dificultar las oviposiciones de los parasitoides (STONE et al., 2002). Ademas, algunas
especies gallicolas suelen presentar sus agallas en agrupaciones o cllsteres, maximizando la supervivencia
de una parte de la descendencia, sacrificando otra parte de la agrupacion, que sera atacada por los

parasitoides.

A pesar de todas estas estrategias y mecanismos defensivos de las agallas, en el caso de los
cinipidos, pueden presentar altos porcentajes de parasitismo, en parte debido a que no proporcionan
proteccion adecuada durante sus primeros estadios de desarrollo, cuando son mas vulnerables. Existe una
ventana de vulnerabilidad en el primer estadio de desarrollo de las agallas, cuando éstas son mas

blandas, con menor didmetro y sin las estructuras de defensa formadas. En este momento, son
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exitosos los ataques por parte de parasitoides especialistas, con ciclos vitales sincronizados con los del

gallicola.

Otro factor importante es la proteccion que presenta la agalla frente a hongos y otros patégenos. En
agallas de Cynipidae se ha sefialado el hecho de que la capa de tejido que se encuentra entre la epidermis y
la agalla interna muestra altas concentraciones de taninos. Estos taninos sirven como inhibidores del
crecimiento fangico y microbiano, evitando la proliferacion de estos organismos en las condiciones ideales
de crecimiento que encontrarian, de otro modo, en el interior himedo, oscuro y nutritivo de la cavidad

larval de la agalla, afectando la viabilidad de las larvas que se desarrollan en el interior.

Al igual que se ha comentado con las agallas s. I., no existe un antepasado comin que genere
entomocecidias dentro de los artropodos, sino que esta biologia ha aparecido de forma convergente en el
arbol filogenético de este grupo (Figura 10). Las agallas aparecen en siete grandes grupos de artropodos:
Acari (Trombidiformes: Eriophyidae), Thysanoptera (Phlaeothripidae), Hemiptera (Heteroptera: Tingidae;
Auchenorrhyncha: Cercopidae y Cicadellidae; Sternorrhyncha: Aphididae, Phylloxeroidea (Adelgidae y
Phylloxeridae) y Coccoidea (Coccidae, Kermidae, Asterolecaniidae, Diaspididae y Eriococcidae)),
Hymenoptera (Tenthredinidae, Agaonidae, Eurytomidae, Pteromalidae, Cynipidae), Coleoptera
(Curculionoidea: Apionidae), Lepidoptera (Gelechidae y Tortricidae) y Diptera: (Cecidomyiidae,
Tephritidae y Chloropidae). Dentro de los artropodos inductores de agallas, destaca la familia Cynipidae,
por ser el grupo que presenta agallas de mayor complejidad morfoldgica y ser uno de los mejor estudiados
(NIEVES-ALDREY, 1998, 2001).

La familia Cynipidae se encuentra dentro de la superfamilia Cynipoidea, relacionada
filogenéticamente con los Platygastroidea y situada en el grupo parafilético de los “Parasitica” (grupo
Apocrita no Aculeata) (Figura 11). A su vez, la superfamilia Cynipodea contiene cinco familias:
Liopteridae, Austrocynipidae, Ibaliidae, Figitidae y Cynipidae. Se conocen mas de 1400 especies de
cinipidos en todo el mundo, distribuidas fundamentalmente en las regiones templadas del hemisferio norte,
de las cuales estan descritas 278 especies en el Paleartico Occidental y, de las cuales, 140 especies estan
presentes en la peninsula ibérica (NIEVES-ALDREY, 1998, 2001), representando un 10% del total (y un 50%
de todas las especies del Paleartico Occidental o europeas). Los Cynipidae son avispas de pequefio tamafio
(Figura 12), que inducen sus agallas en un grupo relativamente reducido de familias de plantas
hospedadoras, destacando las Fagaceae del género Quercus, a las que estan ligadas aproximadamente el
70% de todas las especies conocidas (al menos, considerando el Paleartico Occidental). El resto de cinipidos
inducen sus agallas en las familias Asteraceae, Rosaceae, Lamiaceae, Papaveraceae, Valerianaceae y
Aceraceae. Ademas, dentro de los Cynipidae, existen especies con una biologia diferente a la gallicola,
conocidas como especies inquilinas. Se define inquilino (asociado con gallicolas) como un organismo
fitéfago que cohabita con el inductor de la agalla en el interior de ésta, y sin interaccion trofica directa con

el ceciddgeno.
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Figura 10. Filogenia de los hexépodos. En el arbol se enmarca con recuadros naranjas los drdenes (o subfilo) en el

que estan descritas especies que inducen agallas. Se enmarca también el nimero de familias dentro de cada grupo en

el que aparece esta biologia. Modificado de MISoOF et al., 2014. En el orden Hemiptera los organismos ceciddgenos

han aparecido una vez en Heteroptera, dos en Auchenorrhyncha y ocho Sternorrhyncha, de forma independiente.
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— Pe|ecinidae, Roproniidae

Heloridae, Vanhorniidae, Proctotrupidae
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Diapriidae
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r—Stephanidae, Megalyridae, Trigonalyidae

Ceraphronoidea, Gasteruptidae, Evaniidae

Aculeata

Figura 11. Filogenia de Hymenoptera con especial enfoque en el grupo parafilético “Parasitica” o Apocrita no
Aculeata. Se marca en rojo la superfamilia Cynipoidea y en verde la superfamilia Chalcidoidea, los dos grupos
relevantes en esta tesis doctoral. Modificado de VARGAS & ZARDOYA, 2012.

Figura 12. Ejemplo de cinipido: lzquierda: Andricus quercustozae (Bosc, 1792) emergido de su agalla inducida. Se

puede observar el orificio por el que ha emergido. Autor de la fotografia: Jesis Dorda Dorda. Fotografia alojada en
N Biodiversidad Virtual (www.biodiversidadvirtual.org). Derecha: individuo de la generacidn sexual de
Biorhiza pallida.
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Esto quiere decir que el inquilino se alimenta del tejido de la agalla, pero no de la larva del cinipido
inductor. Sin embargo, pese a que el inquilino no posee la capacidad para inducir la agalla, algunas especies
si que pueden modificar la estructura original de la agalla en su propio beneficio. Siguiendo la comparacion
del “biohackeo”, los inquilinos Son “biohackers” de “biohackers”, haciéndoles falta obligatoriamente la
induccidén primaria de la agalla para poder producir su propia induccion y modificacion secundaria del
tejido vegetal. Al igual que los gallicolas, la biologia de inquilinismo de estos organismos es obligada en
su ciclo vital. Ademas, pese a no haber interaccion tréfica entre los inquilinos y los gallicolas, los inquilinos
pueden modificar tanto la agalla primaria que pueden producir la muerte del cinipido inductor. A estos
inquilinos se les denomina inquilinos letales (EVANS, 1965; NIEVES-ALDREY, 1998; 2001).

La familia Cynipidae se subdivide en tribus. Actualmente hay descritas nueve tribus de Cynipidae
en el Paleartico Occidental: Aulacideini, Aylacini, Ceroptresini, Cynipini, Diastrophini, Diplolepidini,

Pediaspidini, Phanacidini y Synergini (RONQUIST et al., 2015).

Anteriormente, la tribu Aylacini englobaba otras tribus descritas en la actualidad: Aulacideini,
Aylacini s. s., Diastrophini y Phanacidini, pero tras el trabajo de RONQUIST et al., (2015), fueron separadas.
Estas tribus de cinipidos inducen agallas en plantas herbaceas o arbustos como las zarzas del género Rubus.
Concretamente, los Aulacideini en Lamiaceae, Asteraceae, Valerianaceae y Fumarioideae; los Aylacini
en Papaveraceae (género Papaver L.); los Diastrophini en Rosaceae; y Phanacidini en Asteraceae (y
raramente en Apiaceae y Lamiaceae). Estas tribus constituyen un 23% del total de las especies de cinipidos
ibéricas. Los ciclos de vida son simples y sus agallas son poco complejas, raramente separables de los
tejidos de la planta hospedadora, muchas consistentes Unicamente en simples camaras larvales en los tallos
de la planta, no produciendo apenas deformacion o hipertrofia de éstas, haciéndolas cripticas y dificiles de
localizar. Por ello, las especies de estas tribus de Cynipidae son las mas desconocidas (ASKEW et al., 2006;
NIEVES-ALDREY et al., 2006).

En la tribu Diplolepidini se encuadran cinipidos asociados a plantas del género Rosa L. Todas las especies
ibéricas de la tribu se agrupan en el género Diplolepis Geoffroy, 1762, las cuales inducen agallas en las
hojas y tallos de las rosas silvestres. Son conocidas las conspicuas y llamativas agallas multiliculares
“pelosas”, llamadas popularmente bedegares, que son producidas por Diplolepis rosae (Linnaeus, 1758).
También son comunes las globosas y pinchosas de Diplolepis mayri (Schlechtendal, 1877) o las mas
pequefas, esféricas y uniloculares presentes en las hojas de los rosales inducidas por Diplolepis
eglanteriae (Hartig, 1840) y por Diplolepis nervosa (Curtis, 1838), siendo estas dos ultimas indistinguibles
de visu. Existe una complementariedad de distribuciones entre D. mayri y D. eglanteriae/nervosa en la
peninsula ibérica, teniendo la primera especie una mayor afinidad mediterrdnea y las dos otras, una mayor
afinidad eurosiberiana (SARDON-GUTIERREZ et al., 2021). El ciclo de vida de D. rosae es andmala,

teniendo en la peninsula ibérica normalmente una generacion anual y la reproduccion por partenogénesis
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telitoca, y siendo los machos muy raros o desconocidos a diferencia de otras areas del Paleartico Occidental.

Las especies de la tribu Pediaspidini inducen agallas en &rboles del género Acer L., habiendo en la
peninsula ibérica una Unica especie descrita hasta la fecha, Pediaspis aceris (Gmelin, 1790), asociada a
Acer pseudoplatanus L., Acer opalus Mill. (NIEVES-ALDREY, 2001) y Acer monspessulanum L.
(observacion personal). Las tribus Ceroptresini y Synergini son dos grupos de cinipidos inquilinos, siendo
muy comun de observar Synophrus hispanicus Pujade-Villar, 2009 en las ramas de los alcornoques, un
inquilino letal de agallas de las generaciones sexuales o bisexuadas de diferentes especies de Andricus
(Cynipini), pero con la peculiaridad de poseer una alta capacidad de modificar secundariamente las agallas
de su hospedador.

La mayor parte de las especies de cinipidos gallicolas estan asociadas con la tribu Cynipini. Todas
las representadas en la fauna ibérica (68 especies) estan exclusivamente ligadas a especies de Quercus,
excepto la especie invasora D. kuriphilus. La diversidad de las agallas inducidas por estas especies es muy
alta, teniendo cada especie una biologia casi Unica, pudiendo ser uniloculares o multiloculares, y con
morfologias enormemente variadas (Figura 13), siendo esféricas, ovales, cilindricas, lenticulares,
fusiformes 0 més o menos pedunculadas. El tamafio de las agallas de Cynipini es también muy variable.
desde las que apenas tienen unos milimetros hasta las que superan los 4 centimetros de envergadura. Pueden
ser desde blandas y tiernas hasta duras y lefiosas; pueden ser simples o complejas, presentando o careciendo
de apéndices externos de formay densidad variables, poseer pilosidad externa o tener la superficie cubierta
de secreciones viscosas (ver pagina 17: Mejoras de proteccion ante parasitoides y patogenos). Algunas
agallas de Cynipini son caducas, mientras que otras permanecen en el arbol, incluso una vez que el cinipido
inductor ha emergido de su interior y las ha abandonado. Las agallas de Cynipini pueden formarse en
diferentes partes de la planta, tanto en las partes aéreas, tallos, hojas, yemas, amentos y glandes como en

estolones y raices.

Los ciclos de vida de los Cynipini son complejos. El ciclo tipico de este grupo es de tipo
heterogdnico, con alternancia obligatoria de dos generaciones: una bisexual compuesta de machos y
hembras, y otra unisexual, integrada Unicamente por hembras que se reproducen por partenogénesis. Este
ciclo biol6gico complejo de los Cynipini estda acompafiado por el hecho de que la morfologia de los insectos
y de las agallas inducidas por las dos generaciones son muy diferentes. Un ejemplo es la especie Biorhiza
pallida (Olivier, 1791), cuya generacion sexual emerge de las agallas pluriloculares producidas en
primavera en las partes aéreas de los Quercus marcescentes y caducos (ver Figura 9). Las hembras
fecundadas efecttan la puesta en las raices, formandose agallas subterraneas que, al madurar, liberan en
pleno invierno hembras partenogenéticas apteras que ovipositan en los tallos aéreos, usualmente en el
mismo pie de planta, para dar lugar nuevamente a las agallas de primavera de la generacion sexual. Es tal
la diferencia morfoldgica y bioldgica entre los individuos de las dos generaciones que fueron designadas

inicialmente como especies diferentes, hasta que se observo este ciclo completo (ADLER, 1881).
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Figura 13. Fotografias de agallas de cinipidos. De izquierda a derecha y de arriba abajo: Diplolepis rosae, Andricus
quercustozae, Diplolepis eglanteriae/nervosa, Neuroterus quercusbaccarum, Biorhiza pallida, Trigonaspis mendesi,
Andricus dentimitratus, Cynips quercusfolii, Diplolepis nervosa, Pediaspis aceris, Andricus quercusramuli, Andricus
hispanicus, Neuroterus tricolor, Cynips divisa, Andricus solitarius, Diplolepis mayri, Andricus grossulariae,
Plagiotrochus quercusilicis, Andricus foecundatrix y Neuroterus numismalis. Autores de las fotografias: Diego Gil

Tapetado y José Luis Nieves Aldrey.

Sin embargo, existen ciclos mas complejos dentro de los Cynipini, como el ciclo heterogénico con
alternancia de especie de Quercus hospedador. Estos Cynipini poseen una generacion sexual asociada a
Quercus de la seccién Cerris, mientras que la generacion partenogenética (también llamada asexual) esta
asociada con Quercus de la seccién Quercus. Por ejemplo, en el caso de Andricus quercustozae (Bosc,
1792), en buena parte del Paleartico Occidental, su generacion sexual induce agallas en Quercus cerris L.,
mientras que la generacion partenogenética lo hace en robles marcescentes y caducos como Quercus robur.
A diferencia de B. pallida, A. quercustozae depende de dos recursos diferentes para completar su ciclo,
puesto que la primera especie podria incluso completar su ciclo en el mismo pie de planta. En el caso de A.
quercustozae, pueden existir grandes distancias, a veces de varias decenas o cientos de kilémetros, entre
los &rboles hospedadores de las dos generaciones, sin embargo, se pueden encontrar agallas en estas areas,
denotando que este grupo posee una gran capacidad de dispersion. También resulta llamativa la
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distribucion de los Cynipini europeos e ibéricos en cuanto a sus plantas hospedadoras. En el caso de estas
especies heterogonicas con alternancia de especie de Quercus hospedador, sus generaciones sexuales se
dan en Q. cerris en Centroeuropa, mientras que en la peninsula ibérica dependen de Quercus suber L., ya
gue la primera especie estd ausente en este territorio. El alcornoque, también de la seccion Cerris de
Quercus tiene una distribucién mediterranea, presente en la peninsula ibérica en su costa atlantica, en el sur
de Francia, peninsula italica y norte de Africa, presentando una distribucion casi complementaria (excepto
en la peninsula italica) con Q. cerris. En la peninsula ibérica, también existe una gran distancia en muchas
zonas entre alcornoques y robles marcescentes como Quercus pyrenaica o Quercus faginea, y, ain asi,
estos ciclos vitales se completan todos los afios, quedando por resolver como son capaces de realizar estos
movimientos dispersivos dos veces al afio, con un trayecto de ida y otro de vuelta (de robles a alcornoques
y viceversa). Incluso, actualmente, existen dos especies muy similares cuya distincion principal es la
seleccion de hospedador: Andricus kollari (Hartig, 1843), asociada con Q. cerris, en la zona centroeuropea
y Andricus hispanicus (Hartig, 1856), asociada a Q. suber en la region ibérica. Sin embargo, resulta curioso
que esto no se haya descrito con otras especies de cinipidos heterogoénicas con alternancia de especie de
Quercus hospedador, como con A. quercustozae o con Andricus dentimitratus (Rejto, 1887), pudiendo ser
0 bien estas Gltimas especies nuevas para la ciencia o bien que A. hispanicus sea sinénimo de A. kollari y

estas presenten un rango de hospedador mayor del descrito actualmente.

Las generaciones sexuales suelen darse en épocas favorables del afio, en primavera cuando se
produce la brotacion de las hojas y de las flores tempranas, como los amentos de diferentes especies de
Quercus; mientras que las generaciones partenogenéticas estdn mas asociadas a las épocas mas
desfavorables del afio, como el otofio y el invierno, pudiendo estar relacionadas con una “forma de
resistencia” contra un ambiente mas hostil dentro del afio. Existen también muchos cinipidos en los que
Unicamente se ha descrito una de sus generaciones, o bien la sexual o la asexual (como en el caso de D.
kuriphilus). Recientemente muchos de estos casos estan siendo resueltos por experimentacion o mas
frecuentemente con herramientas moleculares, produciéndose entonces la necesaria sinonimizacion de una
de las dos generaciones, al igual que ocurri6 con el caso emblematico de B. pallida: una especie cuyas dos
generaciones fueron descritas como especies y géneros diferentes. En el caso de D. kuriphilus, se desconoce
si su modo de reproduccion puramente partenogenético se debe a que no ha sido hallada su generacion
sexual, o si es que, al encontrarse en un medio diferente y al ser una especie foranea, Unicamente expresa
su forma de resistencia partenogenética. Esto se ha visto por ejemplo en el caso de Plagiotrochus amenti
Kieffer, 1901, una especie heterogdnica asociada al alcornoque del occidente europeo que introducida en
California perdi6 la generacion sexual. Otro caso similar es el de D. rosae, el cinipido bedegar del rosal, en
la que los machos de la especie son muy raros o escasos en el sur de la peninsula ibérica (Gnicamente un

macho hallado en los Gltimos 50 afios) (SARDON-GUTIERREZ et al., 2021).
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4. Género Dryocosmus

Dryocosmus kuriphilus pertenece al género Dryocosmus Giraud, 1859 (etimologia: dryo-, del griego: roble
o0 arbol; y -cosmus, del griego: profesion encargada de esteticismo, decoracion, adorno, maquillaje u
ornamento [no de cosmos]; “el que adorna 0 decora los robles o los arboles™). Se han descrito especies de
Dryocosmus en las siguientes regiones biogeogréaficas: Neartico, Paleértico (tanto Occidental como
Oriental) y Oriental (0 Indomalaya). Sin embargo, cada vez hay méas consenso en considerar solo
verdaderos Dryocosmus a las especies descritas en el Paleartico Occidental en las que Giraud basé
su descripcion del género (siendo Dryocosmus cerriphilus Giraud, 1859, distribuida en Europa Central, la
especie nominal de este género) (Figura 14). EI género Dryocosmus es taxondmicamente complejo, ya que
las evidencias filogenéticas disponibles han demostrado que es polifilético (Acs et al., 2007; NIEVES-
ALDREY et al., 2021). Este género posee pocos caracteres diagnésticos apomérficos que lo definan,
Unicamente caracteres plesiomorficos que comparte con muchos otros géneros palearticos, especialmente
Plagiotrochus Mayr, 1881 (Acs et al., 2007; MELIKA et al., 2010, 2011), y también neérticos como
el recientemente redefinido Kokkocynips Pujade-Villar & Melika, 2013 (NIEVES-ALDREY et al., 2021).
Como resultado, se han descrito dentro de este género especies que no encajan bien en otros géneros (Figura
15).

Este género tiene una distribucién holartica con 49 especies descritas, 18 especies nativas del
Neartico, 7 del Paleértico Occidental y 24 el Paleartico Oriental/Oriental (BURKS, 1979; BUFFINGTON &
MORITA, 2009; TANG et al., 2016; PENZES et al., 2018) (Tabla 1). Ademas, como ocurre con diferentes
especies de cinipidos, varias especies descritas presentan Gnicamente una Gnica generacion, partenogenética
0 bisexuada (o asexual y sexual), hecho que indica que probablemente algunas de las especies de
Dryocosmus podrian representar una de las dos generaciones de una especie (PUJADE-VILLAR, 1985). Por
ello, los ciclos vitales de estas especies deben completarse experimentalmente, o bien realizarse analisis
filogenéticos para conocer el nimero exacto de especies que presenta el género Dryocosmus. Como ejemplo
de la complejidad taxonémica (y nomenclatural) del género Dryocosmus, la especie Dryocosmus confusus
Méhes, 1953 es un nomen nudum debido a que fue descrita sobre la morfologia de sus agallas (segun el
Cddigo Internacional de Nomenclatura Zoologica, Art. 1b y Art. 72c, esta especie no seria valida debido a
que aquellas especies descritas sobre la base de las agallas después de 1930 no lo serian) (PUJADE-VILLAR,
1985; ICZN, 1999).
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Figura 14. Agallas de Dryocosmus cerriphilus sobre Quercus cerris. Fuente:

https://bladmineerders.nl/parasites/animalia/arthropoda/insecta/hymenoptera/apocrita/cynipidae/dryocosmus/dryoco

smus-cerriphilus/

La especie Dryocosmus mayri Millner, 1901 fue transferida al género Chilaspis Mayr, 1881 sobre
la base de un anélisis morfoldgico (PUJADE-VILLAR et al., 2003); sin embargo, Acs et al., (2007) indican
que la aplicacion de estos caracteres en la discriminacion genérica no es valida, por lo que volvieron a
incluir a D. mayri como parte del género Dryocosmus, revalidando la combinacion original. Recientemente,
se publicé el trabajo de TANG et al. (2016), en el que se describieron un total de 12 especies de Dryocosmus
entre el Paleartico Oriental y la region Oriental, duplicando el nimero de especies conocidas de este género

en esta area.

El género Dryocosmus posee diferentes plantas hospedadoras de Fagaceae, entre ellas Castanea,
Quercus y Castanopsis (D. Don) Spach (TANG et al., 2016) (Figura 16). Si bien ain quedan muchas
relaciones cinipido-hospedador sin resolver en Dryocosmus, se han establecido varias de ellas, como D.
cerriphilus con Q. cerris (NIEVES-ALDREY, 2001) o D. kuriphilus y D. zhuili con Castanea. Las especies
de Dryocosmus del Paleartico Oriental tienen relacion con especies de Quercus subgénero Cyclobalanopsis,

Castanea y Castanopsis (TANG et al., 2016).
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Tabla 1. Especies descritas del género Dryocosmus Giraud, 1859 clasificadas por su region o subregion biogeogréfica nativa.

Paleartico Oriental/Oriental

Paleartico Occidental

Neartico

e Dryocosmus pentagonalis
Melika & Tang, 2011

e  Dryocosmus triangularis
Melika & Tang, 2011

e Dryocosmus carlesiae
Tang & Melika, 2011

e  Dryocosmus testisimilis
Tang & Melika, 2011

e Dryocosmus liui
Pang, Su & Zhu, 2018

e  Dryocosmus zhuili
Liu & Zhu, 2015

e  Dryocosmus kuriphilus
Yasumatsu, 1951

e  Dryocosmus kunugiphagus
Ide & Abe, 2015

e  Dryocosmus sakureiensis
Ide, Wachi & Abe, 2013

e  Dryocosmus sefuriensis
Ide, Wachi & Abe, 2013

e Dryocosmus nanlingensis
Abe, Ide, & Odagiri, 2014

e Dryocosmus okajimai
Abe, Ide, Konishi & Ueno, 2014

e  Dryocosmus crinitus
Schwéger & Tang, 2016

e  Dryocosmus hualieni
Schwéger & Tang, 2016

e  Dryocosmus konradi
Tang & Melika, 2016

e Dryocosmus liyingi
Melika & Tang, 2016

e  Dryocosmus moriius
Tang & Melika, 2016

e  Dryocosmus destefanii
Cerasa & Melika, 2018

e Dryocosmus cerriphilus
Giraud, 1859

e  Dryocosmus jungalii
Melika & Stone, 2010

e  Dryocosmus tavakolii
Melika, Stone & Azizkhani, 2006

e Dryocosmus caspiensis

Melika, Sadeghi, Atkinson, Stone & Barimani, 2006

e  Dryocosmus mikoi
Tavakoli, Stone & Azizkhani, 2006

e  Dryocosmus nervosus
(Giraud, 1859)

e  Dryocosmus mayri
Millner, 1901
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e Dryocosmus demartinii
Melika, Nicholls & Stone, 2018

e  Dryocosmus juliae
Melika, Nicholls & Stone, 2018

e  Dryocosmus rileypokei
Morita & Buffington

e Dryocosmus castanopsidis
(Beutenmueller, 1917)

e Dryocosmus asymmetricus
(Kinsey, 1922)

e Dryocosmus dubiosus
(Fullaway, 1911)

e Dryocosmus coxii
(Bassett, 1881)

e Dryocosmus quercuspalustris
(Osten Sacken, 1861)

e Dryocosmus quercusnotha
(Osten Sacken, 1870)

e  Dryocosmus floridensis
(Beutenmiiller, 1917)

e Dryocosmus favus
Beutenmueller, 1911

e Dryocosmus rileyi
(Ashmead, 1896)

e Dryocosmus imbricariae
(Ashmead, 1896)

e Dryocosmus deciduus
(Beutenmiiller, 1913)

e  Dryocosmus minusculus
Weld, 1952

e Dryocosmus albidus
Weld, 1944

e Dryocosmus attractans
(Kinsey, 1922)
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Tabla 1. (continuacién). Especies descritas del género Dryocosmus Giraud, 1859 clasificadas por su regién o

subregioén biogeografica nativa.

Paleartico Oriental/Oriental Paleartico Occidental Neartico
e  Dryocosmus salicinai e Dryocosmus cinereae
Schwéger & Tang, 2016 (Ashmead, 1887)

e  Dryocosmus taitungensis
Tang & Melika, 2016

e  Dryocosmus cannoni
Schwéger & Tang, 2016

e  Dryocosmus caputgrusi
Tang & Schwéger, 2016

e  Dryocosmus harrisonae
Melika & Tang, 2016

e Dryocosmus hearni
Melika & Tang, 2016

e Dryocosmus quadripetiolus
Schwéger & Tang, 2016

5. Dryocosmus kuriphilus

La descripcién morfologica de la especie D. kuriphilus (etimologia: kuri-, del japonés: castafia; y -philus,
del griego: que le gusta o tiene afinidad por algo; “al que le gusta la castafia”) en cada uno de sus estadios
vitales es la siguiente (modificado de CABI, 2015 y de YASUMATSU, 1951):

e Huevos: Son depositados por las hembras en las yemas de los castafios entre junio y septiembre,
dependiendo de la latitud o de la temperatura media anual (latitud menor o temperaturas mas altas,
hacia junio; latitud mayor o temperaturas mas bajas, hacia septiembre). Los huevos son ovales, de color
blanco lechoso, de 0,1-0,2 mm de largo.

e Larva: Posee la morfologia tipica de Cynipidae, de color blanco lechoso, sin ojos y apoda. Mide 2,5

mm de largo cuando esta completamente desarrollada.
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e Pupa: Mide 2,5 mm de largo, al igual que la larva. El color varia de blanco a marrén oscuro y a negro,
dependiendo del grado de maduracién del individuo (i.e. coloraciones mas oscuras, mayor grado de
madurez).

e Adulto: La hembra adulta de D. kuriphilus tiene una longitud promedio de 2,5-3 mm, con la coloracion
del cuerpo negra; patas, escapo y pedicelos de antenas, &pice de clipeo y mandibulas de color marrén
amarillento; la cabeza esté& finamente esculpida; scutum, mesopleuron y gaster estan altamente pulidos,
lisos; propodeo con tres carenas longitudinales distintas; propodeo y pronoto fuertemente esculpidos;
scutum con dos surcos (notaulos) bien marcados y completos, que convergen en la parte posterior del
mesoescudo; celda radial de ala anterior abierta; antenas de 14 segmentos, con segmentos apicales no

expandidos en una maza (Figura 17 y ver Figura 1).

La hembra adulta tiene semejanza con la avispa de las agallas de roble turco, D. cerriphilus, ambas
del mismo género, conocida por inducir agallas en Q. cerris, arbol introducido y poco abundante en la
peninsula ibérica. La especie D. cerriphilus tiene el vértex de la cabeza con grandes marcas de color rojo
amarillento, las antenas poseen 15 segmentos, el propodeo sin la carena longitudinal media, mientras que
en D. kuriphilus el vértex de la cabeza es negro, las antenas segmentadas en 14 artejos y el propodeo con
la carena longitudinal mediana distinta. La especie D. cerriphilus no esta presente en la peninsula ibérica,
siendo las especies europeas del género Plagiotrochus las mas parecidas morfoldgica y filogenéticamente
a D. kuriphilus. Ambos géneros, Dryocosmus y Plagiotrochus, se diferencian porque el primero posee un
mesoescudo y mesopleuras lisas e induce agallas en Q. cerris 0 en especies del género Castanea, mientras
gue el segundo posee un mesoescudo y mesopleuras, al menos en parte, con escultura coriacea, alutacea o
transversalmente estriada e induce agallas en especies perennifolias de Quercus (alcornoques, encinas y

coscojas): Q. suber, Quercus ilex L. y Quercus coccifera L.

Las agallas inducidas por D. kuriphilus son estructuras en forma de elipsoide irregular, sin defensas
externas como otras agallas de cinipidos; de apariencia blanda y nada lignificada durante el desarrollo del
individuo inductor; uniloculares o multiloculares, que pueden alojar desde uno a maltiples individuos en su
interior; de 5-20 mm de didmetro; de color verde o rojo, segun la incidencia solar (debido a la acumulacion
de taninos); conteniendo a menudo porciones de hojas, tallos y estipulas en desarrollo. Se desarrollan
mayoritariamente en ramillos jévenes, en estipulas de las hojas o en el nervio central de las hojas. Este
hecho implica que los tres tipos de agallas mas habituales son de brote, de hoja y de estipula. En ocasiones
se pueden observar también agallas en los amentos y en la flor femenina, o en yemas durmientes. Después
de la emergencia del adulto y del paso del tiempo, la agalla se seca y se lignifica, pudiendo permanecer
unida al arbol (habitualmente en agallas de brote) o bien caer con las hojas en otofio (habitualmente en las

agallas de hoja y estipula) (Figura 18).
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Figura 18. Habitus de una agalla de hoja de Dryocosmus kuriphilus, del tipo mas simple que se encuentran en
abundancias e infestaciones bajas de la especie. La flecha indica la agalla en la nervadura central. Autora de la

ilustracion: Patricia Duran Montes.
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En los territorios invadidos por D. kuriphilus, al no poseer especies antagonistas o reguladoras
(depredadores ni, eminentemente, parasitoides), la abundancia de individuos y las densidades de poblacién
de esta especie invasora son altas. Ademas, como se dijo anteriormente, no habia en Europa ni Norteamérica
ninguna otra especie de cinipido que indujera agallas en Castanea, por lo que tampoco existian posibles
competidores por el recurso (NIEVES-ALDREY, 2001; AsSKew et al., 2013), ni una fauna de parasitoides
asociada, ni siquiera de fauna secundaria asociada a las agallas, en castafios. Estos hechos han facilitado
gue D. kuriphilus constituya una plaga severa en los castafios de las areas invadidas, al inducir de forma
masiva agallas sobre las yemas foliares y florales de estos arboles sin ningun tipo de regulacion poblacional
efectiva. Esto ha provocado que en los primeros afios de colonizacién (3-4 afios) se produzca un pico de
superpoblacion de D. kuriphilus (GIL-TAPETADO et al., 2021a), afectando de forma severa a la
productividad de los arboles infestados.

. 7a

Figura 19. Mapa de distribucién mundial por paises de Dryocosmus kuriphilus. El area roja indica el area nativa de

la especie, las areas naranjas indican zonas donde la especie esta presente de forma confirmada y esta considerada
como especie plaga e invasora, y las areas amarillas indican zonas donde la especie se encuentra presente de forma

dudosa o muy localizada. Se incluyen las especies principales de Castanea de cada area mundial.

La distribucion del rango nativo de D. kuriphilus es la zona este de China, donde se encuentra el
foco de radiacion del género Castanea (LANG et al., 2007). Sin embargo, debido a la exportacion de
material vegetal, D. kuriphilus se ha expandido por casi todos los bosques de castafio del mundo (excepto
por los de C. pumila), especialmente aquellos que tienen explotacion por su fruto o que han sido
transformados en areas de cultivo del castafio (QUACCHIA et al., 2008; BERNARDO et al., 2013;
GiLioLl et al., 2013) (Figura 19).
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Al ser la agalla de D. kuriphilus una estructura vegetal conspicua, facilmente reconocible y de
interés econdmico, su invasion en diferentes partes del mundo esta bien documentada. El primer pais en
detectar D. kuriphilus como especie invasora fue Japdn en el afio 1941, seguido de Corea en 1958 y en la
década de 1970 en Nepal. Todos estos paises asiaticos son cercanos o adyacentes a China, sin embargo, en
1974 se detectd la presencia de D. kuriphilus en Estados Unidos de América. El primer pais con presencia
de D. kuriphilus de Europa fue Italia en 2002, seguido de Francia en 2005. Por ultimo, en la peninsula
ibérica, D. kuriphilus fue detectada en Espafia en 2012 y en Portugal en 2014. El primer registro de D.
kuriphilus en Espafia fue en Catalufia, en las zonas de La Garrotxa y el Montseny (DOGC, 2012; PUJADE-
VILLAR et al., 2013), extendiéndose por Galicia (PEREZ-OTERO & MANSILLA, 2014) y otras provincias de
la cordillera Cantabrica, ademés de Mélaga y Cdrdoba (Andalucia), y Sistema Central (GIL-TAPETADO et
al., 2020a). También se encuentran dos focos de presencia en Madrid en el Real Jardin Botanico de Madrid
y en el Real Jardin Botanico Alfonso XIlII, con una incierta historia de colonizacion de las dos zonas (GIL-
TAPETADO & NIEVES-ALDREY, 2018). Los registros de transporte de los ultimos castafios de ambos
jardines se remontan a antes de los afios 2000, pero son provenientes de Avila y Galicia, donde tampoco
estaba registrada la presencia de D. kuriphilus en este periodo. Una hipétesis acerca de la colonizacion de
estas zonas es que se haya debido a eventos azarosos donde una hembra de D. kuriphilus llegé por transporte
pasivo humano independiente del movimiento de castafio, ya que una Unica hembra puede ser responsable
de la creacién de un foco de infestacion, poniendo en valor la gran capacidad de asentamiento de este
cinipido invasor. Otra alternativa es que D. kuriphilus se encontrara en Galicia y en el Sistema Central
mucho antes de su deteccion en 2014 y 2020, pero esto resulta menos creible debido a la monitorizacién

gue tienen los castafios por sus implicaciones econémicas.

Las pérdidas econémicas producidas por esta especie en el sector de los castafios pueden ser muy
severas, debido a la bajada de la produccidn del fruto por la infestacion generalizada de agallas por todo el
arbol (KATO & Huin 1997; UGOLINI et al. 2014; SARTOR et al., 2015; GEHRING et al., 2018), su
debilitamiento y raramente la muerte de éste (PAYNE et al., 1975). Si bien, la letalidad de esta plaga en
arboles maduros es baja y no es comparable con la de enfermedades como la tinta y el chancro, la plaga en
los primeros estadios de invasion si que reduce drasticamente la produccién de castafia y, por lo tanto,
produce cuantiosas pérdidas econémicas a los productores de fruto. Actualmente se desconoce cuanto
afecta real y negativamente la presencia de D. kuriphilus a la produccion de la castafia, ya que las pérdidas
en este sector también son debidas a otros factores, como la ejercida por enfermedades como la tinta y el
chancro, y la meteorologia anual. Un afio con malas condiciones meteoroldgicas puede afectar muy
negativamente la produccion de castafia, no pudiendo separar los diferentes factores en porcentajes de
pérdida debidos a una u otra causa. Por ejemplo, en 2019 en Galicia hubo unas pérdidas estimadas del 25%
de produccion de castafias (CAMPOGALEGO, 2019) y en 2020 del 40% (LAVOzDEGALICIA, 2020a), pero
sin diferenciar los factores causantes de dichas pérdidas y, por tanto, sin poder estimar cuanto se

debe a la presencia de avispilla, ni cuanto a la sequia presente en esos afios.
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De todas maneras, es indiscutible el papel negativo de esta especie como plaga de castafios, pero su

incidencia real y directa no esté cuantificada en estos cultivos forestales.

Las poblaciones de D. kuriphilus se ven afectadas negativamente en menor medida por diferentes
especies de parasitoides nativos relacionadas con las especies autdctonas de cinipidos, que inducen sus
agallas en Quercus (Cynipini). Estas especies de parasitoides nativos son, en su mayor parte, de la
superfamilia Chalcidoidea (Hymenoptera). Sin embargo, la regulacion de las poblaciones por parte de estas
especies es pequefia, ya que las proporciones de parasitoides nativos vs. agallas disponibles es muy alta.
Mas adelante, en esta introduccion, se comentard esta asociacion en detalle (ver pagina 45: Torymus
sinensis). Aprovechando la biologia parasitoide, y bajo el prisma del control biolégico, se estd empleando
en diferentes partes del mundo a la especie T. sinensis para combatir esta plaga (MORIYA et al., 1989;
QUACCHIA et al., 2008; BOROWIEC et al., 2014; MATOSEVIC et al., 2015; NIEVES-ALDREY et al., 2019;
CARDOSO et al., 2021). Sin embargo, y como ya se ha comentado, el uso de este control biol6gico tiene sus
limitaciones y plantea incertidumbres que se refieren a su posible impacto en el medio natural (GIBBS et
al., 2011; NIEVES-ALDREY & GIL-TAPETADO, 2019).

Por altimo, cabe destacar el papel que tiene D. kuriphilus como especie fundadora de una
comunidad biolégica de novo, reclutando ademas de parasitoides nativos (ver siguiente apartado), una
enorme cantidad de entomofauna que usan las agallas viejas y lignificadas, ya vacias, como refugio,
credndose nuevas estructuras colonizables y aprovechables por esta fauna secundaria, asi como nuevas
asociaciones entre los artropodos (y otros organismos) y los castafios. En los muestreos de esta tesis
doctoral, con motivo de estudiar la fauna secundaria de las agallas de D. kuriphilus, se ha encontrado y
descrito incluso una especie nueva para la ciencia que, al menos de momento, inicamente se conoce como
fauna secundaria de la avispilla del castafio en la Sierra de las Nieves (Malaga): Parochthiphila carinata

Carles-Tolra, 2019 (Diptera: Chamaemyiidae) (CARLES-TOLRA et al., 2019, incluido en los anexos de esta tesis)

6. Parasitoides y Superfamilia Chalcidoidea

Un organismo parasitoide puede ser definido como aquel que parasita a un hospedador durante una parte
de su ciclo vital, normalmente el larvario y que finalmente acaba matandolo o reduciendo su viabilidad,
consumiéndolo como recurso (ASKEW, 1971; GODFRAY, 1994). Al igual que con los gallicolas, la biologia
parasitoide ha aparecido de forma convergente en diferentes grupos de artropodos como Diptera,

Neuroptera, Coleoptera, Strepsiptera, Lepidoptera, Trichoptera e Hymenoptera. Dentro de los
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Hymenoptera es donde la biologia parasitoide ha sido mas exitosa, encontrandose en la mayor parte de las
especies, desde los Orussoidea en los Symhpyta, a todo el grupo parafilético de los “Parasitica”, e incluso
dentro de los Aculeata, en Chrysidoidea y Vespoidea (ver Figura 11) (GODFRAY, 1994; QUICKE, 1997).
Como ya se comento, pese a que el grupo “Parasitica” no representa ningtin grupo natural (monofilético) y
es simplemente un sinénimo de Apocrita no Aculeata, representa un grupo funcional que comprende la
mayor parte de los organismos parasitoides dentro de Hymenoptera. El grupo “Parasitica” podria ser el
grupo animal mas diverso del planeta, incluso mas numeroso que Coleoptera (FORBES et al., 2018). Esto
se debe a su déficit de conocimiento linneano tan elevado, ya que su modo de vida (por lo general criptico
en la mayor parte de su ciclo vital), y el pequefio tamafio de estos organismos (algunos de ellos del tamafio
de protozoos, (e. g: Megaphragma mymaripenne Timberlake, 1924, Hymenoptera: Trichogrammatidae,
PoLILov, 2012, 2017), dificultan su deteccion y descripcion. Junto con los distintos déficits de
conocimiento de estos himenopteros, destaca también el déficit de conocimiento eltoniano, es decir, la
funcion o rol que tienen en el medio. En estos organismos parasitoides, tan asociados con sus especies
hospedadoras, esta informacion es de gran importancia, ya que el conocer qué organismos parasitan tiene
una relacién directa con el grado de conocimiento que se tiene de la especie (mayor éxito al muestrearla,
mejor capacidad de observacion, creacion de protocolos para su estudio, etc.). Como ejemplo de esto, la
descripcion de una nueva especie de Chalcidoidea para la ciencia (Mesopolobus delafuentei Nieves-Aldrey
& Askew, 2020 (Hymenoptera: Pteromalidae)) se pudo realizar al estudiar una especie gallicola en
concreto, su hospedador, Andricus crispator Tschek, 1871, que induce agallas Gnicamente en los renuevos

de Q. suber (NIEVES-ALDREY et al., 2020, incluido en los anexos de esta tesis doctoral).

Dentro del grupo parafilético de los “Parasitica” destacan dos grandes superfamilias parasitoides:
Ichneumonoidea, que contiene a las familias Ichneumonidae y Braconidae, y Chalcidoidea. La superfamilia
Icheneumonoidea es una de las mas diversas del mundo (considerando el gran deficit linneano mencionado
anteriormente), con aproximadamente 100.000 especies. Esta superfamilia es conocida por algunas de sus
parasitoides de relativo gran tamafio, con unos ovipositores también de gran tamafio en proporcién con el
resto del insecto y un alto grado de especializacién en hospedadores concretos, sirviendo muchas de estas
especies como control bioldgico (TOWNES, 1958, 1997), e. g: Cotesia flavipes Cameron, 1891 (Braconidae)

con plagas de Chilo partellus (Swinhoe, 1885) (Crambidae) en Africa (OVERHOLT et al., 1997).

La superfamilia Chalcidoidea est4d compuesta por 20 familias: Agaonidae, Aphelinidae,
Chalcididae, Encyrtidae, Eucharitidae, Eulophidae, Eupelmidae, Eurytomidae, Leucospidae,
Megastigmidae, Mymaridae, Ormyridae, Perilampidae, Pteromalidae, Rotoitidae, Signiphoridae,
Tanaostigmatidae, Tetracampidae, Torymidae y Trichogrammatidae, conteniendo alrededor de 22.000
especies descritas (NOYES, 2019). Al igual que con los Ichneumonoidea, se estima que Unicamente se
conoce entre un tercio y un cuarto de las especies realmente existentes (HERATY et al., 2013). Estos
himendpteros de pequefio tamafio son el grupo por excelencia dentro del grupo funcional

conocido como microhimendpteros, especies de Hymenoptera de pequefio tamafio en su mayor
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parte parasitoides. Los Chalcidoidea (ver Figura 9; Figura 20) son conocidos por su diversificacion y por
la gran cantidad de hospedadores asociados, teniendo casi cualquier grupo de hexapodos un parasitoide de
este grupo asociado. Sin embargo, dentro de los Chalcidoidea, también estd presente uno de los grupos
polinizadores mas singulares de los insectos, los Agaonidae o avispas de los higos, que estan especializados
en inducir agallas en el interior de las inflorescencias internas de los Ficus L. (VAN NOORT & COMPTON,
1996), coevolucionando hacia una polinizacion entomofila obligada y especializada (RAMIREZ, 1974).
Ademas, también existen Chalcidoidea fitofagos e, incluso, gallicolas. La filogenia de los Chalcidoidea es
muy compleja y con muchas modificaciones en los Ultimos afios, siendo poco estable, mostrando que varias
familias, como Pteromalidae, son polifiléticas (MUNRO et al., 2011), o han tenido que ser separadas, como
Torymidae y Megastigmidae (JANSTA et al., 2018), tras su revision.

Entre otros parasitoides, estan descritos Chalcidoidea que parasitan ootecas de Mantodea, huevos
de Thysanoptera, larvas de Myrmeleontidae, Coccidae o agallas, como las de Cynipidae. Todas estas
especies presentan un rango de hospedador, es decir, un nimero de especies 0 grupos de especies que
parasitan, pudiendo ser este rango ancho o estrecho, siendo especies generalistas 0 especialistas, incluso
hasta ser monofagas. Existen 7 familias de Chalcidoidea asociadas con Cynipidae: Eulophidae,
Eupelmidae, Eurytomidae, Megastigmidae, Ormyridae, Pteromalidae y Torymidae (ASKEW et al., 2006,
2013). Las especies de estas familias introducen su ovipositor en el interior de las agallas, hacia la cAmara
larvaria, depositando un huevo en el exterior o interior de la larva del cinipido (ectoparasitoides o
endoparasitoides). Una vez eclosiona el huevo del parasitoide, su larva se adhiere (en el caso de los
ectoparasitoides) o empiezan a consumir desde dentro (en el caso de los endoparasitoides) la larva
hospedadora del cinipido, matandola finalmente y desarrollandose el adulto de Chalcidoidea (GODFRAY,
1994; STONE et al., 2002). A causa de la adaptacion de los parasitoides a la oviposicion en el interior de las
agallas, superando las defensas de sus hospedadores (como se comentd en el apartado “Mejoras de
proteccion ante parasitoides y patdgenos”, pagina 17), existe una carrera de armamentos entre estos
organismos (ver Figura 9). Dentro de estos parasitoides, existe toda una gama de biologias diferentes y
Unicas, como los huevos poliembrionarios (de un Unico huevo se originan diferentes organismos), la
fitofagia secundaria (después de consumir la larva del cinipido, la larva del calcidido se alimenta del tejido
nutritivo de la agalla), o el hiperparasitismo (parasitoides que parasitan otros parasitoides), que pueden
crear redes troficas muy complejas y muy diferentes de las habituales de depredador-presa (ASKEw, 1971)
(Figura 21).
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Figura 20: Ejemplos de especies de Chalcidoidea: A) Torymus auratus (Muller, 1764); B) Torymus geranii (Walker,
1833); C) Torymus cyaneus Walker, 1847 (ejemplar de la peninsula ibérica) (Torymidae); D) Sycophila variegata
(Curtis, 1831); E) Sycophila flavicollis (Walker, 1834); F) Eurytoma brunniventris Ratzeburg, 1852 (Eurytomidae);
G) Bootanomyia dorsalis (Fabricius, 1798) ; forma verde metélica); H) B. dorsalis (forma pélida) (Megastigmidae);
I) Ormyrus pomaceus (Geoffroy, 1785) (Ormyridae); J) Eupelmus urozonus Dalman, 1820 (Eupelmidae);
K) Aprostocetus Westwood, 1833 sp.; (Eulophidae) L) Mesopolobus tibialis (Westwood, 1833) (Pteromalidae). Autor
de las fotografias: José Luis Nieves Aldrey.
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Dentro de estas redes tréficas, existen especies que pueden tener mas importancia que otras
(especies dominantes vs especies accesorias), circunstancia que implica una regulacion poblacional. Estas
especies que regulan de forma efectiva las poblaciones de otra son muchas veces especialistas, con ciclos
vitales adaptados a su hospedador, siendo consideradas como sus enemigos naturales (DEBACH & ROSEN,
1991; HAJEK & EILENBERG, 2018). Por una parte, en la relacion top-down, cuantos mas parasitoides haya
en la red tréfica, mas cinipidos seran consumidos y su poblacion sera regulada. Por otra parte, también
existe la relacion bottom-up (POWER, 1992), el nimero de parasitoides depende del recurso, en este caso,
cuantas menos agallas haya, menos parasitoides habra (ROININEN et al., 1996; STILING & RossI, 1997). A
esta relacion bidireccional entre parasitoides y hospedadores se denomina densodependencia (MAY et al.,
1981; WALDE & MURDOCH, 1988). Por esta razon, los parasitoides son empleados como control biol6gico
en programas de control de artrépodos, liberdndose como enemigos naturales densodependientes del
hospedador plaga para la reduccion de sus poblaciones (pero nunca para su erradicacion) (MAY et al.,
1981).

La regulacion de las poblaciones de insectos fitéfagos por parte de sus antagonistas vy,
predominantemente, de sus parasitoides asociados (especialmente de sus enemigos naturales), es vital para
mantener un equilibrio de sus poblaciones y que no se produzcan superpoblaciones o plagas. En el caso de
D. kuriphilus, al invadir areas donde no existian parasitoides para reducir sus poblaciones de forma eficaz,
se produjo una superpoblacion de esta especie invasora en muchas areas al encontrarse, casi literalmente,
en un espacio libre de enemigos naturales. Este escenario encaja perfectamente con la hipétesis de la
“liberacion de enemigos” (‘Enemy Release Hypothesis’, KEANE & CRAWLEY, 2002), que predice que una
especie tendra éxito en una nueva area de distribucién cuando sus enemigos naturales no estén presentes.
Esta hipotesis se ha aplicado ampliamente a las especies invasoras, como las plagas de plantas o animales
en nuevos habitats (COLAUTTI et al., 2004), aungue no existen muchos ejemplos relacionados con insectos
(MLYNAREK, 2015). Este espacio libre de enemigos naturales que disminuyan las poblaciones de D.
kuriphilus junto con su alta capacidad reproductiva y dispersiva ha propiciado que se haya constituido como

una plaga especialmente “virulenta” por los territorios que ha invadido.

También cabe destacar un aspecto mas bioldgico, separado de las repercusiones econémicas de la
plaga de D. kuriphilus: la colonizacion de esta especie invasora en los castafios europeos ha sido el
detonante de la creacion de una comunidad biolégica de novo. Como se referencid anteriormente, no
existian Cynipini ni otras especies inductoras de agallas asociadas a Castanea en el Paleértico Occidental,
por lo que las especies parasitoides nativas no sentian ningun tipo de atraccion por estos arboles antes de la
invasion. Haciendo una analogia con la teoria de “biogeografia de islas” (MACARTHUR & WILSON, 2001,
LoMoOLINO et al., 2016) (Figura 22A), la entrada de D. kuriphilus en los bosques europeos, ha supuesto la
formacion de islas dentro de los continentes (Figura 22B): como los castafios normalmente se encuentran

entre los robles, formando masas boscosas mixtas, para las especies de parasitoides los Castanea
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antes de la entrada de D. kuriphilus, eran arboles sin interés, simples distancias a superar para llegar a los
Quercus donde se encontraban sus recursos histéricamente explotados, las agallas de Cynipini de robles
(Figura 22C). Sin embargo, al entrar D. kuriphilus y existir nuevos recursos potencialmente consumibles,
los castafios ya no son simples obstaculos, sino nuevos portadores de recursos de agallas de Cynipini
(Figura 22D). Como estas nuevas islas colonizables por los parasitoides se encuentran dentro del continente,
se esperaria una rapida colonizacién por parte de estas especies, hecho que asi ha sido. Incluso en el mismo
afio de entrada de D. kuriphilus en los castafios, los parasitoides ya son capaces de utilizarlas como recurso.
De hecho, la entrada de parasitoides nativos a las agallas de D. kuriphilus ha sido tan grande que sin haber
transcurrido 10 afios desde su entrada en la peninsula ibérica, ya es una de las comunidades de parasitoides
asociadas a Cynipini més diversa de este territorio con 34 especies de Chalcidoidea y una de Synergini
inquilino (GIL-TAPETADO et al., 2021b), con un total de 63 en todo el Paleértico Occidental (LORU et al.,
2021). Sin embargo, la entrada de estas especies de parasitoides nativas no ha sido suficiente como para
poder regular las poblaciones de D. kuriphilus, que siguen siendo plagas importantes en los castafios, hecho
que ha propiciado que las administraciones hayan iniciado programas de control bioldgico aprovechando
que se conoce a un enemigo natural de este cinipido invasor en sus areas nativas: Torymus sinensis
(MoRIYA et al., 1989).
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Figura 21: Ejemplo de red tr6fica compleja de Chalcidoidea y Cynipidae: comunidad biol6gica de Cynips divisa
Hartig, 1840. Las flechas sefialan la fuente de alimento de cada especie y el grosor indica la frecuencia de la relacién.
La flecha sinuosa de Synergus albipes Hartig, 1841 indica que es un inquilino letal. Modificado de Askew, 1971.
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Figura 22: Esquema de la teoria de “biogeografia de islas” de MACARTHUR & WILSON (2001) (A). Las flechas
amarillas representan la colonizacion. Esquema de la hip6tesis de formacion/surgimiento de islas dentro de los
continentes (B). Esquema de la disposicion de un bosque mixto de Quercus y Castanea, actuando los primeros como
continente y los segundos como islas para los parasitoides (C). Esquema de un bosque mixto con presencia de Cynipini
nativos y D. kuriphilus como ejemplo de hipétesis de formacidn/surgimiento de islas dentro de los continentes y el

reclutamiento rapido de parasitoides/colonizacion de las islas (D).

7. Familia Torymidae y género Torymus

Dentro de la superfamilia Chalcidoidea se encuentra la familia Torymidae, compuesta por 68 géneros y
alrededor de 800 especies descritas (NOYES, 2019). Esta familia se caracteriza por una coloracion verde
metalica tipica, con largas venas marginales y una vena estigmal corta en las alas anteriores y un ovipositor
relativamente largo en las hembras. De forma clasica, esta familia se separaba en dos subfamilias:
Toryminae, con especies parasitoides con la coloracion metalica tipica de Torymidae y Megastigminae
(GRISSELL, 1995), de coloracion mas mate y predominantemente fitéfagos, usando su ovipositor para
depositar sus huevos en el interior de frutos, junto al embrion vegetal. También, dentro de esta antigua
subfamilia se encontraban especies parasitoides, algunas de ellas asociadas a agallas de Cynipini, como es
el caso de Bootanomyia dorsalis (Fabricius, 1798) o Megastigmus stigmatizans (Fabricius, 1798). Sin
. embargo, tras realizar un estudio filogenético profundo de esta familia
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(JANSTA et al., 2018), se aportaron evidencias suficientes como para elevar Megastigminae a nivel de
familia. Es mas, considerando las relaciones filogenéticas entre las familias de Chalcidoidea cercanas,
Megastigmidae esta mucho mas relacionada con otras, como Agaonidae (también fitdfagas) u Ormyridae.
Esto demostraria también que la morfologia compartida de un largo ovipositor caracteristica de los
Torymidae s. s. y los Megastigmidae es una convergencia evolutiva y que la clasificacion clasica
taxondmica utilizando estos caracteres estaba equivocada (JANSTA et al., 2018). Con su trabajo, Jansta et
al., (2018), proponen para Torymidae la siguiente composicion de subfamilias: Chalcimerinae,

Glyphomerinae, Microdontomerinae, Monodontomerinae, Podagrioninae y Toryminae (Figura 23).

Agaonidae, Ormyridae,
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Figura 23. Filogenia de subfamilias y tribus de Torymidae. En rojo se indica la subfamilia Toryminae y la tribu

Torymini. Modificado de JANSTA et al., 2018.

42



INTRODUCCION

Entre los géneros de Torymidae destacan Podagrion Spinola, 1811 y Mantiphaga Ferriere, 1955,
caracterizados por ser parasitoides de ootecas de Mantodea; y Monodontomerus Westwood, 1833,
Glyphomerus Foerster, 1856 y Torymus Dalman, 1820, como parasitoides de insectos gallicolas, siendo
estos hospedadores, los mayoritarios a los que ataca esta familia. EI género Torymus, ubicado en la
subfamilia Toryminae y la tribu Torymini, es predominantemente holartico y posee 394 especies descritas
hasta la fecha, siendo uno de los géneros de Torymidae mejor representados y estudiados (GRISSELL, 1995;
DE VERE GRAHAM & GIJSWIIT, 1998).

Los Torymus son tipicamente idiobiontes, ectoparasitoides y pueden ser especialistas y generalistas,
lo que implica que sus larvas se sitian sobre su hospedador en el interior de las camaras larvales de los
cinipidos gallicolas, consumiendo de manera exclusiva a la larva del gallicola, y presentando adaptaciones
morfol6gicas especificas para este tipo de parasitismo (GOMEZ et al., 2008). Dentro del género Torymus
hay especies con un rango tréfico asociado a los cinipidos gallicolas (e.g: T. affinis; Figura 9). Los Torymus
asociados a Cynipidae son un grupo monofilético, existiendo diferentes rangos de hospedadores, desde
especialistas polifagos hasta esten6fagos (ASKEw et al., 2013). El género Torymus ha experimentado
muchos cambios taxondmicos y nomenclaturales a lo largo de la historia, probablemente debido a la
complejidad taxondémica que envuelve a estos himendpteros. En 1856, Foerster describié el género
Syntomaspis, para aquellas especies del actual género Torymus que presentaban una sutura mesoscutelar,
denominada sutura del frenum, siendo Torymus cyaneus Walker, 1847 su especie tipo (GAHAM & FAGAN,
1923) (ver Figura 20c). Sin embargo, en el trabajo de Huber (1927) no se considera este caracter como
diagnostico porque es difuso en algunos ejemplares. Descartando la utilidad de este carécter, Huber se
centra en la fauna neartica de Torymus y no en la paleéartica, y finalmente este autor sinonimiza el género
Syntomaspis a Callimome Spinola 1811. Aunque el nombre méas antiguo de este género era Callimome
(1811) y el nombre valido actual de Torymus data de 1820, este Ultimo nombre del género era el mas
utilizado por los investigadores europeos de la época. En 1944, mediante una Opinion del Comité
Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN, 1944), se suprimi6 la prioridad del nombre Callimome
sobre Torymus, concediendo a Torymus Dalman, 1820 el nombre valido de este género. Posteriormente,
Grissell (1976), al igual que Huber, insistiria en el hecho de que Syntomaspis es un sinénimo de Torymus,
aunque este autor se dedicara preferentemente al estudio de la fauna neértica de Torymus, extrapolando
aparentemente esta decision a la fauna paleértica. De esta manera, el género Syntomaspis fue eliminado
como género véalido, aunque algunos autores siguen clasificando estas especies bajo el nombre de grupo
Syntomaspis o grupo cyaneus (DE VERE GRAHAM & GIISWIIT, 1998; ZAVADA, 2003). Estos nombres se
utilizan para referirse a los Torymus asociados con Cynipidae que comparten el rasgo diagndstico de la

sutura del frenum y son especialistas (NIEVES-ALDREY, 1984).

Las especies de Torymus asociadas con Cynipidae (Tabla 2), con especial foco en el Paleartico
Occidental, han sido estudiadas desde el punto de vista filogenético en esta tesis doctoral,

obteniendo las relaciones de cercania entre ellas (GIL-TAPETADO et al., 2021e). Este trabajo es
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el inicio de una revision de estos Torymus y que derivara en futuras investigaciones cientificas, entre ellas
las que abordan la deteccion de un complejo de especies cripticas dentro de Torymus cyaneus (ver Figura
20c). Al igual que ocurre con Torymus flavipes (Walker, 1833), existen diferentes entidades biol6gicas
diferenciables dentro de esta especie (KAARTINEN et al., 2010). De momento, la evidencia es genética, pero
se espera poder describir en el futuro una nueva especie de Torymus endémica de la peninsula ibérica,
diferente a la T. cyaneus nominal. La descripcidn de esta especie es compleja ya que T. cyaneus carece de
holotipo con el que comparar (desaparecié o fue destruido en el Museo de Paris; DE VERE GRAHAM &
GlIswuT, 1998), no se ha designado ain un neotipo y, ademas, existen dos entidades bioldgicas diferentes
en Centroeuropa, donde esta ubicada la localidad de la descripcidn original (Austria). Sin embargo, se han
mantenido conversaciones con el Museo de Historia Natural de la Universidad de Oxford y se han hallado
ejemplares de la serie tipo original, por lo que en el futuro se podra designar un neotipo para poder describir
con garantias a la especie ibérica dentro del complejo criptico de especies actual que representa T. cyaneus.

Este estudio de GIL-TAPETADO et al. (2021e) incluye a la especie control biol6égico de D.
kuriphilus, T. sinensis, cuyos resultados indican que existe una especie muy cercana presente en el
Paleéartico Occidental, Torymus notatus (Walker, 1833) (POGOLOTTI et al., 2019). Esta especie es ademas
morfol6gicamente muy similar a T. sinensis y posee un rango de hospedador especialista de agallas simples
(ver pagina 45, Torymus sinensis), por lo que podria haber sido considerada en un principio como una
alternativa nativa a T. sinensis como controladora bioldgica de D. kuriphilus. Sin embargo, este escenario
de posible control con una especie nativa no se puede llevar a cabo dado que el asentamiento de T. sinensis
en el medio es irreversible. Otras especies de Torymus que también son parasitoides nativos reclutados por
D. kuriphilus son Torymus auratus (Mdller, 1764) (ver Figura 20a) y T. flavipes, ambas generalistas, a
diferencia de T. notatus, que es especialista. Torymus notatus forma parte de la denominada subcomunidad
invernante, que esta formada por parasitoides autdctonos asociados a agallas de Cynipini que hibernan
dentro de las agallas lignificadas y salen a principio de la primavera siguiente (Kos et al., 2015; GIL-
TAPETADO et al., 2021b), cuando las agallas son aun de pequefio tamafio. De esta forma, estas especies
atacan las agallas en sus estadios mas vulnerables y mas facilmente parasitables (GIL-TAPETADO et al.,
2021c¢), actuando de la misma manera que T. sinensis. La efectividad comparada de una u otra especie sobre
las agallas de D. kuriphilus y su impacto sobre las agallas de Cynipini nativas no ha sido desarrollado hasta
el momento, estudio que deberia de haberse hecho previamente, antes de las sueltas de T. sinensis, una

especie fornea y con posible carécter invasor en el medio natural (GiBBs et al., 2011).
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Tabla 2. Recopilacion de las especies del género Torymus que parasitan especies de cinipidos en el Paleartico
occidental, con las diferentes clasificaciones que propone cada autor. La columna Estudio marca las especies de

Torymus estudiadas en el trabajo de GIL-TAPETADO et al., 2021e *Especies aldctonas del Paleartico occidental.

DE VERE GRAHAM &

Especies Estudio  Pre-GRISSELL, 1976 GlswiT, 1998 ZAVADA, 2003

Torymus affinis (Fonscolombe, 1832) X .

. Grupo affinis
Torymus cerri (Mayr, 1874)
Torymus cyaneus (Walker, 1847) X Género Syntomaspis Grupo cyaneus Grupo cyaneus
Torymus fastuosus Boheman, 1834 species sola
Torymus notatus (Walker, 1833) X Grupo affinis
Torymus erucarum (Schrank, 1871)
Torymus formosus (Walker, 1833)
Torymus nobilis Boheman, 1834 X Grupo erucarum
Torymus roboris (Walker, 1833)
Torymus scutellaris (Walker, 1833)
Torymus flavipes (Walker, 1833) X .

. , Grupo flavipes
Torymus longicalcar Graham, 1994 Género Torymus Grupo chloromerus
Torymus favardi Steffan, 1962 species sola
Torymus auratus (Mller, 1764) X
Torymus bedeguaris (Linnaeus, 1758) X
Torymus eglanteriae Mayr, 1874 Grupo bedeguaris

Torymus geranii (Walker, 1833)
Torymus rubi (Schrank, 1781)

Torymus sinensis * Kamijo, 1982

Torymus beneficus * Yasumatsu &
Kamijo, 1979

X X X X

8. Torymus sinensis

Torymus sinensis (etimologia: sinensis, del latin: de China; “el Torymus chino™) es un microhimendptero
de coloracién verde metalizada que esta definido como enemigo natural de D. kuriphilus en su area nativa
(Figura 24 y 25). Esta especie ha sido exportada, producida en masa, liberada deliberadamente en el medio
natural y utilizada como control biol6gico cléasico contra D. kuriphilus en diferentes partes del mundo.
Morfoldgicamente, los adultos de esta especie se caracterizan por poseer un escutelo con una sutura o
impresion frenal mas o menos discernible (como ocurre con los Torymus del grupo Syntomaspis/cyaneus,
Tabla 2; Figura 26A, 1); la parte posterior de la misma presenta una superficie lisa o con escultura mucho
maés débil que la que se aprecia en la parte anterior a la sutura (Figura 26A, 2); carenas laterales del propodeo

b bien delineadas, delimitando un area media lisa (Figura 26A, 3); frente mas ancha que la altura ”

G

de un ojo compuesto (Figura 26B, 4b); ojos y ocelos relativamente més pequefios; ocelos
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posteriores separados del margen interno del ojo compuesto por una distancia mayor a la de su didmetro
(Figura 26B); escrobas antenales menos profundas y més cortas; tibias anteriores y medias de color mas
oscuro o metélicas; escultura de la parte anterior del mesoescudo menos brillante sin punteado o con
punteado pilifero muy débil; estuche del ovipositor de la hembra mas corto que el resto del cuerpo (Figura
24); sin carena medial del propodeo (Figura 26A); surco antero-ventral de la metatibia bien visible (Figura
26C, 5b). Escapo antenal de la hembra de color pardo o amarillento, sin coloracion metélica. Funiculo
antenal de la hembra con una hilera de sensilas placoideas (Figura 26D); en el macho, artejos del funiculo
claramente més largos que anchos y con 3 hileras de sensilas placoideas (Figura 26E). Estigma del ala
anterior no ensanchado ni rodeado de un ligero ahumado (Figura 26F, 8); alas hialinas (Figura 26F, 9);
speculum mas amplio (Figura 26F, 10). La larva de T. sinensis al igual que las larvas del grupo
Syntomaspis/cyaneus posee una caracteristica coloracion rojiza bandeada en la zona ventral (Figura 27).

El ciclo de vida de T. sinensis es de parasitoide normalmente univoltino, con dos sexos diferentes
y sincronizado con la formacion de agallas a principios de primavera. Esto produce que T. sinensis tenga
un mayor éxito en la parasitacion de D. kuriphilus al aln ser pequefias y que el grosor de la pared de la
agalla no impida de ningin modo la entrada del ovipositor en la camara larvaria (GIL-TAPETADO et al.,
2021c). Torymus sinensis es una especie que hiberna dentro de las agallas viejas de D. kuriphilus durante
el invierno, emergiendo de estas estructuras lignificadas al principio de primavera, conformando parte de
la subcomunidad invernante (Kos et al., 2015; GIL-TAPETADO et al., 2021b). Asi mismo, posee la misma
biologia que otras especies de parasitoides nativos univoltinos pertenecientes a esta subcomunidad, como

T. notatus y diferentes especies de Aulogymnus Forster, 1851 (Chalcidoidea: Eulophidae).

Este Torymus es una especie nativa de China, que ha demostrado ser una eficaz medida contra D.
kuriphilus en diferentes partes del mundo (BOROWIEC et al., 2014; FERRACINI et al., 2019; CARDOSO et
al., 2021), reduciendo las poblaciones de esta plaga de manera considerable en algunos territorios. Sin
embargo, en Espafia, se ha demostrado una eficacia diferencial a corto plazo, siendo mas eficaz en zonas
més célidas como Malaga o Catalufia, y menos en &reas menos célidas como la zona eurosiberiana de
Galicia (NIEVES-ALDREY et al., 2019). No obstante, este escenario podria variar con los afos,
convirtiéndose T. sinensis en una especie efectiva contra D. kuriphilus en el noroeste peninsular. En Espafia,
su uso ha estado restringido a usos experimentales en ciertas Comunidades Auténomas hasta la orden
ministerial de liberalizacion de T. sinensis, aconsejada por los informes realizados por el equipo encabezado
por el Dr. José Luis Nieves Aldrey, en 2019 (NIEVES-ALDREY & GIL-TAPETADO, 2019). Sin embargo,
estos usos experimentales han resultado ser sueltas masivas de T. sinensis en muchos lugares de Esparia,
como Galicia, en los que, por ejemplo, desde 2015 la Xunta de Galicia ha liberado méas de cuatro millones
de individuos de esta especie foranea en este territorio sin existir todavia una resolucion cientifica (XUNTA

DE GALICIA, 2021), llegando incluso a dos millones de individuos en 2018.
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Figura 24. Fotografia de espécimen hembra de Torymus sinensis. Autor de la fotografia: Diego Gil Tapetado.
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Figura 25. Habitus de Torymus sinensis. Autora de la ilustracién: Patricia Duran Montes.
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Junto a estas sueltas experimentales masivas de individuos de T. sinensis, cabe destacar el hecho
de que Francia y Portugal, paises limitrofes a Espafia, ya poseian programas de control con este parasitoide,
entrando sucesivas generaciones de éstos por dispersion natural al territorio espafiol. De hecho, en Navarra
y Pais Vasco entraron en 2018 y 2019 una cantidad mayor de T. sinensis a las liberadas por los experimentos
en Galicia, mostrando una eficacia de control superior (NIEVES-ALDREY et al., 2019). Ademas, existen
indicios de posibles sueltas ilegales de T. sinensis en Madrid (Cadalso de los Vidrios), donde no habia
autorizacién para la suelta experimental de esta especie (GIL-TAPETADO et al., 2020). Por estos motivos,
siendo ya la entrada de T. sinensis inevitable en Espafia, debido a las sueltas experimentales y por dispersion
natural desde las fronteras, junto con las presiones del sector, se recomendd por parte de las autoridades
competentes la liberalizacion de este parasitoide en el territorio nacional.

Pese al relativo y diferencial éxito del control de T. sinensis, la plaga de D. kuriphilus aun es alta
actualmente en muchos territorios excepto Catalufia, Navarra y Pais Vasco, Comunidades Auténomas
limitrofes con Francia, donde ha entrado por los corredores naturales del este y oeste de los Pirineos
(NIEVES-ALDREY et al., 2019). Sin embargo, la introduccién de T. sinensis, una especie foranea, en un
medio, puede generar desequilibrios en las interacciones entre las especies al incluirse un nuevo eslabon en

las redes tréficas (MOONEY & HOBBS, 2000). Estos desequilibrios estan relacionados con tres cuestiones:

1) Parasitacion de agallas nativas de Cynipini no objetivo, pudiendo desencadenar el descenso de
las poblaciones de especies de Cynipini autéctonas (FERRACINI et al., 2015; GIL-TAPETADO et al., no
publicado). Este efecto adverso de la liberacion de T. sinensis en el medio natural es probablemente el mas
peligroso para nuestra fauna nativa de Cynipidae. En el caso de que T. sinensis tuviera un rango de
hospedador especifico ligado a D. kuriphilus no tendria que implicar ningun riesgo, pero esto no es asi; el
hecho es que, tanto en laboratorio como en el campo, se han detectado ejemplares de esta especie
parasitando y emergiendo de agallas de especies nativas (FERRACINI et al., 2015; GIL-TAPETADO et al., no
publicado). Considerando la biologia de T. sinensis, esta especie no es Unicamente especialista de D.
kuriphilus, sino especialista de agallas morfoldgicamente simples que se inducen a principios de primavera,
como pueden ser B. pallida (Figura 9), Plagiotrochus australis (Mayr, 1882) o Andricus curvator Hartig
1840. Curiosamente, pese a ser de dos géneros diferentes, esta Gltima posee unas agallas con una morfologia
altamente similar a las de D. kuriphilus (NIEVES-ALDREY, 2001), siendo ambas muy parecidas pero las
primeras en hojas de roble y las segundas, en hojas de castafio. Esto hace que existan agallas de Cynipini
nativas que sean mas vulnerables al ataque de T. sinensis que otras. Esto se debe a que el rango de
hospedador de los Torymus asociados en Cynipini es muy variable (GIL-TAPETADO et al., 2021e). Hay
especies como T. affinis, que parasita en su gran mayoria a B. pallida, especie altamente ligada y con
coadaptaciones (Figura 9), aunque también produce ataques (quizas accidentales) en agallas de A. curvator
(ASKew et al., 2013; GIL-TAPETADO et al., 2021e). En el caso de T. sinensis estas parasitaciones no

objetivo se han dado con especies aparentemente muy parecidas a D. kuriphilus, pero también
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en otras diferentes, como es el caso de las agallas subterraneas de Trigonaspis (Figura 28). Como la
liberacion de T. sinensis es aln temprana en el tiempo (en Espafia desde 2015 y con sueltas legales
liberalizadas a finales de 2019, siendo efectiva en 2020), no se pueden conocer aun las perturbaciones,
incidencia o gravedad que pueden causar en las redes tréficas de Cynipini nativas, ni qué pasara si
disminuyen las agallas de D. kuriphilus, pudiendo encontrar en las agallas autéctonas de morfologia simple,

los recursos necesarios para poder realizar su ciclo vital (GiBBs et al., 2011).

2) Presion y desplazamiento de las especies de parasitoides nativas, impidiendo o dificultando la
entrada de estas especies a las agallas de D. kuriphilus, creando un sistema poco diverso y verdaderamente
tritréfico (LORU et al., 2021). Al encontrarse T. sinensis en cantidades tan elevadas en el medio, acaban
ocupando la mayor parte de las camaras larvarias de las agallas de D. kuriphilus, no dejando cdmaras libres
para que los parasitoides autoctonos puedan entrar en este sistema bioldgico. Esto impediria la ayuda de las
especies nativas en el control de la plaga, siendo puramente un sistema conformado por el castafio y dos
insectos exaticos. Desde el punto de vista del control de plagas, esto podria ser beneficioso, ya que se
optimizaria el efecto de la especie control sobre D. kuriphilus, pero, al no encontrarse aislados los sistemas
de Castaneay de Quercus (donde estan los parasitoides nativos de Cynipini), podrian tener efectos directos
sobre la entomofauna de las agallas de los robles. Como se ha comentado antes, es un hecho que T. sinensis
no tiene un rango de hospedador especifico Unicamente ligado a D. kuriphilus, sino que puede ser capaz de
parasitar a diferentes agallas de morfologia simple en los robles. Esto, unido a que T. sinensis se encontraria
en el medio con una poblacion muy alta, podria causar el desplazamiento de los parasitoides nativos en las
agallas nativas de Cynipini (YARA et al., 2007; GiBBS et al., 2011, FERRACINI et al., 2015; GIL-TAPETADO
et al., no publicado).

3) Hibridacion de T. sinensis con especies de Torymus nativas que podrian reducir la diversidad, el
acervo genético o producir hibridos que ataguen de forma secundaria a agallas nativas no objetivo (YARA
et al., 2007, 2010; GIL-TAPETADO et al., no publicado). Se ha demostrado que T. sinensis puede hibridar
con la especie Torymus beneficus Yasumatsu & Kamijo, 1979 en Japén, formando individuos que no se
encuentran igual de sincronizados con las agallas de D. kuriphilus. Esto podria desembocar en dafios en la
fauna nativa, produciéndose asociaciones con agallas cuya formacion coincida con el proceso de
oviposicion de estos hibridos. A su vez, en el Paleértico Occidental, se podrian producir hibridos con las
especies més filogenéticamente cercanas, como es el caso de una especie de un grupo hermano, T. notatus
(PoGoLOTTI et al., 2019; GIL-TAPETADO et al., 2021e). La relativa cercania geografica entre T. beneficus
y T. sinensis podria indicar una mayor facilidad en la hibridacion de estas especies, aunque Japon se
encuentra aislada de China por el Mar de la China Oriental y se desconoce la distribucién de T. notatus,
sobre todo su limite oriental, que podria estar subestimado y podria ser cercano a la distribucion de T.

sinensis. Al igual que ocurre con T. beneficus, la hibridacién entre T. notatus y T. sinensis podria
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desembocar en la pérdida de diversidad, acervo genético y produccion de hibridos con biologias

intermedias, siendo capaces de parasitar mas facilmente a especies de Cynipini nativas.
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Figura 26. Fotografias realizadas con microscopio electronico de barrido y bajo lupa de T. sinensis: A) Vista dorsal
del torax, 1) sutura del frenum en el escutelo; 2) frenum; 3) carenas laterales del propodeo. B) Comparacion de
vistas frontales de cabezas de Torymus: izquierda T. cyaneus, derecha T. sinensis; 4a) frente estrecha; 4b) frente
ancha. C) Comparacion de vistas laterales de patas posteriores de Torymus, arriba T. affinis, abajo T. sinensis, 5a)
metatibia sin surco visible; 5b) metatibia con surco bien visible. D) 6) Funiculo antenal de la hembra con una hilera
de sensilas placoideas. E) 7) Funiculo antenal del macho con artejos claramente mas largos que anchos y con 3

A hileras de sensilas placoideas. F) Ala anterior; 8) estigma del ala anterior no ensanchado ni ahumado; 9)

ala hialina; 10) speculum amplio. Autor de las fotografias: José Luis Nieves Aldrey.
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Figura 27. Fotografia de larva de Torymus sinensis en vista ventral. Se pueden apreciar las bandas rojizas con aspecto

de peine en la parte ventral de la larva. Autor de la fotografia: José Luis Nieves Aldrey.

Figura 28. Fotografia de una hembra de Torymus sinensis parasitando una agalla de Trigonaspis. Autor de la

fotografia: Diego Gil Tapetado.
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Como conclusion de este apartado, la suelta de T. sinensis puede resultar muy beneficiosa para el
control de D. kuriphilus, pero puede tener efectos adversos para la fauna de gallicolas y parasitoides
asociados a Quercus marcescentes y caducos, pudiendo producir una cascada de perturbaciones en las redes
troficas. Cabe destacar que estos posibles efectos ya son irreparables, puesto que es casi imposible el control
de T. sinensis si fuera necesario, ya que su poblacion esta asentada o en proceso de asentamiento en buena
parte del territorio donde ha sido soltado en grandes cantidades y posee muchos recursos para parasitar,
tanto de agallas de D. kuriphilus como de agallas nativas vulnerables de Cynipini que parasitar. Por ello, es
imprescindible considerar todos los posibles efectos negativos que puede tener una especie en el medio
antes de su liberacién y no evaluar su impacto a posteriori o durante este proceso, como ha sido el caso de
la suelta de T. sinensis.

9. Especies invasoras

Una especie foranea puede establecerse en las redes tréficas sin tener repercusiones, pudiendo ser
considerada como una especie naturalizada, o bien provocar alteraciones y cambios en la estructura normal
de las redes tréficas, generando presiones contra otras especies o0 superpoblaciones secundarias, pudiendo
ser considerada como una especie invasora (MOONEY & HOBBS, 2000; MOONEY et al., 2005; SIMBERLOFF,
2010). Por lo tanto, formalmente, una especie invasora se puede definir como una “especie exdtica que se
introduce o establece en un ecosistema o habitat natural o seminatural, y que es un agente de cambio y
amenaza para la diversidad bioldgica nativa, ya sea por su comportamiento invasor, o por el riesgo de
contaminacion genética” (COLAUTTI & MACISAAC, 2004; BECK et al., 2008). Las especies invasoras son
consideradas como la quinta causa mas importantes de la pérdida de la biodiversidad a nivel global (por
detras de los cambios en el uso del suelo, la explotacidn directa de los seres vivos, el cambio climético y la
contaminacion), tratdndose de un problema extraordinariamente grave a nivel de la conservacion del medio
natural (IPBES, 2019). Las especies invasoras pueden ser de todo tipo, desde mamiferos, peces, aves,
plantas o insectos, llegandose a contabilizar unas 1800 especies con caracter invasor en Europa en 2013
(EUROPEAN COMMISSION, 2013), pero estando mas desatendidas las de pequefio tamafio debido a su
detectabilidad mas compleja. Las perturbaciones y problematicas creadas por las especies invasoras pueden

ser diversas, afectando a diferentes escalas, desde naturales a humanos:

1) Biodiversidad. Afectan a las especies nativas mediante depredacion o parasitacion (i.e: que se
vinculen tréficamente; a nivel de comunidad biol6gica); competencia interespecifica (también a nivel de
comunidad bioldgica), como por ejemplo territorial, de zonas de reproduccion o recursos

alimenticios, produciendo el desplazamiento de la flora y fauna autoctona; competencia
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intraespecifica (a nivel genético), produciendo hibridacion y suponiendo un problema en conservacion para
el acervo genético; o la transmisién de patdgenos y de parasitos que produzcan enfermedades a especies

Ccuyo sistema inmune no se encuentra adaptado a éstos organismos.

2) Ecosistema. Pueden alterar tanto ecosistemas terrestres como acuticos dulceacuicolas y
marinos. Causan dafios fisicos y quimicos al suelo y al agua, alterando el habitat natural de las deméas
especies e impactando en las redes troficas. Las especies invasoras son especialmente peligrosas en
ecosistemas vulnerables como los de islas (literales o biogeogréaficas), con comunidades bioldgicas
restringidas, con una alta cantidad de endemismos y especies muy especializadas a un ambiente, otras
especies y condiciones concretas.

3) Sociales. Estan relacionados a la alteracion e inhabilitacion de sitios usados para el ocio, pérdida
de usos y costumbres, modificacion de actividades y de recursos explotables, y desaparicion de
comunidades humanas debido a la migracién por pérdida de empleos debido a los impactos causados por
estas especies. Por ejemplo, en el caso del jacinto de agua o camalote (Eichhornia crassipes (Mart.) Solms)
en el Guadiana tapiza la superficie y tapona la desembocadura de afluentes en un tramo de este rio,
produciendo el cambio en el uso y aprovechamiento del rio por parte de estas comunidades locales humanas.
Ademas, puesto que tapona una desembocadura, aumenta el riesgo de inundaciones en las tierras

colindantes, pudiendo producir la emigracion y abandono de la zona (TELLEZ et al., 2008).

4) Salud publica. Algunas especies invasoras pueden afectar a la salud humana, causando desde
dafios minimos como picaduras o irritaciones en la piel, hasta graves, como alergias, intoxicaciones,
mordeduras dolorosas o ser vectores de enfermedades. Esta Ultima es de especial importancia puesto que
puede comprometer gravemente la salud de las personas, como ya se conocen en areas menos desarrolladas
del mundo. La llegada de estas especies invasoras vectores de transmisién a una nueva area puede ocasionar
un grave problema en salud publica, ya que las autoridades sanitarias no suelen estar preparadas para nuevos
focos de infeccién de enfermedades no endémicas o raras hasta ese momento, pudiendo producirse una alta

morbilidad e incluso mortalidad.

5) Economia. Estos dafios son derivados de los costos de las acciones de control, erradicacion y
seguimiento, ademas de los dafios a las infraestructuras urbanas, cultivos, disminucién del turismo y pérdida
de empleo, entre otros, estando altamente relacionado todo ello con el concepto de plaga. Puede definirse
una plaga econémica como una especie que por su presencia o abundancia (usualmente en superpoblacion)
causa dafios directos a las actividades humanas, provocando pérdidas en la produccién de un 5-10% (u otro
umbral estipulado) (MUMFORD & NORTON, 1984; HIGLEY & PERDIGO, 1997). También deben
contemplarse las pérdidas econdémicas derivadas de los impactos a la salud (campafias de prevencion,
medicamentos, etc.), asi como a la biodiversidad y ecosistemas autdctonos, los cuéles son altamente

dificiles de cuantificar.
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La legislacion sobre las especies invasoras es diferente en los distintos paises, si bien existen pautas

comunes en diferentes asociaciones de paises como, por ejemplo, la Unidn Europea, con el Reglamento
(EU) 1143/2014 sobre la prevencion y la gestién de la introduccion y propagacion de especies exoticas
invasoras (the IAS Regulation; EUROPEAN COMMISSION, 2014). A nivel de legislacidn nacional en Espafia,
existe el Catalogo Espafiol de Especies Exéticas Invasoras (CEEEI; BOE, 2011, 2014). En el CEEEI “se
han de incluir todas aquellas especies y subespecies exdticas invasoras que constituyan, de hecho, o puedan
llegar a constituir una amenaza grave para las especies autoctonas, los habitats o los ecosistemas, la
agronomia, o para los recursos econdémicos asociados al uso del patrimonio natural” (BOE, 2014). En
este catadlogo se incluyen tanto especies invasoras en el dmbito iberobalear como canario de forma
diferenciada, puesto que ambas areas presentan localizaciones y biodiversidad muy diferentes.
Actualmente, en el momento de redaccién de esta tesis doctoral, el CEEEI incluye un total de 193 especies
invasoras, de las cuéles, menos de un cuarto son especies de invertebrados, y 14 del total son artrépodos no
crustaceos, representando alrededor de un 7% del total (Figura 29). Probablemente, este porcentaje respecto
al total es bajo en relacién a la cantidad de especies de artrépodos de caracter invasor que existen
actualmente en la peninsula ibérica, puesto que no todas han sido consideradas bajo el prisma cientifico ni
de la Administracion Pablica. Para que una especie entre en el CEEEI necesita que la comunidad cientifica
elabore un informe que es presentado por su propia voluntad al organismo estatal correspondiente,
actualmente, el Ministerio para la Transicion Ecoldgica y el Reto Demografico. Una vez el informe es
proporcionado a la administracion publica, éste pasa por dos procesos diferentes: el primero es una
evaluacion cientifica independiente de la propuesta, realizada por otros profesionales de la materia; y el
segundo, es una evaluacion por parte de las Comunidades Auténomas, es decir, una evaluacion

administrativa de la propuesta. Una vez, ambos informes son favorables, la especie es incluida en el CEEEI

y es regulada por éste.
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<«Figura 29. Porcentajes por grupos funcionales de las especies contempladas por el Catalogo Espafiol de Especies
Exaticas Invasoras. En verde, plantas y hongos; en amarillo y azul, cordados (en amarillo, peces, en diferentes tonos
de azul otros grupos); y en diferentes tonos de rojo, invertebrados (BOE, 2011, 2014).

En el caso de D. kuriphilus, esta especie no se encuentra actualmente recogida por el CEEEI, pese
a que, segun la definicion, es una especie exotica, introducida y establecida en un ecosistema del territorio
nacional, y representa un agente de cambio y amenaza para la diversidad bioldgica nativa, en este caso, los
castafos, que estan recogidos en la Directiva Habitats 92/43/CEE 9260 como “Bosques de Castanea sativa”
(Ruslo, 2009). Ademas, representa una especie plaga econdémica que afecta al sector del castafio (EPPO,
2002; CABI, 2015). Por estos motivos y también motivado por la realizacion de esta tesis, a finales de 2019,
distintos grupos de investigacion espafioles (Museo Nacional de Ciencias Naturales, Universidad
Complutense de Madrid, Universidad de Santiago de Compostela y IFAPA Centro de Churriana, entre
otros) hemos realizado y entregado un informe al Ministerio para Transicion Ecolégica y el Reto
Demografico para la inclusién de D. kuriphilus en el CEEEI (ver pagina 280, Modelo de analisis de riesgos
para la inclusién de la especie Dryocosmus kuriphilus en el Catalogo Espafiol de Especies exdéticas
Invasoras). Actualmente, durante la escritura de esta tesis, aln no se ha incluido, pero los responsables de
este Ministerio nos han informado de que todos los informes (cientifico y administrativo) han sido
favorables. Por lo tanto, uno de los resultados finales de esta tesis es (muy probablemente) la inclusién de
D. kuriphilus en el CEEEI, ayudando a que se legisle para asi proteger los castafios espafioles y nuestro
patrimonio natural y cultural, ademas de la toma de decision de la liberalizacién de T. sinensis (ver pagina

45, Torymus sinensis).

Para finalizar este apartado, ponemos de manifiesto la gran importancia y relevancia de que
diferentes organismos cientificos colaboren con las administraciones publicas para elaborar diferentes
informes acerca de la inclusién en el CEEEI de especies con caracter invasor distribuidas en el territorio
esparfiol que alin no estén presentes. Especies como Cydalima perspectalis (Walker, 1859), defoliadora de
boj o Halyomorpha halys Stal, 1855, plaga agricola de diferentes cultivos, son dos especies introducidas
que estan suponiendo graves problemas en nuestras especies autoctonas y ain no estan contempladas en el
CEEEI para la actuacion de las autoridades pertinentes. Hasta que estos informes no sean emitidos desde
las iniciativas cientificas a los organismos oficiales del Estado, estaremos desprotegidos legalmente en su
contra, dificultando muchas veces las actuaciones de carécter técnico para gestionar sus poblaciones y
agravando, por tanto, los efectos nocivos contra el medio natural, nuestro patrimonio y nuestra

biodiversidad.
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10. Control bioldgico

El control biolégico puede ser definido como el uso por parte del ser humano de una especie concreta para
la disminucion de las poblaciones de una especie objetivo, aprovechando una estrategia bioldgica
caracteristica (VAN DEN BoscH et al., 1982, MURDOCH et al., 1985; DEBACH & ROSEN, 1991). Existen
varios tipos de control bioldgico: el basado en depredacion/parasitismo y el basado en patdgenos (hongos,
virus o bacterias). Enfocandonos en el primer tipo y siguiendo esta definicion, se pueden definir unas
caracteristicas concretas para completar qué es un buen control bioldgico. De esta manera, se puede evaluar
gué especie es susceptible de ser empleada como control bioldgico y cuél no puede ser empleada como tal,

0 bien, cuél no puede definirse como tal (FLINT & DREISTADT, 1998):

1) Control dirigido y especifico. El agente de control tiene que ser empleado contra una especie en
concreto (i. e.: no existen controles biolégicos contra insectos en general, pues éstos son mas de un millon
de especies con biologias muy diferentes entre ellos). La eleccion de una especie especialista contra una
especie plaga objetivo producira poco o ningun efecto nocivo colateral del enemigo natural hacia otros
organismos no objetivo. Ademas, al establecerse una relacion bitrofica, se estableceran relaciones de
densodependencia, por lo que esta pequefia comunidad biolégica se autorregulara considerando cada una
de sus poblaciones. En el caso de organismos generalistas, esta densodependencia no existe con la especie
objetivo, pues pueden alimentarse de otras especies nativas no objetivo y producir perturbaciones en el
medio y comunidades bioldgicas. Si, ademas, este control bioldgico es recurso-dependiente de la especie
plaga objetivo, se conseguira una regulacion directa y sin ningun tipo de problematica indirecta asociada

por esta accién humana.

2) Enemigo natural. Si la relacion del control biolégico es la de antagonista 0 enemigo natural de
la especie control en su zona de distribucion original, se pueden emular estos vinculos troficos en el area
invadida. Al ser un enemigo natural, con una historia natural conjunta y con mecanismos de coevolucion
implicados, el uso de esta especie aumentara la eficacia, incidencia y velocidad del control biol6gico para
disminuir la poblacion de la especie plaga. Esta coevolucién implica que el control biol6gico presentara
toda una serie de adaptaciones a los posibles mecanismos de defensa o tolerancia que puede presentar la
especie plaga, encaminados a superar éstas y ser exitoso en el ataque y consumo del recurso. Ademas, al
ser una especie adaptada al ciclo vital de su especie recurso, presenta una sincronizacion fenoldgica y de
actividad que puede optimizar el control de la especie objetivo, no pudiendo atacar (0 teniendo més
dificultad) a otras especies con ciclos vitales o biologias diferentes. En definitiva, cuanto méas especifica
sea la especie control bioldgico de una plaga, mayor indice de éxito y menores perturbaciones secundarias

se produciran.
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3) Periodo de asentamiento y durabilidad. EI periodo del control es a relativamente largo término,
con frecuencia permanente; por ello, que la especie control pueda asentarse sin reforzar el asentamiento
con sueltas anuales es importante tanto a nivel de que se ajusten las sus ciclos biologicos, como a nivel de
tamano de poblacidn, como a nivel econémico. Sin embargo, un nivel de asentamiento elevado implica que
el agente de control no pueda ser eliminado del medio facilmente, sobre todo tratdndose de organismos de
pequefio tamafio o incluso microscopicos. Por el contrario, un grado de asentamiento elevado en un area
objetivo en la que se efectla la accion de control biolégico es beneficioso a multiples niveles, ya que la
especie no se dispersara a otras zonas, sino que se quedara asentada en su zona de liberacién, evitdndose
asi problemaéticas asociadas. Un organismo altamente mévil o con gran capacidad de dispersion no se
asentara correctamente en la zona objetivo donde se encuentra la plaga, o en su defecto, una vez haya
descendido la poblacion de la especie plaga, se movera hacia otras areas. Este hecho es especialmente
preocupante con controles bioldgicos realizados con organismos que no sean especialistas, ya que una gran
poblacion polifaga y mdvil puede tener efectos y consecuencias imprevisibles y probablemente negativos
sobre la biodiversidad autoctona.

4) Facil sustraccion del medio. Una vez la accidn de regulacion de la poblacion de la especie
objetivo ha sido exitosa, el control biol6gico debe ser eliminado por completo o reducido en un porcentaje
alto, puesto que se trata de un organismo, la mayor parte de las veces, foraneo o con un tamafio de poblacion
alto en comparacion con las condiciones normales sin actuacion humana. Es posible que este organismo
control pueda verse obligado a asociarse tréficamente con especies nativas no objetivo para poder
sobrevivir en condiciones de no encontrar su recurso objetivo, pudiendo generar perturbaciones en el medio
y suponer una amenaza para las especies autoctonas (ver pagina 52, Especies invasoras). Por ello, tener un
plan de sustraccion definido deberia de ser condicién altamente recomendada antes de soltar (o aumentar

la poblacion de) un organismo de control biolégico en el medio natural.

5) Solucion econdmica. La relacion coste/beneficio de su aplicacion debe ser muy favorable e
implica que no tiene por qué invertirse mucho dinero en el control biol6gico. El control biolégico incluye
costes de produccion como los costes de cria y de almacenamiento, asi como los costes del personal
encargado de la crianza, la liberacion y el seguimiento de las poblaciones. Que toda la inversion econémica
en estos procesos sea inferior al beneficio que se va a recuperar tras la accion del control bioldgico es
indispensable para poder llevar a cabo esta accion humana. Los recursos econémicos son limitados y es
posible que las estrategias de control no salgan rentables para poder regular las poblaciones del organismo
objetivo. También, reducir excesivamente los costes en el control biolégico no estd recomendado, ya que
la calidad de éste podra disminuir, bajando su efectividad contra la especie plaga (e. g.: reducir costes en
los alimentos o en gastos de personal, manteniendo desatendidos o en malas condiciones a los agentes de
control bioldgico). Pensando Unicamente bajo el prisma econdmico, el control bioldgico no deja de ser una
inversion econdmica en la que se pierde un dinero a corto plazo para obtener un beneficio a

medio/largo plazo, normalmente beneficios
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en forma de la recuperacién de los cultivos afectados para su explotacion como antes de la plaga. Sin
embargo, al ser una accién humana, cercana a las decisiones de la administracion publica, también puede
traducirse en beneficio politico o social, en forma de mantener la tranquilidad y el apoyo del sector afectado

y evitar sus presiones.

6) Evita plagas secundarias. Al igual que una especie introducida, un control biolégico puede
producir perturbaciones en las comunidades bioldgicas en las que entra, de tal forma que las poblaciones
de estos organismos pueden aumentar sus poblaciones, llegando a ser superpoblaciones o plagas (BROWN
etal., 2007; LozANO & DE D10s, 2018; Roy et al., 2016). En este caso, comunidades bioldgicas complejas
con muchas relaciones troficas pueden verse alteradas, produciendo estos efectos adversos de plagas
secundarias. El estudio de cada tipo de control bioldgico no es sélo Gnico por cada especie que se emplee
con este fin, sino que depende de la zona de liberacion, donde existen composiciones y estructuras de
comunidades diferentes. Por ello, llevar a cabo estudios previos y de seguimiento es muy importante, antes
de tomar decisiones precipitadas y que produzcan alteraciones en las comunidades de especies autdctonas.

7) No existen problemas de intoxicaciones o de vectorizacion de patégenos. Puede darse el caso de
gue las especies de control biol6gico pueden ser portadoras de patdgenos o ser especies nocivas para el ser
humano o la biodiversidad autéctona. La eleccion de un control biol6gico que a su vez sea vector de
transmision de enfermedades en salud pablica es extrafio y altamente no recomendado. Sin embargo, si que
pueden existir casos de que los controles biolégicos pueden producir perjuicios a la salud en el ser humano,
como es el caso de las picaduras producidas por insectos depredadores (e. g: control biolégico con Zelus
renardii Kolenati, 1857 (Hemiptera: Reduviidae), conocida en castellano como una “chinche asesina™), que
puede producir dolor intenso, eritemas y producir sintomatologias graves en algunos casos. Otro caso mas
comun es que el control bioldgico pueda ser portador de enfermedades de salud vegetal y que pueda ser
transmisor de éstas, iniciando nuevos focos de infeccion en la vegetacion nativa. Este punto deberia ser de
importancia capital a la hora de seleccionar o no una especie como controlador bioldgico, puesto que estos
dafios que podrian ocasionar podrian ser verdaderamente graves, mucho més que los que pudiera producir

la propia plaga de no controlarse con dicho agente.

8) Se puede usar dentro del Control Integrado de Plagas. Es decir, que pueda ser aplicado junto con
una variedad de métodos complementarios, como fisicos, mecéanicos, quimicos, biol6gicos, genéticos,
legales y culturales para el control de plagas. Esta compatibilidad, siempre que sea posible, aumenta la
eficacia de la regulacion de la poblacién de la especie objetivo, usando diferentes vias, haciendo mas viable

la paliacion de dafios y la recuperacion de la productividad antes de la introduccion de la especie plaga.

En el caso de T. sinensis para controlar las poblaciones de D. kuriphilus, este parasitoide no
cumpliria todas las caracteristicas de un buen controlador bioldgico. EI punto 1 (Control dirigido y

especifico) junto con el punto 2 (Enemigo natural) es confuso, ya que T. sinensis potencialmente
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puede atacar a la fauna autdctona, creando un escenario de incertidumbre sobre qué pasara con esta especie
en el futuro si no es recurso-dependiente de D. kuriphilus y no se establecen relaciones de densodependencia
con esta plaga. Realmente, tampoco es demasiado claro el papel de enemigo natural de T. sinensis sobre D.
kuriphilus en China, su zona de procedencia, ya que los estudios no son demasiado accesibles o
directamente son parciales, ya que simplemente es la especie mas comin que aparece parasitandola. Sin
conocer qué ocurre con la composiciény estructura del resto de las especies de las comunidades de Cynipini
en China, no se puede saber realmente si es el enemigo natural especifico de D. kuriphilus, o bien, si es la
especie mas comun de esta comunidad biolégica (MURAKAMI, 1981). Realmente, dado que el estudio en
campo en China es complicado y que no se dispone de la informacion necesaria, no se conoce el rango de
hospedador real de T. sinensis en su zona de procedencia, pudiendo ser tanto una especie especialista como
generalista. Unicamente se esta empezando a conocer el rango de hospedador en las areas donde se esta
liberando como controlador biolégico, obteniendo como resultado que es mas amplio del esperado en un
primer momento. El punto 3 (Periodo de asentamiento y durabilidad) es variable, dependiendo de las
diferentes zonas de suelta, probablemente debido a la climatologia local, donde T. sinensis estd mejor o
peor adaptado (pagina 82; NIEVES-ALDREY et al., 2019), tardando mas o menos tiempo en establecerse en
el area y con tamafos de poblacién diferenciadas. En las areas donde se asienta T. sinensis se mantiene en
el tiempo y ejerce su accion contra D. kuriphilus y sus poblaciones aumentan, hasta tal punto que se expande
hacia areas limitrofes, como ocurri6 con la entrada de este parasitoide en Catalufia, Pais Vasco y Navarra
desde Francia. Por lo tanto, su grado de asentamiento puede llegar a ser alto en ciertas zonas, aunque la
especie también se puede dispersar facilmente, deslocalizando la zona de accién del control biolégico y
desplazandose hacia areas no objetivo (i.e.: de Francia a Espafia a través de los Pirineos). Junto con este
hecho, debido a su pequefio tamafio y a que no existe ningin plan para su eliminacion del medio, T. sinensis
dificilmente podra ser sustraido del medio en caso de que sea necesario, uniéndose a su capacidad para
poder parasitar especies de Cynipini nativas. Por lo tanto, T. sinensis no cumpliria la caracteristica 4 (Facil
sustraccion del medio). Respecto al punto 5 (Solucion econémica), cada individuo de T. sinensis esta
valorado en aproximadamente 1€ y sus sueltas en Espafia han sido de varios millones de ejemplares en
Comunidades Auténomas como Galicia. Esto unido a los gastos de personal para su liberacién sumaria un
total de varios millones de euros destinados a esta tarea. Actualmente no existen producciones locales de
T. sinensis en Espafia, la inmensa mayoria procede de importacion desde Italia, aunque se estan
estableciendo proyectos de produccion local de este parasitoide. Como se coment6 anteriormente, el control
biol6gico es una inversidon econdémica en la que los primeros afios pueden existir cuantiosas pérdidas hasta
que llegan a regularse las poblaciones de plaga y se empiezan a generar beneficios. Como la liberalizacion
de sus sueltas son relativamente recientes, aln es pronto para saber si en Espafia es una solucién econémica
(actualmente, el balance de la inversion es negativo). Sin embargo, en otros paises, si que es una inversion
rentable, ya que se ha producido la reduccion de las poblaciones de D. kuriphilus de forma profunda, aunque

aun no se ha consolidado la recuperacion del mercado de la castafia (MEIER, 2019). Torymus

59



INTRODUCCION

sinensis cumple satisfactoriamente y sin contrapartidas aparentes las caracteristicas 6, 7 y 8 de un buen
agente de control biolégico, quedando el resto de los puntos abiertos a debate. Respecto a este apartado de
control bioldgico, la presente tesis doctoral esta enfocada en aportar conocimiento sobre los puntos 1, 2y
3.

Existen casos previos en los que una especie empleada como controladora bioldgica contra
especie/especies objetivo no resulta como se esperaba a priori, sino que se producen dafios no previstos en
la fauna y flora nativa. Por ejemplo, en Espafia se encuentra la especie Harmonia axyridis (Pallas, 1773)
(Coleoptera: Coccinelidae), una especie procedente de las estepas asiaticas y que depreda sobre diferentes
especies de pulgones (BROWN et al., 2007; RoY et al., 2016). Esta especie ha sido importada por todo el
mundo para la regulacion de pulgones y sus plagas vinculadas, incluyendo nuestro territorio y Portugal
(SESMA & GIL-TAPETADO, 2020). Sin embargo, esta especie empleada como controlador biolégico result6
una especie competidora y en ocasiones depredadora de los coccinélidos autéctonos, produciendo, en
cambio problemas alergdgenos a humanos y de desplazamiento de la entomofauna nativa (RoY et al., 2006;
2016). Por estas razones, esta especie utilizada como agente de control bioldgico se encuentra actualmente
y desde 2013 en el Catadlogo Nacional de Especies Exéticas Invasoras (MINISTERIO DE AGRICULTURA,
ALIMENTACION Y MEDIO AMBIENTE, 2013). Parecido a éste, es el caso de Z. renardii, un redivido
norteamericano empleado en el control biol6gico de diferentes artropodos objetivo (DAVRANOGLOU, 2011;
LozANO & DE DI0s, 2018; GOULA et al., 2019). Esta especie es altamente generalista y depreda muchas
especies diferentes y posee una alta capacidad de dispersion y asentamiento (LOzANO & DE D10s, 2018),
siendo un controlador biol6gico poco efectivo. En el caso de liberarse en una zona con una poblacion
elevada de una especie plaga, depredara sobre ella, pero también depredard cualquier otra especie no
objetivo del sistema, siendo sometida a una presion y un vinculo tréfico a la que no estaria en condiciones
normales. Ademas, esta especie puede producir picaduras dolorosas al ser humano y, dado que su poblacion
esta aumentando en sus zonas invadidas, es probable que estos casos aumenten con el tiempo (ROBINSON,
2005; MIRALLES-NUREZ et al., 2021). Sin embargo, pese a todas estas problematicas asociadas a Z.
renardii, aln existen estudios que recomiendan su uso y exportacion (LICCARDO et al., 2020). Tanto estos
dos casos como el de esta presente tesis relacionada con T. sinensis y D. kuriphilus son excelentes casos de

la dicotomia entre produccion y la conservacion asociados a insectos.
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Esta tesis doctoral aborda mediante diferentes enfoques la problemaética de la especie invasora Dryocosmus
kuriphilus, plaga del castafio, asi como la liberacion en el medio natural para su control de la especie
también foranea Torymus sinensis. El foco de esta tesis doctoral se centra en un problema de plagas y
control bioldgico intentando comprender sus implicaciones tanto en lo que se refiere estrictamente a la
problemética silvicola y forestal como a su repercusion socioecondémica, y en la conservacion del
patrimonio natural. La cria en el laboratorio para la posterior liberacion en la naturaleza de T. sinensis como
controlador biolégico de la plaga del castafio se habia facilitado, primero en distintos paises donde comenz6
la plaga y posteriormente en Espafia, sobre la base de estudios previos incompletos o sesgados que asumian
una alta especificidad de dicho agente de control sobre su hospedador. Sin embargo, el uso masivo de T.
sinensis plantea una serie de interrogantes e incertidumbres que los estudios previos, sesgados y orientados
directamente a la produccion forestal, no habian tenido en cuenta, referidos a aspectos clave de la biologia
gallicola, parasitoide y de la biologia de las especies del género Torymus. Algunos ejemplos de estos
aspectos son el conocimiento estricto del rango de hospedador (cuanto de especialista o generalista son las
especies), cudles son las especies cercanas filogenéticamente (y asi conocer las especies con mas riesgo de
hibridacion y sus tiempos de divergencia a lo largo de la historia evolutiva), la competencia interespecifica

o la plasticidad fenotipica de las agallas y la influencia climatica.

Para tener una vision amplia, considerando de forma pormenorizada la biologia de las especies, se
han seguido diferentes puntos de vista. Estos son el biogeografico, el ecolégico y el filogenético. Estos
enfogues no son excluyentes, sino que poseen relaciones y retroalimentaciones entre ellos, construyéndose
los contenidos de esta tesis doctoral sobre estos pilares. Considerando estos enfoques, la tesis doctoral esta
dividida en tres capitulos referidos a cada uno de ellos, que recopilan y organizan ocho articulos cientificos
(actualmente siete publicados y uno en proceso de publicacion). Ademas, se incluyen anexos de otros
trabajos publicados derivados de la tesis doctoral, como dos contribuciones con especies nuevas para la
ciencia (Parochthiphila carinata y Mesopolobus delafuentei) y otra con la reconstruccion histérica de la
invasion de D. kuriphilus en Galicia, asi como el informe para la inclusion de D. kuriphilus en el Catalogo

Espafiol de Especies Exoticas Invasoras.

El primer capitulo, referido a cuestiones relacionadas con Biogeografia, se titula DISTRIBUCION
REAL Y POTENCIAL DE D. KURIPHILUS Y T. SINENSIS. Este capitulo se ha elaborado e incluido en esta tesis
doctoral para mostrar e ilustrar cdmo es'y cdmo ha sido la colonizacion en Espafia de D. kuriphilus y donde
se ha liberado o ha dispersado de manera natural T. sinensis. EI conocimiento de donde se encuentran las
especies relacionadas con esta tesis doctoral es indispensable para poder estudiarlas de forma déptima,
conociendo todos los focos de la plaga y donde se encuentra actualmente (2020-2021) la especie que se
utiliza como controlador bioldgico de la misma. Esto no es Gnicamente interesante desde el punto de vista

cientifico sino lo es, especialmente, desde la perspectiva de la gestion, tanto desde el punto de
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vista de la produccion forestal como de la conservacion de las especies nativas. De este modo, eliminamos
el déficit de conocimiento wallaceano para D. kuriphilus y T. sinensis en Espafia. Este capitulo lo componen
tres articulos y se complementa con el articulo GIL-TAPETADO et al., 2021a del anexo. Los articulos que lo

componen son: GIL-TAPETADO et al., 2018, NIEVES-ALDREY et al., 2019y GIL-TAPETADO et al., 2020.

El segundo capitulo, referido a cuestiones relacionadas con la Ecologia (relaciones con el clima,
comunidades bioldgicas y relaciones interespecificas parasitoide-hospedador), se titula RELACIONES DE D.
KURIPHILUS CON EL AMBIENTE Y LA ENTOMOFAUNA PARASITOIDE. Este capitulo se ha elaborado e incluido
en esta tesis doctoral para mostrar como influye, por una parte, las diferentes climatologias ibéricas
(mediterranea y eurosiberiana) en la formacidn de las agallas de D. kuriphilus, y, por otra, la fauna local e
introducida de parasitoides asociada con esta especie plaga e invasora en distintas partes de Espafia. En este
ltimo punto se pone de manifiesto la alta capacidad que tiene D. kuriphilus para reclutar parasitoides
nativos y haber fundado de novo una comunidad bioldgica en nuestro territorio. Hay que considerar que
Espafia contiene diferentes subunidades climaticas y geograficas, y esto ayuda a entender las relaciones de
D. kuriphilus en esta region peninsular, que puede ser comparada con un continente en miniatura. Al tener
en cuenta esta respuesta diferencial, podemos obtener respuestas mas concretas y menos generales, asi
como comprender como se comporta D. kuriphilus en diferentes escenarios de temperatura, precipitacion,
y con diferentes componentes de las comunidades nativas de parasitoides. Ademas, en este capitulo se
incluyen dos conceptos biol6gicos ampliados, novedosos y relacionados con D. kuriphilus, por una parte,
la biogeografia de islas dentro del continente (ver pagina 35, Parasitoides y Superfamilia Chalcidoidea;
GIL-TAPETADO et al., 2021b) y la sincronizacidn/escape de D. kuriphilus de los parasitoides nativos por la
ventana de oportunidad del ataque, que es dependiente del tamafio de la pared de la agalla (GIL-TAPETADO
et al., 2021c). Los articulos que lo componen son: GIL-TAPETADO et al., 2021b, GIL-TAPETADO et al.,
2021cy GIL-TAPETADO et al., 2021d.

El tercer capitulo, referido a cuestiones relacionadas con Filogenia (relaciones filogenéticas y
tiempos de divergencia), se titula FILOGENIA DE T. SINENSIS Y LOS RIESGOS DE SU LIBERACION EN EL MEDIO
NATURAL. Este capitulo se ha elaborado e incluido en esta tesis doctoral para mostrar como esta configurado
el género Torymus asociado a agallas de Cynipidae, cuales son las especies méas cercanas filogenéticamente
aT. sinensis y los tiempos de divergencia entre estas especies. De esta manera, podemos comprender mejor
los riesgos de hibridacidn entre las especies nativas de Torymus y T. sinensis. Aprovechando este estudio
molecular, se han estudiado complementariamente mas aspectos acerca del género Torymus, como qué
biologia fue ancestral, la especialista o la generalista, qué procesos y mecanismos evolutivos han seguido
estas especies 0 si existen especies cripticas entre las especies descritas de este grupo. Todo este
conocimiento deberia de ser una base previa acerca de Torymus y de T. sinensis, que deberia haber sido ya

estudiada antes de empezar la liberacion de esta especie en el medio natural como controlador bioldgico, y
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asi haber minimizado algunas de las incertidumbres y preguntas planteadas. Los articulos que lo componen

son: GIL-TAPETADO et al., 2021e y GIL-TAPETADO et al., no publicado.

Por lo tanto, esta tesis doctoral retine 5 afios de trabajo de diferentes grupos de investigacion y de
entidades académicas: Museo Nacional de Ciencias Naturales, Universidad Complutense de Madrid y
Universidad de Santiago de Compostela. Esta tesis plantea ampliar los limites del conocimiento existente
(o bien reducir los diferentes déficits de conocimiento, Tabla 3) acerca de las especies D. kuriphilus y T.
sinensis, sus interrelaciones, y sus relaciones con el ambiente y con la fauna nativa, asi como la biologia de
los parasitoides y gallicolas y su historia evolutiva. Como cualquier tesis doctoral, la presente tesis también

aporta nuevo conocimiento al mundo cientifico y a la humanidad (Figura 30).

Tabla 3. Recopilacion y definicion de los siete grandes déficits de conocimiento sobre la biodiversidad,

siguiendo a HORTAL et al., 2015.

Déficit de

e Definicion
conocimiento

La mayoria de las especies en la Tierra no se han descrito ni catalogado; este

Linneano . .
concepto puede extenderse a especies extintas.

El conocimiento sobre la distribucién geografica de la mayoria de las especies es

Wallaceano - . .
incompleto, siendo en general inadecuado a todas las escalas.

Falta conocimiento sobre la abundancia de especies, y los datos sobre la dindmica

Prestoniano . .
espacial y temporal de las poblaciones son a menudo escasos.

Falta conocimiento sobre el arbol de la vida, asi como sobre la historia evolutiva de
las especies y la evolucidn de sus rasgos.

Falta de conocimiento sobre los rasgos funcionales de las especies y sus funciones
ecoldgicas.

Falta de conocimiento sobre las respuestas y los niveles de tolerancia de las especies
a las condiciones abidticas (es decir, su nicho escenopoético).

Darwiniano
Raunkiaerano

Hutchinsoniano

Falta de conocimiento sobre las interacciones ecoldgicas entre las especies, asi como

Eltoniano . ; TN . .
sus efectos sobre la supervivencia y la eficacia bioldgica (fitness) de los individuos.
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Figura 30. Diagrama de la ampliacion de los limites del conocimiento por una tesis doctoral (Modificado de
la ilustracion de Matthew Might, The illustrated guide to a Ph.D. MIGHT, 2010).

“Keep pushing.”
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El objetivo principal de esta tesis doctoral es contribuir a aumentar el conocimiento acerca de la
problematica de Dryocosmus kuriphilus, Torymus sinensis y la fauna nativa, con especial enfoque en tres
disciplinas biolégicas: Biogeografia, Ecologia y Filogenia, asi como en otros campos, como la Taxonomia
y la descripcion de nuevas especies, y la Gestion (mediante la elaboracion de un informe para la inclusion
de D. kuriphilus en el Catalogo Espafiol de Especies Exdticas Invasoras). Los objetivos especificos

centrados en este marco de trabajo se enumeran a continuacion:

|) OBJETIVOS RELACIONADOS CON LA AMPLIACION DEL CONOCIMIENTO DE LA DISTRIBUCION

GEOGRAFICA EN ESPANA DE DRYOCOSMUS KURIPHILUS Y TORYMUS SINENSIS.

& Conocer y caracterizar la distribucion actual de D. kuriphilus en Espafia (al menos hasta 2019-2020).

& Conocer la distribucion potencial de D. kuriphilus en Espafia, realizando modelos de distribucion de
especies para poder identificar y predecir cuales son las zonas més idéneas donde esta especie invasora se
puede establecer.

&% Realizar modelos de dispersion anual de D. kuriphilus en Espafia a diferentes escalas para poder predecir

el avance de esta especie invasora por los diferentes territorios.

& Conocer y caracterizar la distribucion actual de T. sinensis en Espafia (al menos hasta 2019-2020).

&% Conocer y caracterizar la dispersion de T. sinensis en Espafia y a través de sus fronteras politicas y

geograéficas.

& Conocer las tasas de parasitismo y el tamafio de las poblaciones de T. sinensis en diferentes partes de

Espana.
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I1) OBJETIVOS RELACIONADOS CON LA AMPLIACION DEL CONOCIMIENTO DE LA ECOLOGIA DE

DRYOCOSMUS KURIPHILUS, TORYMUS SINENSIS Y SUS COMUNIDADES BIOLOGICAS.

&% Estudiar la variabilidad en la morfologia de las agallas de D. kuriphilus dependiendo de la variabilidad

climatoldgica presente en la peninsula ibérica en funcién de la latitud (mediterranea y eurosiberiana).

&% Conocer las comunidades bioldgicas de parasitoides (Chalcidoidea) y otra entomofauna nativa

reclutados por D. kuriphilus en dos areas importantes para el castafio de Espafia (Malaga y Galicia).

& Conocer cuanto tiempo tardan en colonizar los parasitoides nativos las agallas de D. kuriphilus.

& Conocer qué caracteristicas morfologicas de las agallas de D. kuriphilus facilitan o impiden el

parasitismo de la fauna nativa e introducida.

& Estudiar la influencia de las variables climéticas y meteoroldgicas en las agallas de D. kuriphilus y su

parasitismo.

& Examinar el papel de T. sinensis en las comunidades biol6gicas de parasitoides reclutadas por D.

kuriphilus en Galicia y Malaga.

&% Relacionar el rapido reclutamiento de parasitoides por parte de las agallas de D. kuriphilus con hipotesis

y teorias bioldgicas.

I11) OBJETIVOS RELACIONADOS CON LA AMPLIACION DEL CONOCIMIENTO DE LA FILOGENIA DE

TORYMUS Y LOS RIESGOS DE LA LIBERALIZACION DE TORYMUS SINENSIS.

&% Recuperar las relaciones filogenéticas de las especies de Torymus asociadas a la familia Cynipidae,

incluyendo a T. sinensis.

& Conocer los tiempos de diversificacion de las especies de Torymus asociadas a la familia Cynipidae.
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&% Relacionar la filogenia de las especies de Torymus asociadas a la familia Cynipidae con su ecologia y

obtener nuevo conocimiento englobando estas dos disciplinas.

&% Caracterizar a las especies de Torymus asociadas a la familia Cynipidae como generalistas o

especialistas y definir estos términos para este grupo concreto.

&% Estudiar qué fue antes en el grupo de los Torymus asociados a la familia Cynipidae, las especies

generalistas o las especialistas.

&% Relacionar la filogenia de las especies de Torymus asociadas a la familia Cynipidae con el tiempo

evolutivo y las posibles causas de su diversificacién y aparicion de los grupos especialistas/generalistas.

& Conocer los riesgos ambientales de la suelta de T. sinensis en el medio natural (hibridacion y rango de

hospedador).

&% Identificar las especies de Torymus nativas mas cercanas filogenéticamente a T. sinensis e investigar la

posible hibridacion entre ellas considerando los tiempos de divergencia de los sublinajes respectivos

& Conocer qué especies de Cynipidae nativos son mas vulnerables al ataque de T. sinensis, cuales son sus

caracteristicas y cual ha sido hasta el momento actual la incidencia de esta especie exoética sobre ellas.
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Este capitulo, relacionado con la Biogeografia, trata de conocer donde estan distribuidas las especies
foraneas D. kuriphilus y T. sinensis en Espafia, considerando el papel invasor de la primera y el papel de
controlador bioldgico, y con posibles riesgos ambientales de la segunda. Como se coment6 previamente,
eliminar el déficit de conocimiento wallaceano y hutchinsoniano acerca de estas especies, una plaga y otra
agente de control bioldgico, ayuda tanto a labores de gestion como a labores de conservacion,
caracterizando las areas donde estan presentes y cuéles de ellas son mas vulnerables. Los trabajos que

componen este capitulo son:

I. GIL-TAPETADO D, GOMEZ JF, CABRERO-SANUDO FJ, & NIEVES-ALDREY JL. (2018). Distribution and
dispersal of the invasive Asian chestnut gall wasp, Dryocosmus kuriphilus (Hymenoptera: Cynipidae),
across the heterogeneous landscape of the Iberian Peninsula. European Journal of Entomology, 115: 575-
586. URL: https://www.eje.cz/artkey/eje-201801-
0055_distribution_and_dispersal_of the_invasive asian_chestnut_gall_wasp_dryocosmus_kuriphilus_hy
menoptera_cynipi.php Pagina 70.

II. NIEVES-ALDREY JL, GIL-TAPETADO D, GAVIRA ON, BOYERO JR, POLIDORI C, LOMBARDERO, MJ,
BLANCO D, REY C, RODRIGUEZ-R0JO MP, VELA JM, & WONG ME. Torymus sinensis Kamijo, a biocontrol
agent against the invasive chestnut gall wasp Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu in Spain: its natural
dispersal from France and first data on establishment after experimental releases. Forest systems, 28(1):
e001. URL.: https://revistas.inia.es/index.php/fs/article/view/14361 Péagina 82.

[1l. GIL-TAPETADO D, RODRIGUEZ-R0JO MP, VALDERAS SABIDO A, & NIEVES-ALDREY JL. (2020). Newly
invaded territories by Dryocosmus kuriphilus in Spain and first records of Torymus sinensis in the Sistema
Central. Forest systems, 29(2), 219-225. URL: https://revistas.inia.es/index.php/fs/article/view/16384
Pagina 93.

En estos trabajos se detalla la distribucion de D. kuriphilus y T. sinensis en Espafia. En GIL-
TAPETADO et al., 2018 se relaciona la presencia de D. kuriphilus con la idoneidad del territorio como
medida de calidad de las areas para satisfacer el nicho ecoldgico de la especie bajo el prisma del nicho
climético y las variables que lo condicionan. En este articulo se desarrolla una metodologia novedosa acerca
de la modelizacion de distribucion de especies, concretamente en la elaboracion de pseudoausencias y
background, que ha sido utilizada en otros trabajos posteriores como RoSAS-RAMOS et al., (2020), POLIDORI
et al., (2021) (en el que se detalla profundamente esta metodologia), SARDON-GUTIERREZ et al., (2021),
GOMEzZ et al., 2021 y GIL-TAPETADO et al., no publicado (premiado en los VI Premios Nacionales de
Entomologia para Jovenes Investigadores de la Asociacion Espafiola de Entomologia de 2021). También en este
articulo se desarrollan modelos predictivos de dispersion, considerando la dispersion natural de D.
kuriphilus. Sin embargo, las predicciones no han funcionado correctamente, debido a los movimientos de
castafios infestados dentro de los territorios, distorsionando y no encajando la realidad con los resultados
del articulo, que consideraban la mayor capacidad de dispersion natural de D. kuriphilus. Es decir, la

realidad de la dispersion de D. kuriphilus ha sido peor que los modelos de dispersion que
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consideraban el peor de los escenarios, como puede verse en GIL-TAPETADO et al., (2021a) (en los anexos
de esta tesis doctoral). Ademas, en GIL-TAPETADO et al., 2018, se comunica la presencia de D. kuriphilus
en los dos Reales Jardines Boténicos de la ciudad de Madrid, el Real Jardin Botanico de Madrid, ubicado
en el centro de la capital y el Real Jardin Botanico Alfonso XIII ubicado en el campus de la Universidad
Complutense. La presencia de D. kuriphilus en la ciudad de Madrid es discutida en GIL-TAPETADO &
NIEVES-ALDREY, 2018, al no existir una razon clara de cdmo ha podido llegar esta especie invasora a la

ciudad sin una, a priori, movilizacion de castarios.

En NIEVES-ALDREY et al., 2019, se estudia la presencia de T. sinensis en Espafia y su incidencia en
D. kuriphilus en diferentes partes de la geografia nacional. En este articulo se destacan las diferencias de
tasas de parasitismo entre dos regiones, Méalaga (Andalucia) y Galicia, siendo mayor en la primera zona,
pudiendo deberse a una mejor climatologia en el primer territorio. Estas diferencias también pueden ser
detectadas en las comunidades bioldgicas de parasitoides reclutados por D. kuriphilus, discutiéndose en
GIL-TAPETADO et al., (2021b) (en el capitulo Il de esta tesis doctoral). En NIEVES-ALDREY et al., 2019 se
describe la dispersion natural de T. sinensis en la peninsula ibérica desde Francia por el corredor oeste de
los Pirineos, a través de Navarra hacia el interior y el Pais VVasco. En esta area es donde aparece una mayor
tasa de parasitismo en Espafia, siendo una zona donde no se ha soltado T. sinensis de forma deliberada en
programas de control y donde mayor puede ser su efecto en las poblaciones de D. kuriphilus. Esto pone de
manifiesto la alta capacidad dispersiva de T. sinensis, una caracteristica que entra en contradiccién con uno
de los factores (el punto 4, facil sustraccion del medio después de su uso) que califican la idoneidad de una

especie para su uso como agente de control bioldgico.

En GIL-TAPETADO et al., 2020, se actualizan los mapas de distribucion de D. kuriphilus de GIL-
TAPETADO et al., 2018, poniendo el foco en el Sistema Central de la peninsula ibérica. En este articulo se
pone de manifiesto que la probabilidad de dispersion de D. kuriphilus y colonizar los castafiares del Sistema
Central era a priori baja, teniendo en cuenta que la Unica ruta natural de colonizacién desde las localidades
infectadas de Portugal cercanas a la frontera con Espafia, a través de la Sierra de Gata. Sin embargo, en este
articulo se describen varios puntos de presencia de D. kuriphilus en el Sistema Central. En el trabajo se
concluye que dichos focos no estan relacionados con los de presencia de la especie citados en la ciudad de
Madrid y tampoco con los portugueses méas cercanos a la frontera espafiola, sino que son debidos a una
movilizacion humana de castafios infestados. Por otra parte, en este trabajo se describe la primera cita de
T. sinensis en un medio natural de la zona central de la peninsula ibérica y se discute si la presencia de esta
especie se debe a dispersion desde otras zonas 0, mas probablemente a liberacion sin autorizacion. También
se pone de manifiesto la rapida capacidad de reclutamiento de D. kuriphilus de la fauna parasitoide presente
en Quercus, atacando las agallas de los castafios en su mismo afio de colonizacion en la zona. Las razones
de esta capacidad de reclutamiento se abordan en GIL-TAPETADO et al., 2021b (en el capitulo Il de esta

tesis doctoral).
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Abstract. Dryocosmus kuriphilus (Hymenoptera: Cynipidae), also known as the Asian chestnut gall wasp, is a non-native invasive
species that has recently appeared in many regions of Europe, including the Iberian Peninsula. This species is an important pest
of chestnut trees in several regions and is of concern for foresters in these areas. The results of this research revealed 14 differ-
ent hotspots of infestation of D. kuriphilus and resulted in the development of models that predict the distribution of D. kuriphilus
in Spain over the next 37 years (2019—-2055). These results indicate a rapid spread in all Spanish chestnut forests and identify
areas that are theoretically highly suitable and susceptible to colonization by this cynipid based on predictions of three different
niche models. Although D. kuriphilus is able to induce galls on all chestnut trees, the models indicate that there are differences in
the suitability of the different regions for this species. This differential suitability results in some areas having better environmen-
tal conditions than others for D. kuriphilus, which is a factor that should be taken into account in its management and biological
control. This study of the current distribution, patterns of dispersal using GIS and potentially suitable areas for D. kuriphilus, using
niche models will assist in the management and control of this pest in Spain.

INTRODUCTION 2010), modifying plant architecture (Gehring et al., 2017)

The Asian chestnut gall wasp, Dryocosmus kuriphilus  and even rarely negatively affecting the survival of trees
Yasumatsu, 1951 (Hymenoptera: Cynipidae), is a cynipid  (Payne et al., 1975). This cynipid is distributed in different
species native to southern China, where it induces galls on  regions around the world where chestnut forests are pre-
all species of Castanea Mill. (Fagaceae). Taxonomically, sent, such as Japan (Oho & Umeya, 1975), North America
it is included in the tribe Cynipini (Hymenoptera: Cynipi-  (Payne et al., 1975) and Europe (Brussino et al., 2002).
dae), a large group of cynipids commonly known as oak Gall wasp proliferation and invasiveness in newly colo-
gall wasps, with approximately 1000 species that induce  nized areas is facilitated by the absence of natural enemies
galls on plants in the family Fagaceae, especially Quercus  (Stone et al., 2002). Despite the recruitment of numerous
L. (Nieves-Aldrey, 2001). Dryocosmus kuriphilus is uni-  indigenous parasitoids by D. kuriphilus after its arrival
voltine, involving parthenogenetic thelytokous reproduc-  in Europe, which shifted onto this new resource from the
tion, which means that only females are known. The adult ~ Cynipini parasitoid communities on oaks, none were able
females are small insects of approximately 2 mm in length  to control this invasive species (Aebi et al., 2006, 2007;
and their life expectancy is only approximately ten days. = Cooper & Rieske, 2007; Quacchia et al., 2012). As these
Adults emerge from galls between May and August and  native parasitoids are not effective in controlling the abun-
lay eggs in chestnut buds that will develop into galls the  dance of D. kuriphilus, there have been attempts to control
next spring (Yasumatsu, 1951; CABI, 2015), which pre- it using its natural enemy, Torymus sinensis Kamijo, 1982
vents the formation of healthy shoots and leaves (Maltoni  (Hymenoptera: Torymidae) (Moriya et al., 1989; Muraka-
etal., 2012). mi et al., 2001). This torymid, also a native of China, has

Dryocosmus kuriphilus induces galls on new shoots, been used in different countries against D. kuriphilus with
stipules and leaves of chestnut (Castanea spp.). It has  good results (Moriya et al., 2003; Cooper & Rieske, 2007;
been reported that D. kuriphilus adversely affects chestnut  Quacchia et al., 2012; MatoSevi¢ et al., 2016; Ferracini et
trees by reducing fruit production by up to 80% (EFSA, al., 2018).
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In addition to short-distance dispersal (SDD) by fly-
ing and wind-assisted passive transportation (Graziosi &
Rieske, 2012), the dispersal of D. kuriphilus has also been
facilitated by passive long-distance dispersal (LDD). Such
dispersal mainly occurs through the trade in and transport
of infested chestnut trees from chestnut nurseries. These
chestnut trees have dormant buds in which D. kuriphilus
had previously laid eggs in their place of origin (Bernardo
et al., 2013). LDD is considered to be the most important
factor determining the dispersal of D. kuriphilus, especial-
ly the colonization of distant areas (Quacchia et al., 2008;
Gilioli et al., 2013). By this means of dispersal, D. kuriphi-
lus arrived in Catalonia in 2012 (northeast Iberian Penin-
sula) (EPPO, 2012; Pujade-Villar et al., 2013), spread to
other Spanish regions, such as Galicia (northwest Iberian
Peninsula) and Malaga (Andalusia, southern Iberian Penin-
sula), and arrived in Portugal in 2014 (EPPO, 2014). Some
authors have suggested that the rapid spread of D. kuriphi-
lus is related to the genetics of the European populations of
this species (Bonal et al., 2018: Avtzis & Matosevic, 2013).

Chestnut trees in Spain occur in the wet northern part
of the country, except the Pyrenees; they are also present
in the Midwest and southern half of Spain, although a few
trees are also found in various urban areas and gardens
throughout Spain. Therefore, all the mentioned areas are
likely to be susceptible to D. kuriphilus and should also be
monitored and managed.

One of the most important tools that can be used for
monitoring invasive species in different areas are species
distribution models, which assess the potential of a region
for invasion (Jiménez-Valverde et al., 2011). By overlap-
ping different climatic variables and the current distribu-
tion of a species, it is possible to infer the requirements or
ecological preferences of D. kuriphilus, such as, optimal
temperatures (Bonsignore & Bernardo, 2018). Taking this
into account, predictions regarding the presence or absence
of populations in a particular area can be made using math-
ematical models that describe the potential distributions of
species. For this gall-inducing species, the distribution of
its hosts can be used as a predictor of its potential distribu-
tion (Nieves-Aldrey et al., 2006; Rodriguez et al., 2015).

Therefore, updating the knowledge on gall wasp occur-
rence in Spain and providing tools for monitoring its spread
may fill the gaps in its geographic distribution and will fa-
cilitate management. In this study, we aim to (a) character-
ize the current distribution of D. kuriphilus in Spain, (b)
predict the spread of this species regarding only its SDD,
taking into account that there are no new LDD events that
affect their natural dispersal., and (¢) identify the most suit-
able areas in Spanish forests using niche models.

MATERIALS AND METHODS

Current distribution of D. kuriphilus in Spain

We obtained georeferenced, nation-wide and unpublished
records from the Spanish Ministry of Agriculture (MAGRA-
MA, 2015), departments of forests and biodiversity of Catalo-
nia (MNBC, 2015) and Andalusia (JAND, 2015), research by
Perez-Otero et al. (2017) and the Biodiversidad Virtual database
(BVdb) (BVdb, 2018a). These 24,916 georeferenced records
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of D. kuriphilus in Spain were combined in two maps showing
where this species of cynipid was present, one for 2012 to 2015,
the early period of the spread, and another for 2012 to 2018, the
current distribution. Most of the records are for the Catalonian
region (Fig. 1A) mainly because of the quality of the information
provided by MNBC. As the number of records per unit area for
Catalonian was higher than that for other regions, a lower number
of records was used to homogenize the number of locations where
D. kuriphilus was present. This method prevents a possible bias
that would result if all 414 locations for Catalonian were used to
evaluate the model performance as it would suppress other data
on the niche of D. kuriphilus in this region. Maximum and mini-
mum values of each climatic variable for all the records for the
Catalonian region were taken into account, and equal proportions
of data points were selected for each area (Fig. 2).

Based on the information available up to 2018, it is assumed
that, in the absence of any control of D. kuriphilus, this cynipid
wasp is still present and abundant in areas where it was record-
ed in previous years. In addition, D. kuriphilus has been able to
spread by SDD and colonize adjacent areas.

A map of the distribution of C. sativa was created using geo-
referenced records from different sources: the GBIF (Global
Biodiversity Information Facility) (GBIF Data Portal, 2018),
MAGRAMA (unpublished data) and BVdb (BVdb, 2018b). Data
from GBIF and BVDB were appropriately processed and filtered,
and possible inconsistencies, such as locations with very low geo-
referenced accuracy or errors, were deleted and only the records
from the period 1997 to 2018 were selected for homogenization
with other records. All these chestnut tree records were used to
predict the spread and potential distribution of D. kuriphilus in
Spain.

This dataset constitutes an approximation of the current distri-
bution of chestnut trees in Spain, especially the large number of
trees of commercial interest and those of public heritage. How-
ever, it is assumed that some chestnut trees were not included
because they were not georeferenced or referenced in official and
inaccessible data sources.

Differences among values of bioclimatic variables for Spain
were analyzed using a paired Student t-tests with a Bonferroni
correction based on a similar number of locations for each of the
regions considered.

Models of dispersal of D. kuriphilus

The models were used to identify chestnut trees that could
theoretically be threatened by D. kuriphilus in the next 37 years
(2019-2055). These models were constructed using the distribu-
tion map of all the records of C. sativa in Spain, the values of the
mean annual linear rate of SDD for D. kuriphilus (6.6 km/year),
and the maximum annual rate of 11 km/year based on the results
of Gilioli et al. (2013). Due to a lack of data regarding the mean
rate of dispersal for this cynipid species in Spain, the informa-
tion derived from this approach was used to determine the annual
rate of dispersal in threatened areas. Previous research, such as
that of Gilioli et al. (2013), provides many parameters describ-
ing the dispersal of D. kuriphilus. However, in Spain, research
on this pest began only recently and there are several factors that
can affect the dispersal of D. kuriphilus (Fernandez-Conradi et
al., 2017), which have not yet been measured. Other examples
of parameters that can influence the dispersal of D. kuriphilus
are wind, precipitation and temperature. In fact, the annual range
of high temperatures may affect D. kuriphilus development and
activity (Bonsignore & Bernardo, 2018) because, as D. kuriphi-
lus is an ectotherm, low temperatures can limit or reduce its dis-
persal, while high temperatures can increase its dispersal ability.
We aimed to study these aspects because of the lack of previous



Gil-Tapetado et al., Eur. J. Entomol. 115: 575-586, 2018 doi: 10.14411/eje.2018.055

Kilometers
0 75150 300 450 600

B)
e e+ ST ETEEES -~ . [ ==
A.i)
-~ Eurosiberian region
- Catalonian region
---- Malaga region
Early stage
2012-2015 -
e i — -
A.ii) :
''''' S LN ; 9]

700000

600000

— 6.6 ki/year
==« 11 km/year

500000

400000

300000

Current stage

2012-2018 i 200000

Buffer chestnut forest area without D. kuriphilus

100000

0
2020 2025 2030 2035 2040 2045 2050 2055 2060
Years

Fig. 1. A.i: Map showing the distribution of D. kuriphilus early in its colonization of Spain (up to April 2015). Red spots indicate the presence
of D. kuriphilus, green spots uninfested chestnuts. Circles indicate infestation hotspots: 1 — West Ourense and East Pontevedra, 2 — Val do
Dubra, 3 — A Corufa, 4 — East Lugo, 5 and 6 — central areas of Asturias, 7 — East Cantabria and West Vizcaya, 8 — Pasajes (Guipuzcoa),
9 — Catalonia, 10 — Madrid, and 11 — Sierra de las Nieves. A.ii: Current distribution of D. kuriphilus (up to May 2018). The current hotspots
are 1&4 — West and South Galicia and El Bierzo, 2 — Val do Dubra, 3 — A Corufia, 5&6 — Central Asturias, 7 — East Cantabria and West
Vizcaya, 8 — East Cantabria and West Basque Country, 9 — Catalonia, 10 — Madrid, 11 — Sierra de las Nieves, 12 — Lanjarén, 13 — Prades,
and 14 — Alta Sanabria. B: Predicted gall wasp distribution in 2020, 2025 and 2035 using a mean SDD of 6.6 km/year. C: Predicted de-
crease in non-infested chestnut trees from 2019 to 2055. The solid line is that obtained using a mean rate of dispersal of 6.6 km/year, while
the dashed line the maximum rate of 11 km/year.

studies on infestation rates of D. kuriphilus in Spain. The prob- tively until predictions for ten years were obtained. ArcGIS 10.1
ability that an individual would infest a chestnut tree within its ~ (ESRI, 2010) software was used to generate the maps.

range of dispersal was based on the maximum distance it is able A graph of the estimated fitted curves of the infestation rate
to disperse. For these models, LDD was not considered because it ~ was also created, which shows that the area over which C. sativa
is impossible to predict. occurs where D. kuriphilus is absent would decrease due to the

The annual increase in the distribution of D. kuriphilus in Spain  possible expansion of the species each year based on the dispersal
was analyzed using a buffer tool based on the total set of locations ~ values. The estimated area was calculated using the overall trend
where it was present. This method used 6.6 and 11 km/year as  in D. kuriphilus dispersal, which can stabilize at an asymptote or
the annual mean and maximum rates, respectively, to obtain the  intersect the y-axis, indicating that it would hypothetically be able
possible dispersal or influence area. By overlapping the buffers  to infest all the chestnut trees in this area. These fitted curves were
surrounding chestnut trees, new infestations of chestnut trees in  obtained using CurveExpert Professional 2.4 (Hyams, 2010).
subsequent years were predicted. This process was repeated itera-
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Fig. 2. PRISMA diagram of the methodology used in this study. This diagram includes the documentation of the search, the inclusion
process and criteria for homogenizing the presence records, and a summary of the predictions of the models.

Models of the distribution of D. kuriphilus

For a better understanding of the incidence of D. kuriphilus and
its possible future spread throughout Spain, five different types
of predictive distribution models were constructed. The models
were a generalized linear model (GLM), generalized additive
model (GAM) (Guisan et al., 2002), random forest (RF) model
(Breiman, 2001), maximum entropy (MaxEnt) model (Phillips et
al., 2006; Phillips & Dudik, 2008) and environmental coverage
model (ECM) (Jiménez-Valverde et al., 2011).

Furthermore, since all the records refer to galls on chestnut
trees, it must be considered that the presence or absence of chest-
nut trees cannot be considered as a simple variable in the model
but has to be considered as a limiting variable (Rodriguez et al.,
2015). This means that at any point where chestnut trees were not
recorded, the presence of D. kuriphilus galls could also not be
recorded, even though dispersing adults of D. kuriphilus could
potentially be found there. To solve this problem, this cynipid was
considered a priori to be unable to disperse beyond the maximum
or mean SDD values. Consequently, buffer areas around infested
chestnut trees or with a high probability of infestation with the
chestnut wasp were identified. This total buffer area of influence
of D. kuriphilus was used as a limit on the preliminary models
(Fig. 2).

The selection of bioclimatic variables was determined by the
phenology of the adult cynipid. The adult stage occurs only for
a short period of time, between May and August (Bernardo et
al., 2013; Pérez-Otero et al., 2017), with the highest abundance
in Spain recorded in the months of June and July (Gil-Tapetado
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et al., unpubl. data); therefore, only summer variables were used
in this analysis. Therefore, the chosen summer variables were
extracted from WorldClim version 1.4 (Hijmans et al., 2005) at
a scale of 30 arc seconds (Table 1). The variables bio08 (Mean
Temperature in Wettest Quarter) and bio09 (Mean Temperature
in Driest Quarter) were not included in the analysis due to their
anomalous pattern in Spain and the great difference in values for
areas that were very close together. Later, an iterative variance
inflation factor (VIF) (Lin et al., 2011) analysis was conducted,
which deleted correlated variables (VIF>5). The chosen and
non-correlated bioclimatic variables were bio03 (Isothermality),
bio07 (Temperature Annual Range), biol6 (Precipitation of Wet-
test Quarter), biol7 (Precipitation of Driest Quarter).

ECMs are potential distribution models that take into account
the fundamental niche, i.e., the potential suitability of an area,
depending on the ranges in the values of the environmental vari-
ables for the habitat in which a species is located. Following
Jiménez-Valverde et al. (2011), all bioclimatic variables were
transformed, normalized and checked to verify that there were no
discrepancies among them using the software Biomapper (Hirzel
et al., 2007). Then, an iterative ecological niche factor analysis
(Hirzel et al., 2002) was performed to obtain factors and elimi-
nate redundant information. The correlations between bioclimatic
variables are represented by a similarity dendrogram that includes
only those that were not auto correlated. Subsequently, following
the broken stick criterion used in the program, the first 6 factors
were selected. Using these 6 factors, a discriminant model (using
presences and pseudo absences) was generated in STATISTICA
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Table 1. Bioclimatic variables from WorldClim 1.4 (except bio08 and bio09) and the altitude and codes used to refer to them in this study. The variables used in
the environmental coverage model (ECM) are indicated by 1, while the variables used in the generalized linear (GLM), environmental coverage (ECM), maxi-
mum entropy (MaxEnt) and random forest (RF) models are indicated by 2. Mean, standard deviation (SD), and maximum (MAX) and minimum values (MIN) for
the locations where D. kuriphilus is present in all regions and three different regions in Spain (Euro Siberian, Catalonian and Malaga) are also included in the

description of the area occupied by this cynipid wasp.

Total regions

Euro Siberian region Catalonian region Malaga region

Variable Code \IEAN SD MAX MIN MEAN SD MAX MIN MEAN SD MAX MIN MEAN SD MAXMIN
Altitude Alt 465.1 300.2 147 -1 403.6 276.9 1447 -1 305.9 256.7 934 1 750.8 189.0 1145 115
Annual mean temperature bio01 135 15 179 7.7 127 12 149 77 144 13 162 1 148 0.9 17.913.1
Mean diurnal range [mean of monthly bio02 86 14 118 58 84 12 103 58 73 04 87 69 103 04 11.8 86
(max temp—min temp)]’

Isothermality (bio02-bio07)-100" 2 bio03 3.8 03 44 3 39 02 44 35 31 01 35 3 40 00 4 38
Temperature seasonality (standard deviation-100)"bio04 481.6 63.9 664.5319.4 446.1 57.1 549.1319.4 546.6 10.7 576.7515.5 522.1 20.5 626 457
Max temperature of warmest month’ bio05 26.0 2.3 31.1 221 245 1.3 282 221 268 1.1 282 238 293 0.3 31.129.1
Min temperature of coldest month' bio06 35.2 17.1 7.9 -2.1 34 19 79 21 39 13 58 03 37 12 76 04
Temperature annual range (bio05—-bio06)": 2 bio07 225 29 307 1562 211 28 26 152 229 06 248 22 256 1.1 30.7221
Mean temperature of warmest quarter’ bio10 199 1.8 242 148 186 09 21.1 148 216 1.2 231 183 219 0.6 242215
Mean temperature of coldest quarter bio11 76 1.6 123 1.6 73 1.7 107 16 77 13 9.6 46 86 1.1 123 5.7
Annual precipitation bio12 952.5 225.0 1557 444 1098.7167.8 1557 765 763.7 73.8 916 564 718.7 42.2 786 546
Precipitation of wettest month bio13 130.5 31.1 242 56 1484 275 242 102 989 69 110 81 108.6 53 119 71
Precipitation of driest month bio14 28.2 17.1 70 1 353 126 70 16 36.7 7.0 51 19 28 07 8 1

Precipitation seasonality (coefficient of variation)! bio15 41.6 16.1 72 19 370 89 49 20 250 41 35 19 671 20 72 51
Precipitation of wettest quarter? bio16 354.2 84.3 606 156 400.5 71.3 606 268 240.0 13.5 264 200 323.4 17.5 352 201
Precipitation of driest quarter? bio17 114.2 60.7 259 16 139.1 42.7 259 75 149.2 19.7 186 94 214 21 33 16
Precipitation of warmest quarter' bio18 128.9 67.2 278 21 152.6 48.8 278 75 176.7 264 223 118 296 27 33 21
Precipitation of coldest quarter’ bio19 321.1 104.2 596 127 373.5 855 596 205 159.6 11.6 186 127 311.2 185 341 199

(Statistica-StatSoft Inc, 2009). By means of the second Ma-
halanobis distance (Farber & Kadmon, 2003), the environmental
favourability for D. kuriphilus was calculated for each location. A
location was considered to be potentially suitable for this species
if its favourability was similar to or higher than the lowest fa-
vourability recorded for the localities where it was present, and a
favourability map was generated. Moreover, using the calculated
factors and presence data for D. kuriphilus, a raster layer was
obtained using the algorithm BIOCLIM (Hijmans et al., 2005)
implemented in the program DIVA-GIS (Hijmans et al., 2004).
Finally, an ECM model map was generated in ArcGIS, which
combined the favourability map and the BIOCLIM model.

The GLMs, GAMs and RF models were analyzed using R
version 3.3.1 (R Development Core Team, 2008) in RStudio
0.99.903 (RStudio Team, 2016) using the dismo 1.1-4 (Hijmans
et al., 2017), mgev 1.8-23 (Wood, 2018) and randomForest 4.6-
14 (Breiman & Cutler, 2018) packages. The MaxEnt models were
constructed using the Maximum Entropy Species Distribution
Modelling software, version 3.4.1 (Phillips et al., 2006; Phillips
& Dudik, 2008). The Area under curve (AUC) values (Fielding
& Bell, 1997) and explained deviance/variance of all models are
presented in Table 2. The AUC values for the model evaluation
were calculated using a random 30% of the total number of loca-
tions where D. kuriphilus was present.

A consensus model (CM) was also constructed using averages
from the GLM, GAM, MaxEnt model, RF model and ECM. The
decision regarding which models to include in this ensemble was
made according to (1) the standard deviation per pixel of each
resulting consensus model resulting from the combination of dif-
ferent models and (2) the comparison among models according
to pixel favourability values based on the Euclidean dissimilarity

Table 2. Summary of the results of the four models used to con-
struct the consensus model. This summary includes the type of
absence (Type), percentage of the deviance or variance explained
(Exp.Dev/Var %), and (AUC) values of the area under the curve
for each model.

Model Type Exp.Dev/Var (%) AUC
GLM Weighted background 57 0.70
ECM Only presences 95 -
RF Pseudo absences 80 0.96
MAXENT  Weighted background - 0.86
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distance among the individual models. Similar models were in-
cluded in CM in order to obtain a prediction of the favourability
for this species, whereas dissimilar models were considered as
different hypotheses.

RESULTS

Current distribution of D. kuriphilus in Spain

The map of the distribution of D. kuriphilus in Spain,
which includes all the records available in May 2018, re-
veals that this species has a disjunct distribution (Fig. 1A),
likely caused by LDDs due to human activity, such as
chestnut forestry, although sporadically isolated trees can
become infested resulting from SDD. The hotspots of D.
kuriphilus occur in three different regions in this country:
one Euro Siberian area and two separate Mediterranean
areas; the regions of Catalonia and Malaga. In the early
stages of colonization by D. kuriphilus in 2015, there were
eleven different areas where the chestnut wasp was present
in Spain, 8 in the Euro Siberian region of Spain (1-8) and
3 in the two Mediterranean regions (9-11): West Ourense
and East Pontevedra (1), Val do Dubra (A Coruiia) (2), A
Coruiia (3), East Lugo (4), central Asturias (in two separate
areas, 5 and 6), East Cantabria and West Basque Country
(7), Navarra and East Basque Country (8), Catalonia (Bar-
celona and Gerona) (9), Madrid (10) and Valle del Genal
and Sierra de las Nieves (Malaga) (11) (Fig. 1A). Currently,
in 2018, the spread of D. kuriphilus by SDD into adjacent
areas has occurred as the hotspots 1 and 4 have become
one continuous hotspot (1&4) as well as has the hotspots
5 and 6 (5&6). Hotspot 1&4 now includes the region of El
Bierzo, along with Galicia, one of the most important areas
for producing chestnuts. Hotspot 8, in the north, has be-
come a continuous area of infected chestnut trees extend-
ing towards the south of France. In addition, there are two
new hotspots in the Mediterranean region, Lanjaron (12),
Prades (13), and one new hotspot in the Euro Siberian re-
gion, Alta Sanabria (14). It has also been recorded infesting
trees in the central area of Spain, such as, the Tiétar valley
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Table 3. Summary of the results of the paired student t-tests between bioclimatic variables from WorldClim 1.4 and altitude for three
different regions where D. kuriphilus is present. Eur is the Euro Siberian region, Cat the Catalonian region, and Mal the Malaga region.

Variables t-value p Variables t-value o]
Cat vs. Eur —2.366 0.021 * Cat vs. Eur 12.828 0.000 >
Alt Cat vs. Mal -7.857 0.000 ** bio10 Cat vs. Mal -1.200 0.234
Eur vs. Mal -5.612 0.000 ** Eur vs. Mal -16.673 0.000 **
Cat vs. Eur 6.973 0.000 ** Cat vs. Eur 2.198 0.031 *
bio01 Cat vs. Mal -1.519 0.133 bio11 Cat vs. Mal -3.052 0.003 *
Eur vs. Mal -9.041 0.000 ** Eur vs. Mal —4.982 0.000 **
Cat vs. Eur -5.235 0.000 ** Cat vs. Eur -10.492 0.000 **
bio02 Cat vs. Mal -27.835 0.000 ** bio12 Cat vs. Mal 2.891 0.005 *
Eur vs. Mal -8.226 0.000 ** Eur vs. Mal 12.729 0.000 *
Cat vs. Eur -21.909 0.000 ** Cat vs. Eur -9.287 0.000 **
bio03 Cat vs. Mal -49.853 0.000 ** bio13 Cat vs. Mal —7.091 0.000 **
Eur vs. Mal -3.331 0.001 ** Eur vs. Mal 7.382 0.000 **
Cat vs. Eur 10.384 0.000 ** Cat vs. Eur 2.042 0.045 *
bio04 Cat vs. Mal 6.892 0.000 ** bio14 Cat vs. Mal 28.891 0.000 **
Eur vs. Mal -6.822 0.000 ** Eur vs. Mal 19.528 0.000 **
Cat vs. Eur 7.866 0.000 ** Cat vs. Eur —7.488 0.000 b
bio05 Cat vs. Mal -14.308 0.000 ** bio15 Cat vs. Mal -56.176 0.000 o
Eur vs. Mal -18.726 0.000 ** Eur vs. Mal -20.854 0.000 **
Cat vs. Eur 1.985 0.051 * Cat vs. Eur -11.960 0.000 **
bio06 Cat vs. Mal 0.219 0.827 bio16 Cat vs. Mal -25.362 0.000 **
Eur vs. Mal -1.614 0.111 Eur vs. Mal 4.843 0.000 **
Cat vs. Eur 3.494 0.001 ** Cat vs. Eur 3.384 0.001 >
bio07 Cat vs. Mal -10.441 0.000 ** bio17 Cat vs. Mal 38.226 0.000 o
Eur vs. Mal —7.985 0.000 ** Eur vs. Mal 22.097 0.000 *
Cat vs. Eur 19.336 0.000 ** Cat vs. Eur 4.226 0.000 b
bio08 Cat vs. Mal 22.819 0.000 ** bio18 Cat vs. Mal 34.266 0.000 o
Eur vs. Mal -2.522 0.014 * Eur vs. Mal 17.861 0.000 **
Cat vs. Eur -1.891 0.062 Cat vs. Eur -13.142 0.000 b
bio09 Cat vs. Mal —4.360 0.000 ** bio19 Cat vs. Mal —-42.780 0.000 **
Eur vs. Mal -16.075 0.000 ** Eur vs. Mal 2.824 0.006 *

* Significant value; ** Significant value using Bonferroni correction.

(Avila), El Jerte valley (Caceres) and Sierra de S. Vicente
(Toledo), but the phytosanitary authorities have effectively
eliminated this pest from this area by cutting and burning
all the early galls. Therefore, this area is not included in the
distribution or dispersal models. In Table 1, there are the
ranges in altitude and climatic variables recorded for the
areas where D. kuriphilus is currently present, which are
used as an approximation of the ecological characteristics
of this exotic cynipid in Spain. The Madrid hotspot (10)
was not included in the comparison of regions since only
two records of the presence of D. kuriphilus are recorded
for this hotspot. The comparison of the bioclimatic values
for the different regions revealed significant differences
between most of the values and wide variation in all bio-
climatic variables among the regions, indicating that this
species occurs in areas with very different climatic condi-
tions (Table 3).

Models of dispersal of D. kuriphilus

The dispersion model predicts that the area of infested
chestnut trees in Spain is expected to increase over the next
thirty-seven-years (2019-2055) (Fig. 1B). The maps also
show the rapid spread of this cynipid across Spain from
first presence to saturation between the years 2032 and
2041, when the potential occupation curves for both annual
dispersal rates become asymptotic (Fig. 1C). This decel-
eration of potential occupation would hypothetically leave
only 4% of Spanish forests not infested with D. kuriphilus,
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indicating the theoretical advance and final distribution of
this species in Spain. This pattern only occurs because of
the disjunct distribution of C. sativa on the Iberian Pen-
insula, with only chestnut forests in the centre of the Ibe-
rian Peninsula remaining uninfested via SDD. However,
these forests would still be vulnerable to new D. kuriphilus
LDD events. The declining curves of the mean and maxi-
mum dispersal were adjusted to a reciprocal form with
correlation coefficients of 0.99 for each annual dispersal
rate. However, they have a breakpoint at x, , =2041 and
X1 = 2032 in terms of the mean and maximum dispersal,
respectively, with both models predicting constant disper-
sal and an asymptote at 52,317.5 km? at the end of this pe-
riod. Considering these predictions, only =20.7% of the
total area of chestnut forest in Spain would not be infested
with D. kuriphilus. The equations for the best fitting curves
for the theoretical decrease in area for mean and maximum
dispersal up to a particular year are as follows:

1
—1.69E 3+8378E 'x

Ye.6km—

1
—2863E +1.419E °x

Yitkm™

where y is the area of chestnut forest without D. kuriphilus,
and x a particular year. The first equation is for mean dis-
persal and the second for maximum dispersal.
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Fig. 3. Maps showing the predicted potential distribution of D. kuriphilus in Spain: (A) generalized additive model map, (B) consensus
model map, (C) map of the percentage dissimilarity in the areas predicted by the two models. Areas bounded by black lines indicate the

total area of C. sativa forest in Spain.

The distribution maps for different years (Fig. 1B) show
the patterns of distribution of D. kuriphilus throughout
Spain, with a considerable increase in the area infested in
the northwest corner of the Euro Siberian region. Accord-
ing to the mean dispersal model, the hotspots in the Euro
Siberian region will unite into a continuously infested area
in the year 2031.

Models of the distribution of D. kuriphilus

The maps of the potential distribution of D. kuriphilus
in Spain predicted by the models are shown in Fig. 3: the
GAM (Fig. 3A) and mean CM of the GLM, ECM, MaxEnt
model and RF model (Fig. 3B). The decision to separate
the GAM from the CM was their higher pixel values of
favourability compared to the predictions of the other four
models for the west-central areas of Spain, as the average
of the total ensemble of these models would resulted in a
very different prediction for areas in west-central Spain.
Of the total number of pixels in this west-central area, 69%
had standard deviations of between 28 and 42, resulting
in areas with values of low consensus between models
(Fig. 3C). In addition, GAM was not included in CM be-
cause the prediction of this model differs from those of the
other models (mean Euclidean distance = 0.72 between the
GAM and other models).

Both final maps of the distribution of D. kuriphilus
are similar but their suitability values per pixel differ
(R?2=0.358); the GAM suitability values are mostly higher
in the west-central and southern areas of Spain, but lower
in the northern part. The range of variation and suitability
predicted by GAM are, respectively, greater and a lower

76

than predicted by CM (Mean,,,,=0.37, SD,, =0.31;
Mean,,,=0.40, SD_,,=0.26). Very high suitability values
predicted by GAM (>0.85) in practically all areas in the
west-central and southern Spain where C. sativa is pre-
sent, whereas the high values predicted by CM are in the
D. kuriphilus hotspots in the Mediterranean regions of
Catalonia (9) and Malaga (11). The map of the percentage
dissimilarity (Fig. 3C) shows the areas that are similarly
predicted by GAM and CM and those with the lowest dis-
crepancy. The predictions of the two models for these areas
are similar. The comparison of the bioclimatic variables as-
sociated with D. kuriphilus presence and favourability in
the different regions (Table 3) indicate they are very simi-
lar in the Euro Siberian region and differ significantly in
the west-central area of Spain.

DISCUSSION

Current distribution of D. kuriphilus in Spain

Dryocosmus kuriphilus effectively colonized Spain by
LDD, with at least, 11 entry points between the years 2012
and 2015, and was then most likely transported from in-
fested areas by the trade in chestnut trees. However, new
hotspots of D. kuriphilus occurrence were detected, high-
lighting the role of LDD in the establishment of new hot-
spots in a region. There are currently a total of 14 such
hotspots in Spain.

The main cause of the occurrence of multiple hotspots
of D. kuriphilus is related to human activity and it is like-
ly that it is driven by the transport of Castanea trees and
seedlings for commercial purposes related to chestnut for-
estry. Such transport should be controlled and prevented
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from areas where this cynipid is known to occur or by
transporting only trees that have undergone an appropri-
ate quarantine. Many cases of invasion could be prevented
by quarantine, during which the imported trees are kept
at a sealed location during the period of the annual repro-
ductive cycle of the chestnut wasp. This would be the best
way to prevent further LDD of D. kuriphilus to other areas
where the chestnut trees are not infested, although it would
be difficult given the cryptic nature of the early galls of D.
kuriphilus.

It is interesting that D. kuriphilus is in Madrid (10) and
Pasajes (8) (Guipuzcoa, in the north of Spain), as these
areas are isolated and its arrival there must be a result of
city-wide LDD events. This is also recorded for the hot-
spots at Lanjaron (12) and Prades (13). Specifically, in the
city of Madrid, this cynipid is restricted to the Royal Bo-
tanical Garden Alfonso XIII of Ciudad Universitaria (Ma-
drid) and the Royal Botanical Garden of Madrid. These lo-
cations are surrounded by urban areas, and the last chestnut
trees that were planted in these green spaces more than 3
years ago (2012) came from El Bierzo (1&4), where this
cynipid was first recorded in 2017. This could indicate that
LDD in this case is due to a factor other than the transport
of chestnut trees, such as, the transport of other propagules.
In addition, sporadic and intermittent hosts can have a
profound effect on the dispersal of D. kuriphilus (Rieske,
2007) and it is likely there are other unknown factors that
affect the spread of cynipids. The presence of D. kuriphilus
at Pasajes could have been due to the transport of chestnut
trees into this area, although it is also possible that it was
by a sequence of SDD events from France. However, there
are no published georeferenced data that show how the dis-
persal of this cynipid has occurred in this area.

Regarding the climatic characteristics associated with D.
kuriphilus records (Table 1), which are assumed to relate
to this gall wasp’s ecological requirements, they all seem
to be correlated with the niche of Castanea trees. How-
ever, as these records are for three separate areas, differ-
ent climatic conditions can affect the ecophysiology of this
wasp and its host plant (Stone et al., 2002). The ecophys-
iology of the host plant can indirectly affect the cynipid
and may also determine the level of suitability of each area
and, therefore, it is a factor that should be taken into ac-
count. Differences between the two Mediterranean regions
and the Euro Siberian region are related to high rates of
precipitation and lower temperatures in the Euro Siberian
region, while the opposite occurs in other regions. As C.
sativa is widely distributed in Spain in areas not subject to
prolonged droughts in summer and with well-drained and
permeable soils, high precipitation, and low temperatures
(Conedera et al., 2004; Pereira-Lorenzo et al., 2012), it is
likely that chestnut trees in drier areas occur under worse
ecological conditions, which affects tree growth and gall
formation, and as a consequence are less suitable for D.
kuriphilus (Gil-Tapetado et al., unpubl.). With respect to
the two Mediterranean regions, it is not by chance that all
sites are similar to one another except in terms of altitude
because of the climatic compensation between latitude and
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altitude. However, this pattern can also occur in very cold
areas in the north of Spain, where frosts occur and the vi-
ability of C. sativa and D. kuriphilus is likely to be less.

Overall, the models used in this paper indicate that areas
that are highly suitable for D. kuriphilus exist in different
regions independent of the difference in the variables re-
corded in each region. This high suitability could indicate
that all these regions in Spain are suitable for D. kuriphilus
(Fig. 3A).

Models of dispersal of D. kuriphilus

The hypothetical distribution of D. kuriphilus presented
in this paper (Fig. 1B) depends mainly on the presence of
chestnut trees, and thus is very sensitive to changes caused
by the introduction of new locations for C. sativa in Spain.
The existence of non-georeferenced individuals of chestnut
trees is highly likely, and they can worsen the hypothetical
trend in dispersal identified in this paper. This possibility
highlights the importance of knowing the distribution of
C. sativa and indicates that it is indispensable that all these
trees in Spain are georeferenced in order to achieve a high-
ly accurate monitoring of the status of the pest cynipid. The
theoretical final distribution of D. kuriphilus in Spain in
the year 2055 indicates that two-thirds of the chestnut trees
will be infested by this wasp. These first approximations of
the possible future framework of spread of D. kuriphilus
in Spain also indicate that the high dispersal ability of D.
kuriphilus may be a major concern for chestnut forestry.
However, many parameters that affect the dispersal of this
wasp are still unknown, and others cannot be taken into
account either because they are analytically complex or
a lack of information. Therefore, the parameters that de-
termine the presence of D. kuriphilus are related to their
probability of establishment or infestation (Jerde & Lewis,
2007), their intrinsic population growth rate (Neubert &
Caswell, 2000) and natural or artificial barriers and ele-
ments of resistance, such as wind direction or the presence
of urban structures that may affect the rate of dispersal, as
well as the frequency of introductions and size of prop-
agules. Another factor to take into account is the sensitivity
of D. kuriphilus to the volatiles produced by chestnut trees
(Germinara et al., 2011), similar to what occurs in other
galling insects, such as fig wasps (Chalcidoidea: Agaoni-
dae) (Ahmed et al., 2009) and other cynipids, such as An-
tistrophus rufus Gillette, 1891 (Tooker et al., 2002). These
volatiles may affect the dispersal of this species and may
attract individuals to specific areas where there are high
densities of chestnut trees or with particular characteristics.
Indeed, attractant and repellent volatiles and wind speed
and direction are factors that increase the complexity of the
patterns of dispersal.

The climatic conditions of the regions included in this
study are very different (see Table 3), presumably indi-
cating that D. kuriphilus is not limited by ecological re-
quirements apart from the presence of Castanea trees. As
a consequence of LDD events due to human activity in
Spain (see Fig. 1A), and since D. kuriphilus can become
established in any chestnut forest, this cynipid could occur
in better or worse areas depending on its ecological niche.
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The above limitations may have skewed the results of
this study but may also indicate how the dispersal of D.
kuriphilus is not ecologically restricted except by the spa-
tial configuration of C. sativa trees and that the maximum
distance D. kuriphilus can spread and the areas it is poten-
tially able to colonize each year is determined by its SSD.
Within this framework, the stabilization of the infested
area may occur quickly, and, in the absence of control
measures and based on the dispersal rate of D. kuriphilus,
the spread should end in 2032 if there are no new infesta-
tion hotspots due LDD events. These two types of dispersal
are the most important and influential determinants of the
patterns of dispersion (Liebhold & Tobin, 2008) because
new introductions can modify all the predictions based on
SDD (Gilioli et al., 2013).

Although all the data on the presence of D. kuriphilus
was collected in 2018, the monitoring of specific areas of
Spain for D. kuriphilus has continued, especially in the
areas of Malaga (11), West and South Galicia and El Bierzo
(1&4). Predictions of the rates of spread noticeably differ,
being greater in reality than that predicted by the models,
even though the parameters included in these models are
not restrictive.

Models of the distribution of D. kuriphilus

The models are limited in their predictions as many vari-
ables were not included due to a lack of data, such as, the
biotic interactions between autochthonous fauna (Zimmer-
mann et al., 2010), chalcid parasitoids of oak gall com-
munities, and the experimental release of biocontrol spe-
cies and the natural enemy, 7. sinensis, in specific areas,
or other variables that are not measurable, such as local
wind direction and the fitness of individual chestnut trees.
The variables considered are those associated with summer
conditions, the only period in the cynipid cycle when this
insect experiences the environment outside of the micro-
environment of the gall (Yasumatsu, 1951; Bernardo et al.,
2013). As cynipid larvae develop within galls, the climatic
conditions in other seasons affect Castanea tree gall tissues
but do not directly affect the wasp, which reduces the ef-
fects of some of the variables in ecological niche models of
the requirements of D. kuriphilus.

The different models (Fig. 3A, B) predict different suit-
ability values for different areas in Spain. The GAM (Fig.
3A) indicates that the west-central and southern areas of
Spain are the most suitable areas for D. kuriphilus. Howev-
er, there are also areas of high suitability near the northern
hotspots of D. kuriphilus, which greatly affect the predic-
tions of the model for these areas, perhaps due to a com-
mission error, and decreases the predictive potential of this
analysis. Based on this model, the zones in the west-central
areas of Spain, where D. kuriphilus is currently not present
and potentially free of SDD events are the areas likely to
experience the greatest theoretical settlement given their
high suitability. Thus, preventing LDD events in this area
is critical because D. kuriphilus cannot reach this highly
suitable area by SDD. Therefore, a special monitoring of
the transportation of C. sativa trees in these areas should be
developed in order to prevent D. kuriphilus spreading into
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these chestnut forests. In fact, LDD events are reported
for these areas (sites of Avila, Caceres and Toledo prov-
inces), where developing galls of D. kuriphilus galls were
detected, but quickly destroyed by the forestry authorities.
Its presence there was not included in the models because
galls were destroyed before adult emergence, making it
impossible for it to disperse and become established in the
west-central area of Spain. The CM (Fig. 3B) indicates that
the hotspots in Catalonia (9) and Malaga (11) are the areas
with the highest suitability; however, most of the northern
chestnut forests also have high values. Unlike GAM, CM
indicates that all of the chestnut tree areas in the north-
ern part of Spain are very suitable, not only those close
to where the pest is recorded. This fact may indicate that
most of Spain is suitable for D. kuriphilus; however, there
are differences in the levels of these high values. The CM
may indicate that Mediterranean regions have the best con-
ditions and are the most suitable areas for D. kuriphilus,
possibly due to their high or moderate temperatures, which
favour the development of this species (Bonsignore & Ber-
nardo, 2018). Differences between the Euro Siberian and
Mediterranean regions (Tables 1 and 3) include hotter tem-
peratures and lower precipitation in the latter and greater
probability of frost occurring during winter in the former,
negatively affecting chestnut development (Casasoli et al.,
2004). Therefore, the concept of suitability used here is
based on the environmental conditions that could affect the
life cycle of D. kuriphilus, especially those that can mod-
ify its development in chestnut forests. As discussed pre-
viously the ecological requirements of chestnut trees are
also highly suitable for this pest and coincide with predic-
tions of CM of intermediate rates of precipitation and mild
temperatures in all the chestnut forests in Spain (Table 1).
These are the optimal habitat conditions for C. sativa. The
map of the percentage dissimilarity in the areas predicted
by the two models (Fig. 3C) shows that they agree in terms
of the suitability values in most of the region except the
west-central areas. Although there are differences in these
areas, the models similarly predict high or low suitability
values in most of the zones, even if there are a few differ-
ences between them, for example, in Malaga (11) and West
and South Galicia and El Bierzo (1&4).

The two models agree in that certain areas are of high
suitability (Fig. 3C), specifically the previously mentioned
hotspots. In these areas it is very likely that the conditions
are optimal for D. kuriphilus, since five ecological niche
models indicate these areas are highly suitable. It is crucial
to manage these highly suitable areas, the main D. kuriphi-
lus hotspots, using biological control based on different
methods, such as the introduction of its natural enemy, T.
sinensis, in order to mitigate this gall wasp adverse effects
on the production of chestnuts in these regions. That an
area is predicted to be of low suitability does not indicate
that D. kuriphilus will not become established in these
areas; instead, they indicate that the vigour or fitness of
C. sativa and D. kuriphilus is likely to be reduced or ad-
versely affected by the environment in these areas and that
these populations are more limited ecologically than those
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in areas that are more suitable. This low suitability might
be reflected in D. kuriphilus inducing smaller or more ir-
regular shaped galls. In addition, it is possible that the sub-
optimal conditions in these areas will also will prevent 7.
sinensis from becoming established or thriving there. Al-
though the models do not predict areas of low suitability
near hotspots, it is possible that a gradient in high suitabil-
ity could affect the establishment of 7. sinensis. This fact,
together with the information mentioned in Quacchia et al.
(2008), could explain the differences in the successful es-
tablishment of 7. sinensis in different areas.

In conclusion, in Spain the spread and infestation of
chestnut forests by D. kuriphilus is predicted by using
models that are based on the distribution of chestnut for-
ests in this area; in addition, this study is the first attempt
to understand the spread and habitat selection behaviour
of D. kuriphilus in this area. The climatic characteristics
in the areas where this pest is present do not seem to be
important, with the only factor limiting its dispersal and
distribution, the presence of chestnut trees. The models,
however, indicate arcas of greater or lesser suitability
where D. kuriphilus could occur under different conditions
and possibly behave differently. The models of distribution
show that because of the configuration of their spatial dis-
tribution in this region approximately half of the Castanea
forests in Spain are likely to be colonized by D. kuriphilus
as a result of SDD and predict two scenarios for the areas
that are highly suitable. Areas close to where D. kuriphilus
is known to be present are the most likely to be colonized
by this pest, however, the occurrence of new LDD events
resulting in this pest arriving from another country, the
main type of dispersal of D. kuriphilus between countries,
could greatly change the situation.
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Abstract

Aim of study: The globally invasive gall wasp, Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, 1951 (Cynipidae: Cynipini), reached Spain
seven years ago and is already regarded as an important pest of chestnuts (Castanea spp.) in this country as well as worldwide. In this
paper, we present comprehensive data on the establishment in Spain of Torymus sinensis Kamijo, 1982 (Chalcidoidea: Torymidae), an
effective non-native natural enemy of this pest, as a result of both natural dispersal and settlement after controlled releases since 2015.

Area of study: Sites of the Spanish autonomous communities of Galicia, Asturias, Basque Country, Catalonia, Andalusia and Madrid
where D. kuriphilus is present.

Material and methods: To study the natural dispersal of T. sinensis from France, we selected two sampling sites in Catalonia, six
in the Basque Country and two in Navarra known for their heavy Asian chestnut gall wasp (ACGW) infestation; to study 7. sinensis
establishment after authorized controlled releases by the concerned authorities, the field samplings were done mainly in Galicia (35
sites) and Andalusia (8 sites). Additionally an experimental release study was made in Madrid.

Main Results: Our results showed that 7. sinensis has spread throughout Spain by natural dispersal across the French border and
now occurs in Catalonia (two sites), the Basque Country (three sites) and Navarra (one site) but not in the neighbouring region of
Cantabria. The percentage of parasitism by 7. sinensis on D. kuriphilus is higher in the Basque Country sites, which are close to the
French border, thus indicating that its establishment in these localities is not recent. After controlled releases, 7. sinensis has been
successfully established in five release sites in Andalusia (Valle del Genal and Sierra Blanca, Malaga Province) and one release site in
Madrid. However, in the region of Galicia (NW Spain), where the number of authorized releases has been higher, the establishment
of T. sinensis still appears to be very low.

Research highlights: Established populations of 7. sinensis may exert a positive buffer against D. kuriphilus-driven chestnut
infestation in Spain, similar to what is observed in other invaded European countries.

Additional keywords: Controlled releases, Torymidae, invasive species, Cynipidae, natural spread, biological control.
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Introduction

The likely polyphyletic genus Dryocosmus Gi-
raud (Hymenoptera: Cynipidae) includes 47 species
of Cynipini, commonly referred as ‘oak gall wasps’,
distributed across the Holarctic and Oriental regions
(Acs et al., 2010; Melika et al., 2011; Cerasa et al.,
2018). Two of these cynipid species induce galls
on Castanea spp.; one is the well-known Asian
chestnut gall wasp (ACGW), Dryocosmus kuriphilus
Yasumatsu, 1951, a species native from China that
currently constitutes a severe pest of chestnut trees
(Castanea spp.) worldwide (EFSA, 2010), while the
other is a recently described species, Dryocosmus
zhuili Liu & Zhu, 2015, also from China (Zhu et al.,
2015).

ACGW is one of the few oak gall wasps that
are harmful to their Fagaceae host plants and thus
have economic importance (Kinsey, 1935; Bailey
& Stange, 1966; Scutareanu & Roques, 1993;
Baldassari & Baronio, 1996; Nieves-Aldrey, 2001).
The peculiar life cycle of ACGW (univoltine, with
only parthenogenetic females known, whose small
first instar larvae are present in overwintering
chestnut buds and are thus visually hardly detectable)
has undoubtedly contributed to the rapid expansion
and settlement of this exotic invasive species, helped
by the human-assisted dispersal of infested chestnut
from nurseries (Hulme, 2009). The negative effects
of ACGW on chestnuts include a reduction in the
number of fruits, malformation of the branches
and general weakening of the tree (Battisti et al.,
2014; Gehring et al., 2018; Avtzis et al., 2019),
with consequent chestnut production losses and
considerable economic damage to the chestnut tree
sector (Brussino et al., 2002; Zhang, 2009; EFSA,
2010).

After the first report of its presence as a pest in
1941 in Japan (Murakami et al, 1980), ACGW
became established in several countries, from Korea
and United States to Nepal and Canada (Cho & Lee,
1963; Payne et al., 1975; Abe et al., 2007; Huber &
Read, 2012). The species arrived in Europe in 2002
(Brussino et al., 2002) and since then spread rapidly
throughout neighbouring countries, from Slovenia in
2005 to the Czech Republic in 2012 (Borowiec et al.,
2014) and Romania in 2015 (Raddcz et al., 2016). The
first published reports of the establishment of ACGW
in the Iberian Peninsula (IP) were from Catalonia
(northeastern Spain) (DOGC, 2012; Pujade-Villar
et al., 2013), although an earlier detection in 2010 is
mentioned in Borowiec et al. (2014) (as a personal
communication from J. H. Delader), and data on
heavy chestnut attacks in the Montseny Natural Park
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(Barcelona and Girona) in 2011 were reported by
Cristina Castro Torres (in Rubio, 2014).

Since this first Spanish introduction, ACGW has
spread throughout the Cantabrian coast (north of
the IP) and was reported from the Basque Country
and Cantabria in 2013 and from Asturias in 2014.
In May 2014, the species was detected in Galicia
(northwestern Spain) and northwestern Portugal
(Pérez-Otero & Mansilla, 2014). The species was also
recorded at the same time (2014) in the Andalusian
provinces of Malaga and Granada (southern Spain)
Wong et al., 2015, while important chestnut areas in
the central and western IP now seem to be unaftected
(as of May 2018) (Gil-Tapetado et al., 2018).

In territories where ACGW has been introduced
and represents an important forestry pest, the wasps’
protection inside the galls, in addition to potential
environmental impacts, makes chemical control
ineffective, and efficient natural enemies at the
first stages of invasion are lacking. Thus, classical
biological control with a parasitoid of D. kuriphilus
in its native geographic area has been widely used in
many invaded countries. This biological control agent
is Torymus sinensis Kamijo, 1982 (Hymenoptera:
Chalcidoidea: Torymidae), a specialist parasitoid
with a univoltine life cycle that is synchronised
with that of ACGW, which is native to East Asia
(Murakami et al., 1980, 2001; Moriya et al., 1989).
It should be noted however, that in some invader
areas a prolonged life-cycle diapause of 7. sinensis
has been reported as well as the species has shown
to be able to adapt to the attack of native cynipid
species associated to Quercus (Fagaceae) (Ferracini
et al., 2015a, 2017). Biological control assays with
this species were first set up in Japan (Moriya et
al., 1989, 2003) and continued in the United States
(Cooper & Rieske, 2007) and Europe, where it has
been introduced in Italy (Quacchia et al., 2008; Gibbs
et al., 2011), France (Borowiec et al., 2014, 2018)
and Croatia (Matosevic et al., 2014), among other
countries (Avtzis et al., 2019). The results of the
introduction and effectiveness of ACGW biocontrol
were mostly positive (Moriya et al., 2003; Quacchia
et al., 2008; Matosevic et al., 2014, 2017; Paparella
et al., 2016), so that the demand to introduce 7.
sinensis into new areas is growing among the affected
chestnut communities (orchards, timber production
and natural forests management).

However, the introduction of 7. sinensis into non-
native areas may also represent a possible threat
to the native fauna (Gibbs et al., 2011; Ferracini et
al., 2018), and studies on balancing the benefits and
risks have been carried out (e.g., in Switzerland:
Aebi et al., 2011). Accordingly, the two main threats
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associated with 7. sinensis introduction are attacks
on non-target cynipid species (Italy: Quacchia et
al., 2008; Ferracini et al., 2015b, 2017) and the risk
of hybridization and ecological competition with
native torymid species (Japan: Moriya et al., 1989,
2003; Yara et al., 2007; Italia: Ferracini ef al., 2018;
Pogolotti et al., 2018). These two risks are currently
being evaluated also in Spain by authors of this paper
and will be published elsewhere.

After the introduction and spread of D. kuriphilus
into the main chestnut production areas of Spain,
concerned authorities in the regions (autonomous
communities) of Galicia and Andalusia began
controlled release assays of 7. sinensis, authorised by
the Spanish Ministry of Agriculture and Fisheries and
Food (MAPA). Releases of 7. sinensis in the affected
areas of the Province of Malaga were authorized in
2015, 2016 and 2017, and in the same years, releases
were undertaken in large areas of the Autonomous
Community of Galicia (Pérez-Otero et al., 2017)
and also in Asturias (north of the IP). However, the
presence of T. sinensis in France since 2011 posed
the possibility of natural dispersal of the species into
Spain across the French border. The dispersal ability
of T sinensis has been discussed by Colombari
& Battisti (2016) for the case of Italy suggesting a
dispersal rate up to 70 km per year. In the case of
Japan, the first country in which 7. sinensis was
introduced as an ACGW control, the estimation of
dispersal rates was of less than 1 km/year during
the first few years, followed for more rapid and
gradual spread in the next years (equal to 12 km)
and finally reaching a constant rate of ca 60 km per
year (Moriya et al., 1989, 2003). Among the trans-
boundary dispersal events of 7. sinensis that have
been published, we can mention the passage of the
species from Italy to Switzerland (Aebi et al., 2011),
from Italy or Switzerland to France (Borowiec et
al., 2014), and from Croatia to Bosnia (Matosevi¢ et
al., 2014). In the case of Spain, we recently found
T. sinensis in Catalonia (NE of the IP) (unpublished
data) and it has also been independently detected by
other authors (Jara-Chiquito & Pujade-Villar, 2018).
Given that no 7 sinensis releases were authorised in
Catalonia, its presence in the region is more likely
due to dispersal from France. It is thus necessary
to see if this parasitoid also occurs in Navarra and
the Basque Country (both next to France), where no
releases of 7 sinensis have occurred.

The aim of this paper is twofold: (i) first, we report
the dispersal of 7. sinensis from France into Spain
throughout the Basque Country and Navarra and
confirm the same path across the eastern border into
Catalonia; (ii) second, we provide the first data on the
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establishment of 7. sinensis in Andalusia, Galicia and
central Spain after experimental releases.

Materials & Methods

Study sites

Natural dispersion

Sampling and field work were conducted within
the framework of three scientific projects focused
on ACGW in Spain. The main project, developed at
the level of the entire state, had the twofold aim of
studying the recruitment of native parasitoids and
assessing the environmental risks associated with
the introduction of 7. sinensis. At the same time,
similar projects were conducted in the autonomous
communities of Andalusia and Galicia.

The chestnut forests of the northern IP form a
“continuum” from SW France along the Cantabrian
Coast to Galicia. To study the natural dispersal of T.
sinensis from France, we selected two sampling sites
in Catalonia, six in the Basque Country and two in
Navarra known for their heavy ACGW infestation, at
the east and west corners, respectively, of the border
with France, where the Pyrenees are not an effective
barrier and both form biological corridors (Table 1,
Fig. 1). These areas are isolated and very distant from
the Spanish territories where the 7. sinensis 2015-2017
releases were performed. An additional locality was
also sampled in the community of Cantabria, close to
the Basque Country, but further away (approximately
200 km) from the French border and at about the same
distance from Asturias, where controlled releases were
carried out in 2017 (Table 1, Fig. 1).

Establishment after authorized controlled releases

To study 7. sinensis establishment after controlled
releases by the concerned authorities, the field sam-
plings were done mainly in Galicia (NW of the IP)
and Andalusia, the Spanish regions were the first
experimental releases of 7. sinensis were authorized
and performed. In Andalusia, 8 sites were repeatedly
sampled from 2016 to 2018 while in Galicia we
sampled 35 sites in 2018. In addition, 2 sites of the
Autonomous Community of Asturias were also
sampled for this purpose (Table 1).

Experimental release in Madrid
An experimental release of 7. sinensis was perfor-
med in 2017 on infested chestnuts of the Royal

Botanical Garden Alfonso XIII of the Universidad
Complutense de Madrid (Madrid, Central Spain).
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Table 1. Summary of collection sites, numbers of reared Torymus sinensis and estimated parasitism rates.
AC = autonomous community, Lat = latitude, Long = longitude, ACGW = Dryocosmus kuriphilus, Ts = Torymus
sinensis, TSPR = parasitism rate by 7. sinensis A dashed line separates the data corresponding to natural
dispersal from France from those regarding establishment after releases and experimental infections. The value
of 5.2 is an estimated mean of number chambers/gall and not a direct calculation by dissection.

Locality Province AC Lat. Long. Collection Emergence
Date Date

Bera de Bidasoa Navarra CF Navarra 43.2833 -1.7029 23/02/2018 03/18
Santisteban Navarra CF Navarra 43.1435 -1.6671 23/02/2018 -
Lezo Guiptizcoa Basque C. 43.3326 -1.9011 24/02/2018 03/18
Hondarribia Guiptizcoa Basque C. 43.3678 -1.8187 24/02/2018 03/18
Jaizkibel Guiptizcoa Basque C. 43.3554 -1.8245 24/02/2018 03/18
Urduliz Vizcaya Basque C. 43.3523 -2.9485 24/02/2018 -
Berango Vizcaya Basque C. 43.3558 -2.9812 24/02/2018 -
Orozco Vizcaya Basque C. 43.0762 -2.9235 24/02/2018 -
IE/?;l:Qal Barcelona Catalonia 41.8029 2.4239 30/07/2017 02/18
Sant Hilari Girona Catalonia 41.8838 2.4969 31/07/2017 02/18
Botanico UCM Madrid Madrid 40.4471 -3.7270 09/02/2018 02/18
Juanar Malaga Andalusia 36.5779 -4.8842 29/09/2017 01/18
Juanar Malaga Andalusia 36.5779 -4.8842 14/12/2017 01/18
Juanar (2) Malaga Andalusia 36.5782 -4.8843 01/02/2017 02-03/17
Juanar (2) Malaga Andalusia 36.5782 -4.8843 09-12/2017 01-03/18
Juanar (2) Malaga Andalusia 36.5782 -4,8843 01-03/2018 01-04/18
Igualeja Malaga Andalusia 36.6292 -5.1111 15/12/2017 02/18
Igualeja (La Sala) Malaga Andalusia 36.6194 -5.1348 03/11/2016 01/17
Igualeja (La Sala)  Malaga Andalusia 36.6194 -5.1348 12/03/2018 03/18
Juzcar (Cerro C) Malaga Andalusia 36.6303 -5,1674 06/10/2016 02/17
Juzcar (Cerro C) Malaga Andalusia 36.6303 -5,1674 04/12/2017 01/18
Juzcar (Cerro C) Malaga Andalusia 36.6303 -5.1674 02-03/2018 02-03/2018
Juzcar Malaga Andalusia 36.6182 -5.1442 28/09/2017 02/18
Yunquera Malaga Andalusia 36.7213 -4.9538 11-12/2017 01/2018
Yunquera Malaga Andalusia 36.7213 -4.9538 13/02/2018 02/2018
Puerto Ojén Malaga Andalusia 36.5864 -4.8319 14/12/2017 01/18
Premofio Asturias Asturias 43.3949 -5.9961 31/03/2018 -
Las Ablanosas Asturias Asturias 43.4237 -6.0221 31/03/2018 -
S. Roque de R. Cantabria Cantabria 43.2359 -3.7035 25/02/2018 -
Santo Estevo Ourense Galicia 42.4173 -7.6855 21/02/2018 -
Vilouxe Ourense Galicia 42,3790 -7.6240 21/02/2018 -
+33 sites Galicia Galicia - - 01/04/2018 -
TOTALS

Introduced 7. sinensis were provided by “Agrobio
enterprise” that imported the specimens from Italy, the
same commercial source that supplied the individuals
released in Andalusia. On 16" May, 120 T sinensis
(48 males and 72 females), females mated about 10
days old, were released on four branches infested
with ACGW galls isolated with gauze sleeves. In
February, the isolated galls were collected, moved to
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the laboratory and kept under indoor conditions until
the emergence of 7. sinensis.

Field samplings: collecting galls and rearing of
parasitoids

With the aim of rearing 7. sinensis (as well as native
parasitoids with a similar life-cycle), whose emergence

March 2019 ¢ Volume 28 ¢ Issue 1 * €001



Table 1. Continued.
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Locality Number of Number Number of Number Total TsPR
ACGW galls chambers/gall Ts Q of Ts & n of Ts

Bera de Bidasoa 464 5.2 17 7 24 0.99%
Santisteban 112 - - - - -
Lezo 256 52 43 22 65 4.88%
Hondarribia 244 52 10 5 15 1.11%
Jaizkibel 269 52 77 39 116 8.29%
Urduliz 183 - - - -
Berango 147 - - - - -
Orozco 182 - - - - -
Sant Margal 200 5.2 10 - 10 0.96%
Sant Hilari 200 52 2 - 2 0.19%
Botanico UCM 130 52 13 12 25 3.69%
Juanar 175 8.7 2 5 7 0.45%
Juanar 944 8.7 28 13 41 0.49%
Juanar (2) 1,583 4.8 7 1 8 0.10%
Juanar (2) 1,743 4.8 26 30 56 0.66%
Juanar (2) 2,851 4.8 70 48 118 0.86%
Igualeja 548 43 3 2 5 0.21%
Igualeja (La Sala) 116 3.7 1 1 2 0.60%
Igualeja (La Sala) 624 3.7 2 - 2 0.09%
Juzcar (Cerro C) 294 5.1 4 7 11 0.73%
Jazcar (Cerro C) 900 5.9 - 6 6 0.11%
Juzcar (Cerro C) 952 59 3 - 3 0.05%
Juzcar 175 8.1 4 1 5 0.35%
Yunquera 756 3.6 2 5 7 0.25%
Yunquera 278 3.6 1 - 1 0.09%
Puerto Ojén 279 7.7 1 2 3 0.13%
Premofio 300 - - - - -
Las Ablanosas 300 - - - - -

S. Roque de R. 800 - - - - -
Santo Estevo 75 - - - - -
Vilouxe 86 - - - - -

+33 sites 4,871 4.8 - 1 1 0
TOTALS 21,037 326 207 533

occurs from dry galls after winter, ACGW galls were
preferentially collected during the winter and then
transferred to indoor laboratory conditions until emer-
gence of the insects. This usually occurred one or two
months before the natural outdoor emergence because
of the forced conditions of the laboratory. Collected
galls were located into cardboard emergence boxes
equipped with light extractors and kept in normal
indoor laboratory conditions.

For an accurate estimation of the real emergence
date of T sinensis in the field, an additional experiment
was performed in Juanar (Mdlaga, Andalusia). Three
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infested chestnuts were selected, and the galled
branches bagged. A total of 30 bags were placed (10
per tree), encaging an average of 8, 6 and 7 galls per
bag. The emergence of T sinensis was checked weekly.

Taxonomic identification

A careful morphological examination of the rea-
red specimens attributed to 7. sinensis is essential
to prevent any possible misidentification with
other native torymid parasitoid species. Confusion
is particularly possible with three species that are
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Figure 1. Map of the study area indicating the distribution of Castanea sativa in the
Iberian Peninsula and southern France. The sites where 7. sinensis was either released
or not and where it was either recovered or not are shown. Autonomous communities:
1, Galicia; 2, Asturias; 3, Cantabria; 4, Basque Country; 5; CF Navarra; 6, Catalonia; 7,

Madrid; 8, Andalusia.

morphologically quite similar and taxonomically clo-
sely related: Torymus notatus (Walker, 1833), Tory-
mus cyaneus Walker, 1847 and Torymus affinis (Fons-
colombe, 1832), and particular attention should be
taken with males, which are less easily distinguished.
For the identifications, we used the unpublished keys
kindly provided by R. R. Askew and C. Thuroczy, as
well as additional diagnostic morphological characters
(Nieves-Aldrey, unpublished data).

Estimation of parasitism

All the galls collected during the study together
with their collection dates, the number of 7. sinensis
individuals recovered per locality, their emergence
dates, and parasitism percentages (TsPR) appear in
Table 1. To estimate parasitism rate of ACGW by T.
sinensis we used the following equation

NTsinensis
N

ga”_g b MACGW

100

where N, is the number of 7. sinensis individuals
per sample; Ngalls is the number of ACGW galls per
sample, and MACGW is the mean of ACGW larval

chambers per gall in each locality (see Table 1). This
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number was calculated after dissecting at least ten
galls for each sampling locality in Andalusia and
Galicia. For the samples collected in the Basque
Country, Navarra, Madrid and Catalonia, where galls
were not dissected, 5.2 chambers per gall was used as
an estimated mean number for the remaining Spanish
localities (Table 1).

Results

Natural dispersal of T. sinensis from France into
Spain

Navarra, Basque Country and Cantabria (northern
1P)

From the samples collected in Navarra and the
Basque Country, we recovered 147 females and 73
males of 7. sinensis. The species was present in one of
the sampled sites from Navarra (Bera de Bidasoa) and
in three of the sampling sites in Guiptzcoa Province
(Basque Country): Hondarribia, Jaizkibel and Lezo.
Compared with the relatively low figures of parasitism
to date, from the Spanish sites where were 7. sinensis
was artificially released, the parasitism percentages in
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the Basque Country and Navarra were variable but
were generally moderate to high (from 0.99% to
8.29%), the relatively high rates at Lezo (4.88%)
and especially at Jaizkibel (nearly 8.5%) being
remarkable. These data unequivocally show the
successful establishment of 7. sinensis in these two
autonomous communities, likely as a result of its
natural dispersal from France. All the localities with
T. sinensis are very close to the border with France,
Lezo being the farthest away (approximately 14 km).
In contrast, in the samples collected in three sites
in Vizcaya Province (Basque Country) (Orozco,
Berango and Urduliz), which are substantially farther
from France (approximately 130 km), 7. sinensis
was not present. In addition, samples of ACGW
galls collected in S. Roque de Riomiera, in the
neighbouring Autonomous Community of Cantabria
(225 km from France), did not yield any 7. sinensis
individuals.

Catalonia (northeast IP)

Twelve T. sinensis females were reared from ACGW
galls collected during the summer in two sites, Sant Mar-
cal and S. Hilari Sacalm, in the Natural Park of Mont-
seny (Barcelona and Girona, Catalonia). The calculated
parasitism rate was 0.96% at the first site and 0.19%
at the second (Table 1). The specimens successfully
emerged in the laboratory from fresh galls collected
eight months before (see Table 1), despite the galls being
collected in summer and not subsequently enduring a
‘cold’ period for larval diapause before pupation.

Establishment of T. sinensis after releases

Andalusia (southern IP)

A total of 275 individuals of 7. sinensis (154 females
and 121 males) were recovered from 12,218 galls
collected in eight sampling sites of Malaga Province,
where experimental releases of 7. sinensis were made
in 2015-2017 (Table 1; Fig. 1). The settlement of 7.
sinensis was especially successful in Juanar, where
230 individuals were recovered, with an estimated
mean parasitism rate of 0.51% (range 0.10-0.86, n =5),
despite the fact that experimental releases were made
only in 2015 at this site, with 720 individuals (480
females and 240 males) being released. In addition, 34
T. sinensis individuals were recovered from another
two sites, Igualeja and Juzcar, in the Valle del Genal,
while we also recovered 3 specimens from Puerto de
Ojén, which is not too close to Juanar, both being in the
Sierra Blanca, and 8 from Yunquera in the Sierra de las
Nieves.

To have available accurate data on the phenology of
T. sinensis in the areas where it has been introduced
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is important to determine the best release date for a
successful biological control programme with this
species. Accordingly, in the experiment performed in
2018 at the site of Juanar, the emergence of 7. sinensis
under field conditions began in mid-March and ended in
mid-April, with an emergence peak in late March (Fig.
2). Therefore, this date may be the most appropriate for
releasing 7. sinensis in Andalusia region.

Galicia (northweast IP)

Given the extent and economic importance of the
chestnut in Galicia, authorized controlled releases of
1. sinensis have been important in this region. Up to
220,395 individuals were released in three campaigns
(2015-2017) according to Pérez-Otero et al. (2017),
and even higher numbers were released in the 2018
campaign (704,270 individuals from data of the Xunta
de Galicia). However, only 12 individuals have been
recovered according to published data, all from release
sites in Ourense Province (Pérez-Otero et al., 2017).
Our own data even showed null settlement values at
different localities. Indeed, from 4,871 galls collected
in the winter of 2017 and early spring of 2018 from
33 sites in Galicia, only one male 7. sinensis was
recovered at one site (Rids, Ourense) where controlled
release began in 2017. In addition, the species was
not recovered from galls collected in winter (2017)
from several sites of the Ribeira Sacra region (Central
Galicia).

Madprid (central IP)

The experimental release of 120 individual T
sinensis on ACGW galls in Madrid returned 25 emer-
ged T sinensis individuals (13 females and 12 males
). The success of the experimental infection was high,
with a resulting parasitism rate of 3.69%.

Discussion

Natural spread from France

In this work, we report the presence of 7. sinensis
in northern Spain in three autonomous communities
at the eastern and western ends of the border with
France: the Basque Country, Navarra and Catalonia.
Authorized releases of this biological control agent
have been made in recent years in Galicia, Asturias
and Andalusia, and thus in geographically distant
regions from those mentioned above, but no releases
have been made to date in communities close to the
border with France. Discounting the possibility that the
presence of 7. sinensis in these northern autonomous
communities is a result of many illegal or uncontrolled
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Figure 2. Phenology of 7.
natural field conditions.

releases, the most likely explanation is that 7. sinensis
has naturally dispersed to these territories from France
across the southern border with Spain. Published data
of T sinensis releases in France (Borowiec ef al., 2014,
2018) show that the closest release sites to Spain are
Gironde, Lot, and Hautes-Pyrénées, 172-237 km away
from the northern Spanish sampling sites. Taking into
account that 7. sinensis was released in France in
2013 and that the estimated dispersal capacity of this
parasitoid is approximately 70 km per year (Colombari
& Battisti, 2016), we suggest that 7. sinensis may have
reached the ACGW-infested Spanish areas in 2016.
Fast natural dispersal of T. sinensis was observed also
in Hungary (Melika et al., 2017).

The hypothesis of an early arrival of 7. sinensis in
northern Spain by natural dispersal from France is
reinforced by the relatively high parasitism rates shown
in Lezo and Jaizkibel (4.8% and 8.2%, respectively).
It is largely accepted that 7. sinensis needs 5-7 years
after the first release and or settlement to reach such high
rates of parasitism (Quacchia ef al., 2008; Borowiec et
al., 2014; MatoSevi¢ et al., 2014, 2017; Ferracini et
al., 2018). However, despite this early arrival in the
Basque Country and Navarra, our data indicate that
the progression into Spain throughout the Cantabrian
coast was slow, given the apparent absence of T
sinensis in the sampled sites of Vizcaya Province
and the neighbouring community of Cantabria. The
spread of 7. sinensis from France towards Spain takes
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sinensis in the site of Juanar (Malaga) under

advantage of the existence of two broad ecological
corridors connecting both sides of the eastern and
western Pyrenees. As a comparison between the two
zones, the dispersal of 7. sinensis across the western
corridor, from France across the Basque Country and
Navarra, would be easier than along the eastern corridor
connecting France and Catalonia, since the first route
has a lower altitude and a milder climate.

With regard to Catalonia, our data confirm the
recent publication of the presence of 7. sinensis in this
autonomous region (Jara-Chiquito & Pujade-Villar,
2018). These authors reported a total of 45 individuals
(15 males and 30 females) from three localities in
Girona Province, close to the sites sampled by us.
However, they do not provide data on the parasitism
levels.

Establishment after controlled releases

The release programmes with 7. sinensis carried
out from 2015 to 2017 in two large areas of Spain,
the whole Galicia region and areas of the Andalusian
Province of Malaga yielded different results about its
settlement. Whereas in Andalusia, the first successful
results came after three years of experimental releases
(275 T. sinensis were recovered out of 41,420 released,
present results), in Galicia (where releases were even
more numerous), only 12 out of 220,395 released
individuals were recovered in post-release controls
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(Pérez-Otero et al., 2017), and only one in our study.
Up to now, all available data have shown a low
rate of 7. sinensis implantation in this autonomous
community. It is expected however, given the massive
releases of 7. sinensis made by the Xunta of Galicia
in 2018 that the situation could significantly change
after update the recovery data of 2019. We had not
still access to the unpublished data of recoveries from
the Xunta of Galicia, but our own data have started to
show emergences of 7. sinensis from galls collected
in additional samplings in 2018-2019 (3 females and
2 males recovered to date (February 2019) from galls
collected at the site of Merouzo pequeno (Ourense)).

The settlement seems to be particularly successful
in Juanar, the first site in Malaga Province where T.
sinensis was experimentally released in 2015. Despite
the lack of further releases in the area since then, more
than 200 individuals were recovered from test-release
controls in 2018, with an estimated parasitism rate
of 0.51%, thus suggesting successful establishment.
It is important emphasize however, that the release
area in Galicia is much wider than the release area in
Andalusia, and the relative sampling effort was much
lower in the first one, which may be one of the reasons
of the low establishment success in that region.

It is interesting to compare the parasitism rate
recorded from the different sampling sites. Values were
null or low (=1%) at the release points (Table 1), while
they were high at sites in the Basque Country (8.2%),
i.e., where 7. sinensis populations occur because of
natural spread from France. The reasons behind this
difference is difficult to explain using collected data.
It seems not probable that settlement success depends
on the time from the releases, since these were done
starting back in 2015, possibly even before the arrival
of the parasitoid in the northern regions by natural
dispersal from France. On the other hand, we cannot
exclude an effect of some unknown environmental
and climatic conditions (which are extremely variable
across the IP, and particularly between the northern and
southern coastal areas) on the settlement success (Gil-
Tapetado et al., 2018). Additional studies are necessary
to understand whether the release of 7. sinensis is more
likely to fail under certain conditions and thus possibly
not be useful against ACGW.

The data from the experimental release in Madrid
showed successful establishment of the insect in the
field, on ACGW galls, which is a promising starting
point towards future controlled releases in this and
nearby regions where C. sativa is present but infection
with ACGW have been not detected yet.

We predict that 7. sinensis will continue its spread
over the northern part of the IP, following C. sativa
forests infested by ACGW, possibly reaching in a few

Forest Systems

90

Torymus sinensis in Spain: natural dispersal and establishment

years many more areas than where it actually occurs
today.

Established populations of 7. sinensis may exert a
positive buffer against D. kuriphilus-driven chestnut
infestation in Spain, similar to what is observed in other
invaded European countries.
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Abstract

Aim of study: To update the distribution of Dryocosmus kuriphilus, the Asian chestnut gall wasp, focusing on the central area of the
country (Sistema Central). Gall samplings of these areas were carried to obtain the first records of parasitoids on D. kuriphilus in this area.

Area of study: Spain and, especially, the Sistema Central.

Material and methods: Georeferenced new records were used to produce a map with the updated distribution of D. kuriphilus as of
2019. Galls were collected and stored in emergence boxes. Parasitoids that emerge from these galls were collected and identified at the most
detailed taxonomic level.

Main results: The alien species D. kuriphilus was found in the Spanish Sistema Central. Infestation focal points were detected in the
Valle del Jerte (South of Sierra de Gredos), Sierra de Francia and in the mountains southwest of Madrid. In all detected focal points of infes-
tation, the available evidence indicates that introduction was caused by the accidental mobilization of infested chestnut material. Alongside
other parasitoids recruited by D. kuriphilus, we found individuals of Torymus sinensis, constituting the first records of this foreign species
in the Sistema Central.

Research highlights: We updated the previously published distribution of D. kuriphilus in Spain, an alien species and pest of chestnut
forests and orchards. We also reported the first list of recruited parasitoids by D. kuriphilus and, more specifically, the first records of 7.
sinensis in the Sistema Central.
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Introduction 2010), including the Iberian Peninsula (IP) (Gil-Tapetado
et al., 2018). Although D. kuriphilus was introduced in Eu-

The Asian chestnut gall wasp, Dryocosmus kuriphilus ~ rope (specifically in Italy) in 2002 (Brussino et al., 2002),
Yasumatsu, 1951 (Hymenoptera: Cynipidae) is an alien  this species arrived into the IP in 2012 in Catalonia, in the
species from China and a pest of different Castanea spp.in ~ northeast of the IP, next to the French border of the Pyrenees
Japan, Korea, North America and Europe (Oho & Umeya,  (Pujade-Villar ez al., 2013). In 2014, this species was found
1975; Payne et al., 1976; Brussino ef al., 2002; Gehring et in Galicia (northwest IP) (Pérez-Otero & Mansilla, 2014)
al., 2019). This gall-maker and parthenogenetic species is  and Andalusia (specifically in Malaga, southern IP). Con-
distributed in most of the Castanea sativa Mill. forests and  sidering the natural dispersal distance of D. kuriphilus has
timber and chestnut production stands of Europe (EFSA,  been established to be an average of 6.6 km/year (Gilioli et
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al., 2013), it is very unlikely that this species reached these
remote territories without continuity among chestnut trees
in only two years. This fact might be explained by the main
cause of dispersion of this alien species: the movement of
plant material, such as seedlings or grafts, from infested
chestnuts (Quacchia et al., 2008; Gilioli et al, 2013). In
Portugal, D. kuriphilus was also introduced in 2014 in the
north-western territory (EPPO, 2014) but was separated
~35 km from the nearest border with Spain and was proba-
bly an independent focal point.

In Spain, D. kuriphilus was detected in many other
territories since 2012 (Gil-Tapetado et al., 2018). This
previous article shows a total of 14 D. kuriphilus focal
points throughout the Spanish territory and were disjoint-
ly distributed, with all of them except the initial one in
Catalonia, caused by the dispersal of infested chestnut
tree material. These focal points are related to the D. ku-
riphilus of 2018, which were found in all northern and
southern mountain enclave areas of Spain, with the ab-
sence of this alien cynipid in the centre of the IP, except
in the Madrid focal point. This D. kuriphilus focal point
is located within the city of Madrid in two botanical royal
gardens (RJB Alfonso XIII and RJB Madrid). The ori-
gin of the infestation of these planted C. sativa trees is
uncertain because the last chestnut trees that were trans-
ported to these royal gardens came from non-infested
areas before 2012 (Gil-Tapetado & Nieves-Aldrey, 2018).
Omitting this isolated focal point, the mountain system in
which chestnut trees are embedded in the central area of
Spain, the Sistema Central, did not have any focal point
of D. kuriphilus presence until 2018. Although it is true
that there is a continuity of chestnut trees between Galicia
(north-western IP) and the Sistema Central through Portu-
gal (EPPO, 2014), it would take D. kuriphilus many years
to arrive through its own natural dispersion.

A remarkable fact about the biological invasion of
D. kuriphilus is the fast process of native chalcid para-
sitoid (Chalcidoidea: Cynipidae) recruitment that this
alien cynipid has (Aebi et al., 2006; Lombardero & Ca-
baleiro, 2015; Pérez-Otero et al, 2017). Native chalcid
parasitoids are the main population controllers of native
cynipids; and they seem to be attracted to D. kuriphi-
lus galls as hosts (Aebi et al., 2006; Cooper & Rieske,
2007; MatoSevi¢ & Melika, 2013; Quacchia et al., 2012),
making this cynipid-chalcid biological community have
greater species richness. In addition, the establishment of
these communities is very fast because in the same years
in which D. kuriphilus is introduced in a territory, the na-
tive parasitoids can detect and oviposit in its galls as a
host (Lombardero & Cabaleiro, 2015; Pérez-Otero et al.,
2017). This fast recruitment is remarkable because of the
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absence of any other species of cynipid-inducing galls
in C. sativa in the Western Palearctic. Together, the low
regulatory capacity of native fauna of parasitoids on D.
kuriphilus has led to the need for the releases of Torymus
sinensis Kamijo, 1982 (Hymenoptera: Torymidae), as a
biological control against this pest species (Moriya et al.,
2003; Quacchia et al., 2008; Gibbs et al., 2011; Borowiec
et al., 2018; Nieves-Aldrey et al., 2019). After experi-
mental releases of 7. sinensis in large affected areas of
Spain, the legal use and release of this biological control
has been recently authorised by the Spanish government
(November 2019).

In this work, we provide information about the current
distribution of D. kuriphilus in Spain as of 2019, updating
the previous information published in Gil-Tapetado et al.
(2018), and we report new focal points in the chestnut
forest and crops in the mountains of Sistema Central,
Spain. Additionally, we provide the first records of chal-
cid parasitoid fauna associated with this alien cynipid in
this area, including the striking presence of 7. sinensis in
one of the study sites.

Materials and methods
Area of study

Through communication with the different Spanish ad-
ministrations, we were informed of the detection of D.
kuriphilus in new areas throughout Spain and its expan-
sion for the previous cited focal areas. We have paid a
special attention to the Spanish Sistema Central where D.
kuriphilus and T. sinensis were not previously found.

The Sistema Central, located in the centre of the IP, has
foothills of 500 to 1200 m a.s.l. and a maximum altitude
0f 2592 m a.s.1.; these foothills divide the Iberian Plateau.
This division forms the North and South Iberian sub-pla-
teaus, two extensive plains that are highly continental.
The Sistema Central is a mountain range in the middle
of the Iberian territory that preserves cooler and more
humid conditions due to its altitude, and it is capable of
harbouring flora such as chestnut trees as well as plants
linked to humid areas with moderate temperatures. In
addition, the Sistema Central is linked to the Portuguese
territory of Serra da Estrela, which also has chestnut trees
that form a semi-continuous mass of C. sativa towards the
north-east of the IP (Galicia).

Chestnut trees of the Sistema Central are mainly located
in the west of this range, in the southwest of Community
of Madrid and Avila, the north of Toledo (Sierra de Gre-
dos), the north of Caceres, and the south of Salamanca
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(Sierra de Bé¢jar, Sierra de Francia and Sierra de Gata).
Additional Spanish chestnut forests were also prospected,
as the Sierra de Aracena, in Andalusia (Huelva). All these
areas were visited by the authors to confirm the presence
of D. kuriphilus galls.

Gall sampling and parasitoid identification

Three areas were visited and sampled: Sierra de Fran-
cia, Valle del Jerte, and mountains southwest of Madrid.
Samples of D. kuriphilus galls were collected between the
ground and a height of two metres along a half hour tran-
sect in each sampled locality. Collected D. kuriphilus galls
were stored in plastic bags and transported to the Museo
Nacional de Ciencias Naturales of Madrid (MNCN). A
fraction of collected galls were stored in emergence card-
board boxes, equipped with skylight extractors, under in-
door room conditions in the MNCN. The other fraction
of galls was dissected and examined, and the adult and
immature stages of the individuals within them were iden-
tified at the most detailed level possible.

Adult D. kuriphilus and parasitoids that were collected
were stored in 70% ethanol vials and dry mounted for
morphological examination and identification under
light microscopy. The larvae collected from gall dissec-
tions were stored in 96% ethanol vials for examination
under scanning electron microscopy (SEM) with the low
vacuum technique as described in Nieves-Aldrey et al.
(2005) and Goémez et al. (2008). Samples of adults and
larvae were stored in the Entomological Collection of the
MNCN. Chalcid parasitoids were identified by the senior
author using some taxonomic key references (Graham
& Gisjwist, 1998; Nieves-Aldrey, 1984; Gomez et al.,
2008) as well as more recent published and unpublished
information (Al-Khatib et al., 2014, Askew and Thuroczy
(unpublished); Nieves-Aldrey (unpublished)).

Map building

The map of this short article was elaborated by modif-
ying the map of Gil-Tapetado et al. (2018) and including
the new D. kuriphilus focal points appearing before this
published article. These new focal points and the D. ku-
riphilus expansion data come from different official sour-
ces: the Ministerio para la Transicion Ecologica of Spain,
Servicio de Defensa del Medio Natural of Junta of Casti-
lla'y Ledn, Direccion General de Agricultura, Ganaderia
y Alimentacion of Community of Madrid, Cooperative
Association Valle del Jerte and Junta of Andalusia.

The map was elaborated using ArcGIS v 10.3
(ESRI, 2014).
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Results and discussion
Distribution update of D. kuriphilus

The distribution of D. kuriphilus has been modified
in some areas of Spain (Fig. 1), expanding throughout
Galicia to cover almost the entire territory of this region
(1). The adjoining infested areas to Galicia (1), the El
Bierzo (Ledn) and Alta Sanabria (Zamora), have also been
extended. The infested area of Serrania de Ronda and Va-
lle del Genal (12), south of the IP, has been expanded.
The Catalonian region (5 and 6) has not been modified
with the data we have, and the entire chestnut territory is
invaded by D. kuriphilus. We do not have general data on
the rest of the infested areas: Asturias (2), Cantabria-West
Basque Country-North Burgos (3) and Navarra-East
Basque Country (4). However, in the last surveys in the
Navarra territory (4), near the French border, we observed
an apparent decrease in the populations of D. kuriphilus.
This observed D. kuriphilus population decrease may be
related to the natural dispersion of 7. sinensis into Nava-
rra from France (Nieves-Aldrey et al., 2019), across the
ecological corridor of the west of the Pyrenees, through
the mass of chestnuts trees and the D. kuriphilus in them.
The focal point of Madrid (11) has not changed due to its
isolation from chestnut forests.

There were four newly detected focal points of D. ku-
riphilus. All were prospected by different official institu-
tions, a priori discarding the presence of D. kuriphilus in
previous years, either for not having been detected or for
having successfully destroyed the detected infested chest-
nut material without possibility of propagation. One of
these new focal points was detected in the south region
in the Tejeda-Almijara (13), between the focal points of
Lanjarén (14) and Serrania de Ronda and Valle del Genal
(12). This focal point is relatively isolated and separated
from the other two nearest focal points, and its infestation
by D. kuriphilus is likely due to the movement of infested
chestnut material from other areas to this one.

The other three new focal points are related to the Sis-
tema Central mountain range: Sierra de Francia (7), Valle
del Jerte (8) and southwest of Madrid (10). The appearance
of these new areas might be due to 1) the natural disper-
sal of D. kuriphilus from neighbouring focal points or 2)
the artificial dispersal caused by the movement of infested
material to distant areas with no local presence of this in-
vasive cynipid. 4 priori, the Sistema Central should has a
low probability of the arrival of D. kuriphilus by natural
dispersal due to this area is far away from the other in-
fested areas of the Iberian Peninsula. These focal points
are separated up to ~50 km, meaning it is unlikely that
they were infested by each other or by the focal point
of the city of Madrid through the natural dispersion of
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@ D. kuriphilus records of 2014-2018
O  D. kuriphilus records of 2019

O D. kuriphilus removed focal point
@ D. kuriphilus doubtful focal point

— —= — = Eurosiberian region

Catalonian region

Central region

= = South region

Figure 1. Distribution of D. kuriphilus in Spain until 2019. The red dots show an updated distribution of D. kuriphilus with respect
to the focal points described in Gil-Tapetado et al. (2018). The yellow dots indicate the new D. kuriphilus focal points described in
this brief communication. Different line types indicate the infested areas by D. kuriphilus in Spain. The colour green indicates the
presence of C. sativa in the Iberian Peninsula and south of France. The names of each updated focal point related to each geographi-
cal area are in the Eurosiberian region: 1) Galicia-El Bierzo-Alta Sanabria; 2) Asturias; 3) Cantabria-West Basque Country-North
Burgos; and 4) Navarra-East Basque Country. Catalonian region: 5) Prades; 6) Montseny. Central region: 7) Sierra de Francia; 8)
Valle del Jerte; 9) Sierra de San Vicente; 10) Southwest of Madrid; 11) Madrid. South region: 12) Serrania de Ronda-Valle del Genal;

13) Sierra de Tejera-Almijara; 14) Lanjaron.

D. kuriphilus. In addition, the nearest focal point to the
Portuguese frontier is ~50 km away. Thus, these recently
produced D. kuriphilus focal points are probably due to
the accidental mobilization of infested chestnut material,
which caused the new introductions. As Gil-Tapetado et
al. (2018) indicated in their survey, without quarantine
measures, the chestnut forests at the centre of the IP were
only vulnerable to D. kuriphilus dispersal mediated by
human transport and could be colonized only in short-me-
dium terms in this manner. In this brief communication,
we inform about this statement, with the beginning of the
D. kuriphilus problems forming from chestnut production
in the Sistema Central.

In the focal area of Valle del Jerte, our prospections in-
dicate that the presence of D. kuriphilus was earlier than
2019. In this area, the gall abundance did not coincide with
a first-year invasion scenario, and it is probable that the in-
festation occurred in 2017 or 2018 and went undetected.

The Government of Castilla y Leén informed us that
the different infested chestnut trees found in the Sierra de
Francia (7) were eliminated by cutting off the tree canopy
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and burning it. However, these measures were taken in
May and June, when the D. kuriphilus adult can emerge,
and they may have oviposited and infested nearby chest-
nut tree buds. Therefore, the settlement of D. kuriphilus in
the Sierra de Francia area remains in doubt in 2019. The
infested chestnuts of this area came from Asturias and
Galicia, confirming its introduction by transport through
human forestry activities. A similar event occurred in the
Sierra de San Vicente (9), near the Sierra de Gredos in
Toledo in 2016. In this area, infested chestnut trees were
reported and eliminated by burning galls. 4 priori, this
control measure seems to be effective because no new
presence of D. kuriphilus has been reported in this area
since 2016 (Gil-Tapetado et al., 2018).

In 2019, at the time this distribution update was
written, the Sierra de Aracena and Picos de Aroche Na-
tural Park (Huelva, Andalusia) was the last most im-
portant Spanish chestnut forest without D. kuriphilus,
after our own prospecting. This area is a priority area of
control, and chestnut trees and Castanea forestry mate-
rial should be quarantined to prevent new introductions
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Table 1. Sampling localities. The geographical location, province and focal area name, collection date and number of collected galls
and number of female individuals of D. kuriphilus and emergency date, number of individuals by sex and identification to species
level of the parasitoids of each sample are indicated. * Data from gall dissection.

N ND.

Locality Latitude Longitude Province Focal Area SD":SLplmg galls kuriphilus gr;lt(;rgency Parasitoid species 9 J indet
40213 -5.790 Céceres  Valle del Jerte 09/06/2019 60 11 13/06/2019  Sycophila biguttata 1- -
Cabezuela del Valle  40.214  -5.798 Céceres  Valle del Jerte 09/06/2019 38 0 - - .-
40214 -5.796 Céceres  Valle del Jerte 09/06/2019 53 19
El Cabaco 40563  -6.129 Salamanca Sierra de Francia 29/09/2019 0 0
Sequeros 40513 -6.027 Salamanca Sierra de Francia 29/09/2019 0 0 -
Rozas de Puerto Real  40.310  -4.505 Madrid  Southwest of Madrid 26/06/2019 1 0 - - - -
Cadalso de los Vidrios 40.298  -4.463 Madrid  Southwest of Madrid 26/06/2019 154 6 26/06/2019* Eupelmus sp. (larva) -1
Sycophila sp. (larva) -1
Ectoparasitoid (larva) -1
Pteromalidae (pupa) -1
Torymus sinensis (larva) - - 2
01/07/2019  Mesopolobus tibialis 2- -
Ormyrus pomaceus 3-
08/07/2019  Sycophila variegata 11
Eupelmus urozonus 55
25/09/2019  Eupelmus urozonus 1- -
Cecidostiba fungosa -2 -
15/07/2019  Sycophila flavicollis 1- -
27/11/2019  Eurytoma pistaciae -1-
09/01/2020  Torymus sinensis 64 -

of this alien species and an almost complete invasion of
Spanish chestnut forests.

Parasitoid collection

Reared parasitoids from samples of galls of D. kuriphilus
collected in the site of Cadalso de los Vidrios (Community
of Madrid) confirm the fast recruitment of native chalcid
parasitoid fauna by D. kuriphilus, accounting for a mini-
mum of nine different species. This recruitment of parasi-
toids by this alien cynipid would have occurred after only
one year of presence in the chestnut forests of the Sistema
Central. All emerged chalcid parasitoids were native and
generalists and belonged to different native cynipid com-
munities (Gomez et al., 2006) (Table 1). The species Ce-
cidostiba fungosa (Geoftroy, 1785), Sycophila biguttata
(Swederus, 1795) and Sycophila flavicollis (Walker, 1834)
were rare in our D. kuriphilus gall samples throughout the
IP from 2016 to 2018, with the focal point mainly located
in Galicia (1) and Serrania de Ronda-Valle del Genal (12),
and in the parasitoid list of Catalonia region (5-6) in the
work by Jara-Chiquito et al. (2020) (Fig. 1). Although the
data are very fragmented and scarce, it is possible there are
differences in the communities of parasitoids in different
areas of the IP as well as in the recruitment of native fauna
(Gil-Tapetado et al., unpublished).

Considering the dissection data of D. kuriphilus
galls, the early finding of Torymus (Syntomaspis) larvae
in Cadalso de los Vidrios, preliminarily identified as 7.
sinensis, was intriguing and must be emphasized. This
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fact was later confirmed by the rearing of emerging 7. si-
nensis adults from this sample (Table 1). The unexpected
and surprising presence of this species in this locality of
the Community of Madrid would be explained with two
hypotheses: 1) the natural dispersal of 7. sinensis from the
nearest area where this biological control agent was ex-
perimentally released, the RIB Alfonso XIII in the city of
Madrid; or 2) a possible unauthorized release of 7. sinen-
sis were made in this site, given that there are no records
of such releases being authorized or made by the Com-
munity of Madrid. We think the first hypothesis is highly
unlikely. In fact, although Madrid is 63 km distant from
Cadalso de los Vidrios and, therefore, has a similar range
about of 60 km/year of dispersal capacity for the species
reported by Moriya et al. (2003), the date of establish-
ment in Madrid is quite recent and with a low percentage
(spring of 2018, 3.69%, Nieves-Aldrey et al., 2019). This
would imply a very fast dispersal event, only one year, to
colonize the distant apart chestnut trees of Cadalso de los
Vidrios, due to our rearing of 7. sinensis in this last site
are dated in 2019 and the species needs an entire year for
its establishment.

In conclusion, D. kuriphilus has continued to ex-
pand through the IP, both by natural dispersal and dis-
persal facilitated by human activities. This alien species
has recruited as a minimum of nine parasitoid species at
one site of the Sistema Central in the same year as D.
kuriphilus was reported in this area and with the simul-
taneous presence of its biological control, 7. sinensis, an
alien species that is for the first time recorded from a natu-
ral area of the Community of Madrid.
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CAPITULO I: Distribucidn real y potencial
de 0. kuriphilusy T. sinensis

In la naturaleza nada ocurre en forma aislada. Cada fenomeno
afecta a otro y es, a su vez, influenciado por éste; y es generalmente el
olvido de este movimiento y de esta interaccion universal lo que impide

a nuestros naturalistas percibiv con claridad las cosas mds simples.

- Friedvich Engels - 7/ papel del trabajo en la

transformacion del mono en fiombre
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CAPITULO I1: Relaciones de 2. kuriphilus con el
ambiente y la entomofauna parasitoide

Este capitulo, relacionado con la Ecologia (relaciones con el clima, comunidades bioldgicas y relaciones
interespecificas parasitoide-hospedador), trata de conocer como son las relaciones entre D. kuriphilus y el
clima en Espafia peninsular, y como son las relaciones entre esta especie invasora y la fauna nativa de
parasitoides, asi como con T. sinensis en las zonas donde se ha liberado al medio. Como se comento
previamente, eliminar el déficit de conocimiento eltoniano acerca de D. kuriphilus, T. sinensis y los
parasitoides calcidoideos nativos, ayuda tanto a labores de gestion como a labores de conservacion,
reconociendo las areas donde estan presentes y cuales de ellas son mas vulnerables. Los trabajos que

componen este capitulo son:

IV. GIL-TAPETADO D, CABRERO-SANUDO FJ, POLIDORI C, GOMEZ JF, & NIEVES-ALDREY JL. (2021d).
Climate as a possible driver of gall morphology in the chestnut pest Dryocosmus kuriphilus across Spanish
invaded areas. Bulletin of Entomological Research, 111(2): 160-173. URL:
https://www.cambridge.org/core/journals/bulletin-of-entomological-research/article/abs/climate-as-a-
possible-driver-of-gall-morphology-in-the-chestnut-pest-dryocosmus-kuriphilus-across-spanish-invaded-
areas/BIACA765CE2BFAOODE7F748A97108814 Pagina 103.

V. GIL-TAPETADO D, CASTEDO-DORADO F, NIEVES-ALDREY JL, & LOMBARDERO MJ. (2021c). Gall size
of Dryocosmus kuriphilus limits down-regulation by native parasitoids. Biological Invasions, 23(4), 1157-
1174. URL: https://link.springer.com/article/10.1007/s10530-020-02427-x Pagina 117.

VI. GIL-TAPETADO D, CABRERO-SANUDO FJ, GOMEZ JF, ASKEW RR, & NIEVES-ALDREY JL. (2021b).
Differences in native and introduced chalcid parasitoid communities recruited by the invasive chestnut pest
Dryocosmus kuriphilus in two Iberian territories. Bulletin of Entomological Research, 111(3): 307-322.
URL.: https://www.cambridge.org/core/journals/bulletin-of-entomological-research/article/differences-in-
native-and-introduced-chalcid-parasitoid-communities-recruited-by-the-invasive-chestnut-pest-
dryocosmus-kuriphilus-in-two-iberian-territories/ AQSDAAEE4165ED39AEA7598ABE7BELED Pégina
135.

En estos trabajos se analiza la influencia climatica de diferentes areas de Espafia en D. kuriphilus
y las relaciones a nivel de comunidad bioldgica y de parasitismo entre esta especie plaga y los parasitoides
nativos y foraneos. En GIL-TAPETADO et al., (2021d) se relaciona el tamafio y forma de las agallas de D.
kuriphilus en diferentes partes de Espafia, observando que en el sur éstas son de un mayor tamafio
independientemente del nimero de camaras larvarias que posean (las agallas de D. kuriphilus son
multiloculares), lo que sugiere que existen factores externos que condicionan la morfologia de éstas. Estos
factores pueden ser probablemente climaticos, ya que en las zonas montafiosas del sur de la peninsula
ibérica existen condiciones de temperatura y humedad que pueden conllevar que el castafio pueda producir
agallas de mayor tamafio en comparacion con zonas més frias y con mucha mas precipitacion, como es el
caso de Galicia. Esto coincide con los modelos de idoneidad de GIL-TAPETADO et al., 2018 (en el primer
capitulo de esta tesis), siendo mayor en Méalaga que el Galicia; y con GIL-TAPETADO et al., 2021a (en los
anexos de esta tesis), siendo mayor la idoneidad/abundancia de D. kuriphilus en las zonas mas

calidas.
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CAPITULO I1: Relaciones de 2. kuriphilus con el
ambiente y la entomofauna parasitoide

En GIL-TAPETADO et al., (2021c) se relacionan las caracteristicas climaticas y propias de las agallas
de D. kuriphilus que pueden influir y modificar el parasitismo de las especies de parasitoides nativos
reclutados por esta especie invasora. Las agallas de D. kuriphilus, al igual que otras agallas de Cynipidae,
crecen durante su desarrollo, modificando su morfologia y tamafio a lo largo del tiempo, siendo ademas
posiblemente influidas por las variables meteoroldgicas y climaticas. En este trabajo obtenemos que el
ancho de la pared de las agallas (i.e: la longitud desde la superficie externa de la agalla a la superficie interna
de la camara larvaria) es la variable limitante del parasitismo de las especies nativas. Como la mayoria de
las especies de parasitoides nativas reclutadas por D. kuriphilus son generalistas y no estan sincronizadas
con esta especie invasora, estas especies atacan las agallas de forma oportunista. Al atacar de forma
oportunista, hacia el verano, cuando las agallas ya estan maduras, el tamafio de la pared puede actuar como
barrera fisica, al ser mayor ésta que la longitud del ovipositor de los parasitoides. Por lo tanto, las agallas
de D. kuriphilus poseen una ventana de vulnerabilidad a los parasitoides durante su formacion hasta que
alcanzan un tamarfio determinado, cuando pueden “escapar” del ataque de sus antagonistas. Por ello, las
especies especialistas y sincronizadas, como T. sinensis, tienen mayor éxito que la mayoria de la fauna de

parasitoides nativos, atacando a las agallas de D. kuriphilus durante su ventana de vulnerabilidad.

En GIL-TAPETADO et al., (2021b) se describen las comunidades bioldgicas de parasitoides
asociadas a D. kuriphilus en dos zonas diferentes de Espafia; Malaga y Galicia. En este trabajo se analiza
tanto los indices de diversidad como la estructura de la comunidad en las dos zonas y se recopila la
informacidn acerca de los parasitoides descritos reclutados por D. kuriphilus en Espafia. En este trabajo se
describen como especies reclutadas a cuatro parasitoides nativos que poseen una biologia muy similar a la
de T. sinensis y que son probablemente ecol6gicamente analogos: Aulogymnus balani Pujade-Villar, 1991,
Aulogymnus bicolor (Askew, 1975), Aulogymnus obscuripes Mayr, 1877 y T. notatus (junto con
Aulogymnus arsames (Walker, 1838) en Galicia; GIL-TAPETADO et al., 2021c). Estas especies conforman
parte de la subcomunidad invernante y muestran una sincronizacion alta con D. kuriphilus, atacandola
durante su ventana de vulnerabilidad (GIL-TAPETADO et al., 2021c). Estas especies podrian haber sido
alternativas nativas a T. sinensis para el control biol6gico de D. kuriphilus potenciando su conservacién en
sus comunidades biol6gicas asociadas. Ademas, T. notatus es una especie hermana de T. sinensis
(PoGoLOTTI et al., 2019; GIL-TAPETADO et al., 2021e), candidata a especie con la que podria hibridar,
aunque este riesgo es muy bajo o nulo (GIL-TAPETADO et al., 2021e). En GIL-TAPETADO et al., (2021b) se
relaciona el rapido reclutamiento de parasitoides por D. kuriphilus con la teoria de Biogeografia de Islas,
con islas dentro de los continentes, actuando los castafios como zona/arbol no colonizable por los
parasitoides al no poseer agallas antes de la introduccidn de esta especie invasora, pero actuando como islas
tras la invasion. Al estar distribuidos los castafios y los robles juntos, formando bosques mixtos y presentar
los Quercus agallas de Cynipidae y parasitoides nativos, las agallas de D. kuriphilus han sido atacadas y
colonizadas rapidamente por estas especies como si “hubieran surgido islas dentro de los

continentes” (ver pagina 35, Parasitoides y Superfamilia Chalcidoidea).
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Abstract

The alien cynipid wasp Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, 1951 is a serious pest of chestnuts
(Castanea spp.) in Japan, North America and Europe, causing fruit losses while inducing galls
in buds. While D. kuriphilus galls have a recognizable and roughly invariable globular shape,
their size varies, reaching up to 4 cm in diameter. Among other factors, such variation may
depend on different climatic conditions in different attacked areas. Here, we sampled and
measured 375 D. kuriphilus galls from 25 localities throughout the Iberian Peninsula, includ-
ing both cold and rainy northern (Eurosiberian) areas and warm and dry central-southern
(Mediterranean) areas, to test the effects of climate and geographical location on gall morph-
ology. The analyses indicate that gall mass and volume follow a pattern that can be associated
with a climatic cline. In particular, the Eurosiberian galls were smaller than the Mediterranean
galls according to differences in climatic conditions. In the southern areas, the greater
insolation regime does not allow the chestnut trees to be distributed at lower altitudes, but
the high rainfall and humidity regime of the mountain enclaves allow their presence. These
conditions of insolation and precipitation seem to influence the morphological characteristics
of the galls of D. kuriphilus.

Introduction

Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, 1951 (Hymenoptera: Cynipidae), the Asian chestnut gall
wasp, represents a severe pest of chestnut (Castanea Mill.) forests in invaded areas throughout
Europe, Asia and North America (Otake, 1980; Moriya et al., 2003; EFSA, 2010; Avtzis et al.,
2019). Originally distributed in China, this gall wasp has recently been dispersed through
human action (transport of seedlings) in many non-native territories where the absence of
native natural enemies and lack of competition with native oak gall-wasp species allow high
densities of galls to easily develop in chestnut trees. In addition, the Castanea species present
in Europe is Castanea sativa, which is different from its native hosts in China and which does
not have any type of resistance adaptation against D. kuriphilus. This small cynipid (approxi-
mately 2 mm in body length) consists only of females (obligate parthenogenetic cycle), with
adults emerging from June to August (Pérez-Otero et al., 2017) and laying eggs in chestnut
buds, after which galls develop during the next spring (Yasumatsu, 1951; EPPO, 2005;
CABI, 2015). The galls are irregular, rather globular in shape, greenish or reddish and unilocu-
lar or multilocular. By developing on the midribs of leaves and on petioles, stems, stipules and
male catkins, galls have negative effects on the plant, including reduction in fruit production,
branch shortening and general weakening or even tree death (Payne et al., 1975; Battisti et al.,
2014; Gehring et al., 2018), leading to important economic damage (Brussino et al., 2002;
Zhang, 2009; EFSA, 2010). On the other hand, the development of D. kuriphilus within its
galls are clearly beneficial for the insect since they protect against hydrothermal stress and
improve nutrition for the larvae, and they may have evolved to provide a protection against
natural enemies (Price et al., 1987).

On the Iberian Peninsula (IP), D. kuriphilus first reached Catalonia (northeastern IP) in 2012
(EPPO, 2012; Pujade-Villar et al., 2013; Nieves-Aldrey et al., 2019), then spread towards other
Spanish regions, including many northern-northwestern areas of Spain as well as the chestnut
forest of Malaga Province (southern IP) in 2014 and the city of Madrid in 2016
(Gil-Tapetado et al., 2018). This cynipid arrived in northwestern Portugal in 2014 (EPPO,
2014) in an area adjacent to northwestern Spain. The distribution of D. kuriphilus in the IP
matches the distribution of its host plant throughout the IP, which is a climatically heteroge-
neous territory. Indeed, the IP is divided into three main types of biogeographic regions: the
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Abstract The success of invasive species largely
depends on the resistance offered by the native
communities. Dryocosmus kuriphilus is a cynipid
native from China that is a serious pest of chestnuts
worldwide. This species recruits natural enemies in the
areas of introduction; nevertheless, their role in
regulating pest population is frequently questioned,
although the causes are not clear. We sampled
parasitoids from 12,525 galls collected in 192 sites
in four geographic areas differing in climate and
residence time of the wasp of Galicia (NW Iberian
Peninsula). We also dissected 2994 galls to assess the
effects of gall characteristics on parasitism level. We
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found a rich community of native enemies that
contributed to biotic resistance against the invasive:
19 species of native parasitoids were feeding on the
wasp, with mortalities ranging from 14 to 37%.
Rarefaction analyses indicated that this species list
accounts for most of the native enemies that attack D.
kuriphilus in inland Galicia. However, percent para-
sitism of D. kuriphilus by native parasitoids decreased
greatly with time since introduction. This was because
galls became larger, more thickly walled, and with
more D. kuriphilus per gall as the abundance of D.
kuriphilus increased. As the galls became larger and
more populated, a declining fraction of the D.
kuriphilus within were parasitized by native enemies
(decrease from > 25% parasitism to < 2% as gall size
increased from 0.2 to 3 cm?). Consequently, native
parasitoids may play a role in slowing the invasive at
low densities, but this effect becomes increasing
inconsequential in highly invaded areas.

Keywords Invasive species - Asian chestnut gall

wasp - Natural enemies - Gall morphology - Climate -
Residence time

Introduction

The introduction of non-native species can alter and
threaten diverse biological systems and can also cause
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Differences in native and introduced chalcid
parasitoid communities recruited by the
invasive chestnut pest Dryocosmus kuriphilus
in two Iberian territories
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Abstract

Dryocosmus kuriphilus (Hymenoptera: Cynipidae) is a global invasive gall wasp and a pest of
chestnuts (Castanea spp.). A study of the Chalcidoidea parasitoid community of D. kuriphilus
was undertaken over two years, from March 2017 to March 2019, at 15 sites in south and
northwest Spain (Malaga and Galicia regions). More than 18,000 galls were collected, and
1153 parasitoids belonging to 22 species of seven chalcidoid families, plus two individuals
of an inquiline Cynipidae, Synergus facialis, emerged. Richness was higher in the Mélaga
region, with 20 species, while 17 parasitoids and one inquiline were identified in Galicia.
The parasitism rate of native chalcid parasitoid species in both regions was low. Eupelmus uro-
zonus and Mesopolobus lichtensteini were the most abundant native species. Mesopolobus
tibialis was a dominant species in south Spain, while Ormyrus pomaceus was a dominant spe-
cies in northwest Spain. Our results revealed the existence of a sub-community of univoltine,
probably host specialized, parasitoids in south Spain, which overwinter in galls, exhibiting a
similar life cycle to Torymus sinensis. These species were Torymus notatus, Aulogymnus
bicolor, Aulogymnus obscuripes and Aulogymnus balani. Data on the recovery of T. sinensis
after release in the south Spain region show it to be well established, but its numbers are
still low in northwest Spain.

Introduction

Non-native species are being introduced into many countries with increasing frequency. These
exotic organisms can threaten and damage ecosystems, biodiversity, agriculture and even
human health (Wittenberg and Cock, 2001; Pimentel et al, 2005; Pejchar and Mooney,
2009). Biological invasions present important problems in different facets of human society,
such as environmental, human health and agricultural production issues. Biological invasions
lead to pest problems that can cause considerable economic damage due to losses of agricul-
tural and forestry crops. Additionally, exotic species can disturb ecosystems and trophic net-
works through the displacement and extinction of native species (Gurevitch and Padilla, 2004),
causing environmental damage and biodiversity loss (Vitousek et al, 1996; Pimentel et al.,
2005). The damage to biodiversity and the economy produced by non-native species are
due to their high propensity for dispersal and explosive production of large populations during
the first years of an invasion resulting from their establishment in an environment without
their natural enemies; the ‘enemy-release hypothesis’ (Williamson, 1996; Crawley, 1997).
In the case of arthropodan biological invasions, one of the most important groups related
to natural enemies is the parasitoids (Quicke, 1997; Schonrogge et al., 2006), mostly belonging
to the order Hymenoptera that have theoretically co-speciated with their hosts through adap-
tations to overcome their hosts’ defences (top-down relations), and the hosts modifying their
defences to avoid being parasitized (bottom-up relations) (Stone et al., 2002).

Invasions by gall-inducing insects such as gall wasps (Hymenoptera: Cynipidae) present
difficulties for pest control because these organisms spend most of their life cycle concealed
inside a vegetal structure (the gall) which is part of the host plant (Rohfritsch and
Shorthouse, 1982). As cynipids are in their larval and pupal stages inside galls, many types
of pest control, such as chemical biocides, are ineffective (Cooper and Rieske, 2007).
Therefore, knowledge of their association with natural parasitoid enemies, most of which
belong to the superfamily Chalcidoidea (Askew et al, 2006, 2013), can indicate which of
the parasitoid species have potential as biological control agents and would be candidates
for intentional introductions to new regions.
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CAPITULO I1: Relaciones de 2. kuriphilus con el
ambiente y la entomofauna parasitoide

Las especies que sobreviven no son las mds fuertes, ni las mds
rdpidas, ni las mds inteligentes; sino aquellas que se adaptan mejor al

cambio.

- Chavrles Darwin - Z/ origen de las especies
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CAPITULO I11: Filogenia de 7. sinensisy los
riesgos de su liberacion en el medio natural

Este capitulo, relacionado con la Filogenia (relaciones filogenéticas y tiempos de divergencia) y con los
riesgos que supone para la fauna nativa la liberacion de T. sinensis en el medio natural, trata de conocer
coémo son las relaciones entre T. sinensis y el resto de las especies de Torymus autdctonas en Espafia, asi
como con las especies de Cynipidae nativas que inducen agallas en Quercus. Eliminar el déficit de
conocimiento darwiniano y raunkigrano acerca de T. sinensis ayuda tanto a labores de gestion como a
labores de conservacion, localizando las areas donde estan presentes y cuéles de ellas son mas vulnerables.

Los trabajos que componen este capitulo son:

VII. GIL-TAPETADO D, DURAN-MONTES P, GARCIA-PARIS M, LOPEZ-ESTRADA EK, SANCHEZ-VIALAS A,
JIMENEZ-RUIZ Y, GOMEZ JF, & NIEVES-ALDREY JL. (2021e). Host specialization is ancestral in Torymus
(Hymenoptera, Chalcidoidea)  cynipid  gall parasitoids.  Zoologica  Scripta, URL.:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/zsc.12515?af=R Pégina 154.

VIII. GIL-TAPETADO D, DURAN-MONTES P, LOPEZ-ESTRADA EK, POLIDORI C, CABRERO-SANUDO FJ,
GOMEZ JF, GARCIA-PARIS M, JIMENEZ-RUIZ Y, REY C, RODRIGUEZ-R0JO MP & NIEVES-ALDREY JL.
(manuscrito no publicado). Torymus sinensis against the invasive chestnut gall wasp: high potential for
non-target hosts although unlikely hybridization with native species. Pagina 184.

En estos trabajos se analizan las relaciones entre las especies de Torymus asociadas a agallas de
Cynipidae para crear conocimiento basico acerca de este grupo de himendpteros, estudiandose los posibles
riesgos que representa una introduccion de una nueva especie foranea mas en el medio natural, como es T.
sinensis. En GIL-TAPETADO et al., (2021e) se recupera una filogenia molecular de las especies de Torymus
asociadas a Cynipidae y se estudian los tiempos de divergencia de estas especies, asi como las relaciones
evolutivas de las especies especialistas y generalistas. Como las definiciones de especialistas y generalistas
son laxas, hemos categorizado las especies mediante caracteristicas bioldgicas, como cuantas especies 0
géneros parasita, si pueden parasitar agallas simples o también complejas, si poseen fenologias al principio
del afio o mdltiples, etc. A partir de los resultados, hemos obtenido que existen tres grupos diferentes de
estos Torymus, dos compuestos por especies especialistas y uno con especies tanto especialistas como
generalistas. Observando la reconstruccion de los caracteres ancestrales, resolvemos que en los Torymus
asociados a Cynipidae la biologia especialista es anterior a la generalista y que ésta surge tras la
diversificacion de sus hospedadores, durante el Mioceno, cuando el clima en el Holartico experimenta una
transicion de tropical continuo a estacional. Esto favorecié la radiacién de las especies de Quercus y la
aparicion de especies de hoja perenne (los robles perennes, marcescentes y caducos de nuestros dias) al
tiempo que se produjo una gran diversificacion de especies de los Cynipidae y su adaptacion a diferentes
condiciones ecoldgicas. Al irse formando nuevos recursos por explotar y mediante el mecanismo de

‘ecological fitting’ (AGOSTA et al., 2010) y el ‘Stockholm paradigm’ (BROOKS et al., 2019), en el que los
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hospedadores potenciales poseen caracteristicas que coinciden con el “nicho de parasitacion”, los
parasitoides pueden perder su especializacion y volverse generalistas. En GIL-TAPETADO et al., (2021e) se
describe también que existen dos especies de Torymus, Torymus rubi (Schrank, 1781) y Torymus
bedeguaris (Linnaeus, 1758), que efectuaron un cambio importante de hospedadores, pasando de parasitar
agallas en especies de Quercus (Fagaceae) a parasitar agallas en especies de Rosa y Rubus (Rosaceae); asi
como la aparicién de tres especies, Torymus auratus (Muller, 1764), Torymus geranii (Walker, 1833) y
Torymus nobilis Boheman, 1834, que parasitan agallas de cinipidos en tres estratos diferentes,
respectivamente, aéreo, zona baja y subterraneo. También se han detectado dos complejos de especies
cripticas en Torymus flavipes (Walker, 1833) y en Torymus cyaneus Walker, 1847, existiendo una posible
especie ibérica a describir dentro de este Gltimo complejo (trabajo en proceso). Por Gltimo, se destacan las
relaciones entre T. sinensis y el resto de las especies de Torymus, indicando que, entre las especies de la
fauna nativa, T. notatus es su especie mas cercana filogenéticamente. Estas especies son morfol6gicamente
muy parecidas y se desconocen los limites de sus distribuciones por el Paleartico, siendo candidatas a
posible hibridacion. Sin embargo, considerando los tiempos de divergencia entre estas especies de Torymus,
se puede observar que la divergencia entre T. notatus y T. sinensis (7.91 millones de afios) es mucho mayor
que las de otras especies, como entre T. rubi y T. bedeguaris (4.94 millones de afios) o entre T. geraniiy T.
nobilis (1.78 millones de afios). Estas divergencias entre especies parecen indicar que las diferencias
geogréficas entre T. notatus y T. sinensis han producido una separacion grande entre ellas y que la
probabilidad real de hibridar entre ambas especies es muy baja o nula. Este tema también se desarrolla en
GIL-TAPETADO et al., (no publicado).

En GIL-TAPETADO et al., (manuscrito no publicado) se evalGan dos posibles riesgos ambientales
relacionados con la suelta de T. sinensis: la hibridacién y el rango de hospedador. Al igual que en GIL-
TAPETADO et al., (2021e), se aborda la relacion de hibridacién de T. sinensis con otras especies de Torymus,
incluyendo a T. beneficus, una especie con la que se ha demostrado que si existe hibridacion efectiva. Los
resultados indican que la posibilidad de hibridacién de T. sinensis con otras especies nativas de Europa de
Torymus, incluyendo a T. notatus, es muy baja o nula a diferencia de lo observado con T. beneficus en
Japon. Respecto al rango de hospedador, se han hecho diferentes experimentos utilizando agallas de
Cynipidae nativos en Quercus, tanto en laboratorio como en el campo, observando los comportamientos de
T. sinensis y su parasitismo. Los resultados indican que existen algunas especies de Cynipidae nativas que
si son atacadas por T. sinensis en condiciones obligadas y con eleccion (ofreciéndoles tanto agallas de D.
kuriphilus como de Cynipidae nativas). Se observa una clara preferencia de T. sinensis hacia las agallas
simples formadas en hojas, como las que presenta P. quercusilicis o A. curvator formadas al principio de
la primavera, y que son similares a las que induce D. kuriphilus. Esto parece indicar que el rango de
hospedador de T. sinensis no es estrictamente especifico/monofago sobre D. kuriphilus, sino que
determinadas agallas con caracteristicas similares son susceptibles de ser atacadas por este

parasitoide foraneo.
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Abstract

The host range of parasitoids varies greatly among species: Some only parasitize
one to a few hosts (specialists), while others parasitize multiple species or a va-
riety of host types (generalists). The direction of most host range shifts in parasi-
toid groups, that is from generalist to specialist or, alternatively, from specialist
to generalist, is unknown. To explore the origin of host range shifts, we studied
a clade within the genus Torymus (Hymenoptera, Chalcidoidea) that includes
both generalist and specialist parasitoids of Cynipidae (Hymenoptera). We ana-
lysed the phylogenetic relationships of the species of Torymus on the basis of two
gene fragments (coxI and ITS2) of 246 specimens and performed an ancestral
state reconstruction of the specialist/generalist trait. Our results revealed the fol-
lowing: (a) The ancestral state of this group of Torymus is specialist, with the
generalist state evolving through a loss of specialization. (b) The species Torymus
cyaneus and Torymus flavipes both have a strong genetic structure, suggesting
the existence of different biological identities. (c) There has been a host plant
shift in the lineage(s) leading to Torymus rubi and Torymus bedeguaris from galls
on Quercus to those on Rosaceae. (d) The alien species Torymus sinensis and the
native European species Torymus notatus are phylogenetically closely related. (e)
Speciation within Torymus was likely associated with the diversification of their
cynipid hosts, which itself was driven by the dramatic changes in climate and
vegetation that occurred during the Miocene.

KEYWORDS

cryptic species, Cynipidae, host plant shift, host range, Torymidae, Torymus sinensis

(Noyes, 2021); however, the actual number of species
has been estimated to be up to half a million (Heraty

The superfamily Chalcidoidea is a cosmopolitan and
highly diverse group of Hymenoptera. To date, about
22,500 species have been described for the superfamily

et al.,, 2012). These species present a variety of feed-
ing strategies, depending on their interactions, such as
predation, gall induction, nectarivory/pollination and
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Material suplementario de GIL-TAPETADO et al., 2021e.
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ABSTRACT

A common strategy to limit the negative impact of biological invasions is biological control
through the import and release of alien natural enemies. However, such biological control plans
do not avoid environmental risks, including predation and parasitoidism, as competition and
hybridization with non-target native fauna. Here, we studied in Spain the parasitoid wasp,
Torymus sinensis Kamijo 1982 (Hymenoptera: Torymidae), which was introduced to Europe
from Asia to control the invasive Asian chestnut gall wasp, Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu,
1951 (Hymenoptera: Cynipidae). By collecting non-target native cynipid galls and by
performing field and laboratory experiments, we found that while T. sinensis rarely attacks
native gall wasps in the studied areas (although perhaps because of low natural densities), with
only one gall of Andricus curvator (Hartig, 1840) having been parasitized in natural conditions,
the potential host range observed in the laboratory can easily be extended to many species of
native cynipids, with oviposition observed in galls of eight of 11 species tested, spanning five
genera. On the other hand, hybridization between this introduced parasitoid and its
phylogenetically closest native Torymus species does not seem to occur, since no inter-species
matings were observed in the laboratory and no hybridization or introgression events have been
detected between the topologies of one nuclear (ITS2) or mitochondrial (coxl) gene in molecular
analysis. Overall, our results indicate that T. sinensis may act as a parasitoid of native cynipids
and perhaps potentially displace their native parasitoids, and therefore its release as a biological
control agent, although certainly useful, may accompany non-desired effects that must be

carefully monitored.

Keywords

Dryocosmus kuriphilus, gall wasps, host range, biological control, environmental risks
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INTRODUCTION

Biological invasions are currently considered one of the main human-induced drivers of
ecological disturbance and subsequent biodiversity loss (Lodge, 1993; Schmidtz & Simberloff,
1997; IPBES, 2019). They directly impact on the conservation of biological communities by
producing numerous and sometimes irreversible changes in invaded areas which affect
ecosystems and native biological communities (Vitousek et al., 1996; Messing & Wright, 2006;
Roy & Wajnberg, 2008). Biological invaders include pests that can also cause substantial
economic losses through decreases in the production of crops, fruits, or wood, among others
ecosystems services (Pimentel, 2014; Hall, 2019). Numerous techniques have been developed to
limit the economic damage of such pests, including biological control strategies (DeBach &
Rosen, 1991). Classical biocontrol agents are closely related to the natural enemies of a target
pest (DeBach & Rosen, 1991; Landis et al., 2000), making this control more efficient and with
fewer environmental risks. Numerous studies demonstrate the success of pest control using
natural enemies (Beddington et al., 1978; Hokkanen & Sailer, 1985; Van Lenteren, 2000;

Waage, 2012).

However, classical biological control implies the introduction of foreign species, which
may involve environmental risks. Indeed, exotic biocontrol agents could decrease the abundance
and distribution of non-target native species through 1) direct impacts due to predation or
parasitoidism; 2) indirect impacts such as competition or displacement; 3) novel disease
introduction; 4) biodiversity loss due to hybridization; and 5) impacts on other introduced
biocontrol agents (van Driesche & Hoddle, 2016; van Lenteren et al., 2006). This does not seem
uncommon: there are many examples of biological control agents that caused unexpected
damages to native biological communities and ended up being considered as invasive species,
such the ladybird Harmonia axyridis (Pallas, 1773) (Coleoptera: Coccinellidae) (Roy et al.,
2006; Roy & Wajnberg, 2008), the leafhopper assassin bug Zelus renardii Kolenati, 1857
(Hemiptera: Reduviidae) (Rosenheim et al., 1999) and the thistle head weevil Rhinocyllus

conicus Frolich, 1792 (Coleoptera: Curculionidae) (Louda et al., 1997). Undesired effects of the
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introduction of these species include the strong attack of non-target native species, sometimes
even other beneficial species used as a biological control in agricultural systems (e.g. Rose et
al., 2005; Louda et al., 1997). Hence, the potential impacts of introducing an exotic biocontrol

agent must be evaluated.

Here, we studied the parasitoid wasp, Torymus sinensis Kamijo 1982 (Hymenoptera:
Chalcidoidea: Torymidae), which was introduced in Europe from Asia to control the invasive
Asian chestnut gall wasp, Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, 1951 (Hymenoptera: Cynipidae).
Dryocosmus kuriphilus is considered the most important insect pest affecting the Castanea trees
in Asia, North America, and Europe (Oho & Umeya, 1975; Payne et al., 1975; Brussino et al.,
2002). This species, also native from China, constitutes a pest in chestnut orchards and forests,
causing a progressive loss of the photosynthetic biomass and affecting chestnut production, by
inducing high densities of galls on the tree. This causes a reduction in chestnut fruit and wood
production and sometimes even seriously harming and weakening the tree (EFSA, 2010;
Gehring et al., 2018; 2019). The high invasiveness and strong effects of this pest are mainly due
to the lack of natural enemies in the invaded regions (Aebi et al., 2007; Quacchia et al., 2013;
Gil-Tapetado et al., 2021a), in addition to an efficient reproduction as a parthenogenetic and r-

strategist species (EFSA, 2010).

The only currently effective way of dealing with D. kuriphilus in invaded areas is
biological control by its natural enemy, T. sinensis (Otake et al., 1984; Quacchia et al., 2008;
Gibbs et al., 2011), due to their synchronized life cycle (Aebi et al., 2007; Quacchia et al.,
2013; Nieves-Aldrey et al., 2019; Gil-Tapetado et al., 2021a). Like all introduced species, T.
sinensis may negatively impact the autochthonous fauna (Gibbs et al., 2011) by attacking native
cynipids (Ferracini et al., 2015a; 2017), hybridizing with native Torymus species (Yara et al.,
2010; Pogolotti et al., 2019) and competing with other native parasitoids. In addition, the
settlement of T. sinensis seems to vary in different areas of biological control application

(Nieves-Aldrey et al., 2019), modulating the degree of impact on native fauna (the greater the
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settlement, the greater the impact). In Spain, the impacts on non-target hosts and hybridization

with other Torymus species have not been evaluated.

To resolve uncertainties about the potential risks of T. sinensis in native species: (i) we
collected non-target, native cynipid galls to evaluate the natural host range for this introduced
wasp in Spain. (ii) In addition, we performed observational experiments in field and in
laboratory in which mated T. sinensis females were exposed to non-target hosts under no-choice
conditions and to native and D. kuriphilus galls, under choice conditions. (iii) To investigate the
hybridization of T. sinensis with native Torymus species, we recovered two molecular
phylogenies based on nuclear and mitochondrial markers to find gene introgressions and

hybridization events and compared the divergence time among species of Torymus.

MATERIAL AND METHODS

To answer and to explore the different risks and aspects related to the release of T. sinensis, we

have followed the work scheme shown in Fig. 1.

Study area

Field and laboratory experiments were carried out during the period 2016-2018 in different
areas of Spain, namely: in the Northwest (Galicia, Campus Lugo), in the North (Cantabria, San
Roque de Riomiera), in the Central region (Madrid, in the Sierra de Guadarrama and the Royal
Botanical Garden Alfonso XIII of the Complutense University of Madrid, UCM), and in the
South (Andalusia, Malaga, Valle del Genal). All these areas were previously assessed as
infested by D. kuriphilus (Gil-Tapetado et al. 2018). In the northern, central and southern areas,
T. sinensis seems to have effectively established, while in the northwest region, T. sinensis is
not completely established, at least according to spring of 2019 data (Nieves-Aldrey et al.,

2019) (Fig. 2).

Field sampling
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To evaluate the potential host range of T. sinensis, a sampling campaign of native cynipid galls
was performed in the Sierra de Guadarrama in spring-summer of 2017 and 2018. Galls were in a
state of fresh and early or intermediate maturity which allow oviposition of T. sinensis, so that
cynipid are in their larvae stage (Table 1). The galls were collected mainly from Quercus
pyrenaica Willd., Quercus ilex L. and Quercus suber L., and these samples were used in the
host range indoor laboratory experiments. The galls of D. kuriphilus used in experiments come
from the Cantabria site, the Real Jardin Botanico Alfonso XIII and the Campus Terra of
Santiago de Compostela University in Lugo (Gil-Tapetado et al., 2018), and were also collected
during spring-summer of 2017 and 2018 (Table 1). Part of these galls of native and alien
cynipids were collected to perform the laboratory experiments and the remaining galls were

bagged to carry out the field experiments (Fig. 3A-B).

Torymus sinensis individuals used in these experiments were provided by ‘Agrobio
enterprise’©, which imported the specimens from Italy in -10°C and dark conditions, remaining
these individuals in lethargy and a priori avoiding the mating among them. Specimens were
selected and were kept under laboratory conditions for two days, ensuring that mating was
established. Subsequently, the females of T. sinensis were separated to perform the host range

experiments.

To elaborate the molecular phylogeny, specimens of T. sinensis, as well as those of
other Torymus species and the outgroups, used in the molecular phylogeny, are the same as
those used in a recent study (Gil-Tapetado et al. 2021c) that focused on Torymus species
associated with cynipid hosts, while the DNA sequences of Torymus beneficus Yasumatsu and

Kamijo, 1979 were retrieved from GenBank (Yara et al. 2006; 2010).

Host range in field experiments

The potential host range of T. sinensis was tested in the region of Madrid through bagging of

tree branches infested with cynipid galls. Branches of several native oaks (Quercus spp.) were
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selected to study the native cynipid galls, while Castanea sativa chesnut branches were selected
to study D. kuriphilus galls. This no choice oviposition field experiment (NCOF) consisted of
covering a tree branch in the field with the presence of target or non-target native galls with a
semipermeable mesh bag. Each mesh has a sufficient pore size to allow the entry of air and
water but preventing the entry and exit of even small insects, a priori avoiding the interference
of other parasitoid species in the experiment and the dispersal of T. sinensis in the field. In each
branch, 40 specimens of T. sinensis (252/152) were released and after a three-month period,
the galls were collected. We conducted these experiments on four native species of cynipid-galls
species with simple or complex external morphology (Plagiotrochus australis (Mayr, 1882) on
Q. ilex, Andricus curvator Hartig, 1840 and Biorhiza pallida (Olivier, 1791) on Q. pyrenaica,
Andricus quercusramuli (Linnaeus, 1761) on Q. faginea and Pseudoneuroterus saliens (Kollar,
1857) on Q. suber). These last two cynipid species were selected to observe the host range of T.
sinensis with galls morphologically different from those of D. kuriphilus. Four of these

experiments were performed for each species.

Ex situ host range experiments

Based on Ferracini et al., (2015a), two types of experiments were performed to test the host
range of T. sinensis indoors: 1) choice oviposition tests (COT), presenting, at once, both target
and non-target cynipid-galls; and 2) no choice oviposition tests (NCOT), presenting only a

target or non-target gall species.

In the COT, three mated females of T. sinensis were exposed to galls of their main host,
D. kuriphilus, and non-target galls of Cynipidae for 30 minutes in a Petri dish (diameter 10 cm)
with a white background underneath using a binocular stereomicroscope (Fig. 3C). During that
time, the following behaviours were annotated: 1) attraction towards any gall (the female walks
towards the gall and on its surface) and vibrotaxis or antennal drumming (the female makes
antenatal movements along the gall surface), 2) oviposition attempts (the female inserts her
ovipositor lasting less than 1 minute) and 3) successful oviposition. A successful oviposition is

considered when the female oviposits for at least one minute, even though there is no certainly
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that the female has laid an egg. Twenty replicas of this experiment could be performed with the
species B. pallida, Neuroterus quercusbaccarum (Linnaeus, 1758), PI. australis and
Plagiotrochus quercusilicis (Fabricius, 1798) as they were the most abundant species in our
collected gall samples. Data from the COT experiments with sufficient replicates were analyzed
using a y? test. In particular, we tested whether there were differences in preference (i.e. number

of behaviours observed in different galls) towards D. kuriphilus galls over non-target galls.

In the NCOT experiments, three mated females of T. sinensis were placed under the
same conditions as the COT experiments, but in this case, they were presented separately only
with galls of the following cynipids: A. curvator, Pl. australis, B. pallida, D. kuriphilus PI.
guercusilicis, N. quercusbaccarum, A. quercusramuli, Andricus grossulariae Giraud, 1859;
Neuroterus tricolor (Hartig, 1841); Ps. saliens and Synophrus hispanicus Pujade-Villar, 2009.
The same behaviours of the COT experiments were recorded except for the antennal drumming.
For the NCOT experiments, we analyzed the following variables: number of oviposition
attempts, number of successful ovipositions, their ratio, and attraction, i.e. the ratio between the
number of successful ovipositions and the number of total tested galls by species as an estimate
of overall attraction to gall species. Finally, we listed them in order to the proportions ((attempt
ovispositions + successful oviposition)/number of galls), and (successful oviposition)/(attempt

ovispositions + successful ovispositions)).

Hybridization of T. sinensis

A phylogenetic analysis has been performed to check hybridization signals between Asian
Torymus (T. sinensis and T. beneficus) and European Torymus (Torymus cyaneus Walker, 1847,
Torymus notatus (Walker, 1833), Torymus affinis (Fonscolombe, 1832), Torymus auratus,
Torymus nobilis, Torymus geranii, Torymus bedeguaris, Torymus rubi and Torymus flavipes).
Two genes were selected for sequencing, nuclear Internal transcribed spacer 2 (1TS2) and

mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit I (coxl). The contigs were assembled and edited
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using Sequencher 5.4.6 (Gene Codes, 2016). Two matrices were formed, one for the coxl gen
and another for the 1TS2. The ITS2 matrix was aligned using MAFFT (Katoh & Standley, 2013;
Mafft, 2018), and the coxl was aligned manually, after that it was translated into amino acids
with Mesquite (Maddison & Maddison, 2018). Bayesian inference analysis was conducted to
the 1TS2 matrix using Mr. Bayes v3.2.6 (Ronquist et al., 2012) and to the coxl matrix using
BEAST v1.8.2 (Drummond et al., 2012) on the CIPRES Science Gateway online platform
(Miller et al., 2010). For both matrices, JModelTest (Darriba et al., 2012) was used to determine
the best nucleotide substitution model for our data. We did two independent runs of 100 million
generations, sampling every 1000 with 4 chains per run and the burn-in factor was 0.25. The
nucleotide substitution models determined for both genes in Bayesian analysis was GTR + | +
G. The resulting trees were visualized with FigTree 1.4.3 (Rambaut, 2014) and edited with
Inkscape and Adobe Photoshop CC. Two separated topologies were presented to show possible

hybridizations between species.

Additionally, observational mating experiments were performed between T. sinensis
males and females with phylogenetically close native Torymus species. These species were T.
cyaneus, T. notatus and T. affinis. These mating experiments were performed for 30 minutes
considering four different behaviours: attraction, contact between antennas, courtship mating

and mating.

RESULTS

Host range in field experiments

In 2017 we conducted 35 NCOF experiments with three species: B. pallida and A. curvator on
Q. pyrenaica, and PI. australis on Q. ilex. The results were negative in all cases and we did not

recover T. sinensis larvae or adults from the galls used in these field experiments.

In May 2018, we conducted 65 additional NCOF experiments, on 10 galls from

different cynipid-gall species at 13 different sites in Madrid, Cantabria, and Andalusia. In all the
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256  NCOF experiments the results were negative regarding the implantation of T. sinensis except in
257  galls of the sexual generation of A. curvator, in which we recovered 53 of T. sinensis. This fact
258  reconfirm that the implantation of T. sinensis in native cynipid oak galls is possible in the field.
259  The attraction of A. curvator to T. sinensis was also confirmed in the COT and NCOT

260  experiments performed in the laboratory (see below).

261 Ex situ host range experiments

262  We performed 44 tests in the laboratory with galls of 11 different Cynipidae species. The results
263  indicated that there was attraction and ovipositor insertion the in galls in all cases except for A.
264  quercusramuli, Ps. saliens and S. hispanicus. The highest frequency of attraction and insertion
265  successful for oviposition, apart from D. kuriphilus, is produced with the galls of the sexual

266  generations of A. curvator and two Plagiotrochus species: PI. quercusilicis and PI. australis
267  (Fig. 3G-1). However, it could not determine whether egg laying occurred and whether T.

268  sinensis larvae developed in the galls used in the tests.

269 In the COT experiments we found that T. sinensis preferentially parasitized D.

270 kuriphilus (Fig. 3D-F) but this torymid can also parasitize non-target galls too (Fig. 4). There
271 were significant differences in the vibrotaxis behaviour of T. sinensis, choosing primarily D.
272  kuriphilus instead of B. pallida (p= 0.004) and PI. quercusilicis (p= 0.02). Nevertheless, there
273 were no differences in vibrotaxis between D. kuriphilus and N. quercusbaccarum (p= 0.27).
274 Also, there were significant differences on the oviposition attempts between D. kuriphilus and
275  two native galling species (B. pallida and PI. quercusilicis) (p < 0.002), making more attempts
276  to oviposit on galls of the former and less on the latter, while no differences were found

277  between N. quercusbaccarum and D. kuriphilus (p= 0.32). For ovipositions for +1 minute (a
278  proxy of successful ovipositions), the preference for D. kuriphilus is significantly maintained
279  over the species PI. quercusilicis (p=0.000) and N. guercusbaccarum (p= 0.000) and there is

280  not a significant preference from B. pallida and D. kuriphilus (Fig. 4).
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281 For the species A. curvator, A. quercusramuli, N. politus, Ps. saliens and Trigonaspis.
282  there were not enough of samples to develop a statistical analysis (Table 1; we did not obtain
283  enough galls from A. curvator during the preparation of these experiments). Although there

284  were not enough galls of these species for a statistical analysis, we have observed that T.

285  sinensis did not have any attraction or ovipositing behaviour towards N. politus, Ps. saliens and
286 S. hispanicus in the presence of D. kuriphilus galls. In contrast, T. sinensis can oviposit in A.
287  curvator and on the semi-subterranean galls on stolons induced by sexual generations of

288  Trigonaspis (Fig. 3J) but not on the filamentous catkin galls of A. quercusramuli, which only
289 elicit attraction/vibrotaxis in the presence of D. kuriphilus. Torymus sinensis only oviposited (~1

290  minute) on the galls of Trigonaspis and not on galls of D. kuriphilus during these 30 minutes.

291 For the NCOT experiments, the cynipids that underwent the most ovipositions were A.
292  curvator and PI. australis; the second most-attacked species was B. pallida, the main host of T.
293  affinis. Dryocosmus kuriphilus, received attraction and ovipositions similar to these previous
294  species. The species that did not receive any T. sinensis interaction were A. quercusramuli, Ps.
295  saliens and S. hispanicus. The rest of the species (A. grossulariae, PI. quercusilicis, N.

296  quercusbaccarum and N. tricolor) infrequently underwent oviposition.

297 Hybridization of T. sinensis

298  The ITS2 and cox1 phylogenies showed similar relationships among species (Figs. 5 & 6). In the
299  ITS2 phylogeny (Fig. 5), the species T. sinensis and T. beneficus form part of the same subclade.
300  This clade is related with T. notatus. The clade of T. sinensis, T. beneficus and T. notatus is in
301  turn related with T. cyaneus and these species, in turn, with a clade composed by the subclade of
302 T. affinis and another subclade with the rest of studied species of Torymus. However, in the

303  coxl phylogeny (Fig. 6), the clade of T. sinensis, T. beneficus and T. notatus forms a polytomy
304  with a clade composed by T. cyaneus and T. affinis and another composed by the rest of studied
305  species of Torymus (T. auratus, T. nobilis, T. geranii, T. bedeguaris, T. rubi and T. flavipes).
306  The species T. cyaneus presents two subclades in the ITS2 phylogeny and three subclades in the

307  coxl phylogeny. In the ITS2 phylogeny, T. auratus, T. nobilis and T. geranii form a clade
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related with T. bedeguaris and T. rubi, and all these species form a sister subclade with T.
flavipes. In the cox1 phylogeny, T. auratus, T. nobilis and T. geranii form a clade related with T.
bedeguaris T. rubi, and T. flavipes. As in the case of T. cyaneus, T. flavipes presents two

subclades in the ITS2 and cox1 phylogenies.

No hybridization or introgression events between T. sinensis, T. beneficus and European
Torymus species have been detected among the coxl and ITS2 topologies (Figs. 4 & 5).
However, introgressions of T. beneficus in the T. sinensis clade were detected in the ITS2
phylogeny (Fig. 5), forming the same nuclear subclade. The species T. beneficus and T. notatus
are the closest species to T. sinensis. The divergence time between T. sinensis and T. notatus
(23.62 Mya, 12.85-36.42 95% HPD bounds), is greater than that of T. sinensis and T. beneficus
(10.33 Mya, 4.71-18.60 95% HPD bounds). Therefore, T. sinensis and T. beneficus are
phylogenetically closer than the clade of T. sinensis and T. beneficus with T. notatus.
Divergence time among Torymus closest species is similar (~23-29 Mya) in all cases except
between T. sinensis and T. beneficus. The divergence time of T. sinensis and T. beneficus is
more similar, even shorter than that observed among detected biological entities of T. flavipes

and T. cyaneus species (~13-18 Mya).

Additionally, no mating attempts between T. sinensis and the native species T. cyaneus
and T. notatus have been observed in the laboratory hybridization experiments. The only
interactions observed among the Torymus species studied were courtship dance and antennae

contact. These behaviours were always initiated by males and were ignored by females.

DISCUSSION

Host range in field experiments

Our field experiments highlight another concern, i.e. the possible effects of competition exerted
by T. sinensis towards native parasitoids, when attacking non-target galls. Ferracini et al.

(2015a) stated the possibility of T. sinensis oviposition in non-target Italian native cynipid hosts.
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In fact, these authors indicated that three T. sinensis males emerged from field-collected B.
pallida galls and also observed T. sinensis females leading eggs on A. curvator galls under
laboratory conditions. This host range expansion of T. sinensis in Italy was later confirmed by
Ferracini et al. (2017). Our results confirm such possibility since we have found T. sinensis
emerged from galls of A. curvator experimentally infected with this species. The number of T.
sinensis recovered from that native galls were low, but the number of T. sinensis in the
experiments was also low. Under conditions of a high T. sinensis population in the field with a
decreasing of D. kuriphilus populations, native galls could become target hosts for this non-
native parasitoid. In Spain, despite that the populations of T. sinensis released for control of D.
kuriphilus remain still low (Nieves-Aldrey et al., 2019), this may change in near future, in areas
where T. sinensis will succesfully and rapidly settle and got higher densities. Then, it would be

possible that this non-native species could parasitize and affect native cynipid-gall populations.

In fact, we question the role of T. sinensis as a specific natural enemy of D. kuriphilus.
There is no doubt that the control exerted by this species on D. kuriphilus is efficient, but we do
not know if this control is really directed only against this cynipid species or on cynipid species
with simple gall morphology (as D. kuriphilus, A. curvator or B. pallida). The election of T.
sinensis as biological control of D. kuriphilus and its natural enemy is a priori based on the fact
that it is the species with the highest abundance in the biological communities of this species in
China, which means that it is the species that has the greatest effect on the population regulation
of this cynipid. However, parasitoid communities of the other native cynipid species in their
native range have not yet been studied, and it is possible that T. sinensis is not the most
specialist and effective natural enemy against D. kuriphilus, but rather the most abundant
parasitoid in the biological communities of cynipids in China and is a more polyphagous species

than described.

Ex situ host range experiments

In accordance with Ferracini et al. (2015a), our results highlight how T. sinensis has a broader

host range, and this foreign parasitoid is attracted by non-target hosts (Table 2, Fig. 4). Torymus
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sinensis even appears to be attracted to underground tree stratum galls, such as those of sexual
generations of species of Trigonaspis (Fig. 3J). However, in a posterior analysis of some of the
galls used in the experiments, where T. sinensis oviposits, no eggs were detected inside the
larval chamber. We cannot assume that there could not be eggs in all the galls used in the COT
and NCOT experiments. Moreover the findings from these ex situ experiments do not imply the
viability of T. sinensis larvae in native galls. Considering the native species of Cynipidae used
in the experiments and the morphology of the galls, T. sinensis seems to be particularly attracted
to globular and simple galls, like those of D. kuriphilus, as PI. quercusilicis, A. curvator or N.
guercusbaccarum (sexual generation) (Table 2). Also, there are differences between the COT
and NCOT experiments, obtaining more total ovipositions (attempts and +1 minute) in the COT,
a preference for D. kuriphilus over the native galls in the most of cases. It is possible that the
ovipositions on native galls in the COT experiments were because of the volatile attractants of
Castanea/D. kuriphilus (Borges, 2018) may have confused the females. However, in the NCOT
experiments there was no possibility that these attractants were present. In addition, it is striking
that in the NCOT experiments, there is a high percentage of successful ovipositions of T.
sinensis on galls of native species, which may indicate that in the absence of D. kuriphilus, T.
sinensis can parasitise non-target species. This may be an indication that there is no close
specificity and consequent density dependence between T. sinensis and D. kuriphilus and that T.
sinensis can remain in the natural environment in oak gall communities once the pest is reduced
or mitigated. The result of the highest parasitism in A. curvator coincides with the result of field
experiments with this native species, suggesting that this non-target species is the most
vulnerable to T. sinensis. Also, this interconnection between T. sinensis and potentially
parasitising native Cynipini galls, which may be related to a parasitism niche, fits with the
‘ecological fitting' hypothesis (Agosta et al., 2010) and the ‘Stockholm paradigm’ (Brooks et al.,
2019). The fact that there are galls with a morphology and phenology compatible with the
parasitism niche of T. sinensis may mean that in an alien area, this alien species may be more

polyphagous than a priori is described. It is therefore of vital importance to study which species
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are potentially vulnerable to the release of a foreign species before biological control

programmes are carried out.

Torymus sinensis is reported to be an effictive biological control agent of D. kuriphilus
in different countries (e. g: Borowiec et al., 2014; Ferracini et al., 2015b; 2019). In Spain, a pest
decline was reported in the border area with France in Navarra (Nieves-Aldrey et al., 2019) and
Catalonia regions (Managers of the Natural Park of the Zona Volcanica de la Garrotxa and the
Natural Park of Montseny, personal communication), which can be attributed to natural
dispersion of the parasitoid from this country. Nevertheless, in some Spanish territories T.
sinensis did not show a high efficacy as control agent (Nieves-Aldrey et al., 2019), although its

establishment and effect on D. kuriphilus is expected to increase in future.

Hybridization of T. sinensis

Our results confirm that the sister species of T. sinensis is T. beneficus as indicated by previous
studies (Yara, 2006; Yara et al., 2010; Montagna et al., 2018; Viviani et al., 2019; Viciriuc et
al., 2021) (Fig. 6). The geographic closeness between these species could indicate a more recent
separation, as shown our divergence times (Fig. 6). In fact, there are no deep differences
between T. sinensis and T. beneficus ITS2 sequences (Fig. 5) but only in the cox1, forming sister
subclades (Fig. 6). This can also be appreciated in other Torymus groups such as T. flavipes or
T. cyaneus, with different biological entities within each species (Fig. 5 & 6) (Gil-Tapetado et
al., 2021b). However, in T. flavipes or T. cyaneus there are differences in both cox1 and ITS2
genes, remarking a deeper diversification among the biological entities that these species

complexes encompass in comparison with T. sinensis and T. beneficus.

The sister species of T. sinensis and T. beneficus is T. notatus, as other authors also
indicate (Pogolotti et al., 2019; Gil-Tapetado et al., 2021b). Torymus sinensis and T. notatus are
very similar despite the geographic distance of both native distributions and the morphological
differentiation among these species is usually complicated (Gil-Tapetado et al., 2021a).

Hybridization between T. notatus and T. sinensis would be a priori risk in the biological control
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programs based on T. sinensis in foreign areas (Pogolotti et al., 2019; Gil-Tapetado et al.,
2021b). We detected specimens of T. sinensis in the T. notatus clade, however, we believe that
these specimens are misidentifications of T. notatus. These specimens identified as T. sinensis
correspond to the article by Viviani et al., (2019), who have not considered the species T.
notatus (the authors only consider the hybridization between T. sinensis and the native species
T. auratus, T. geranii and T. flavipes). In fact, the authors comment that they obtain two
haplotypes of T. sinensis in their results, which could correspond to the species T. sinensis itself

and the native T. notatus.

Despite the phylogenetic closeness of T. notatus and T. sinensis, their shared
morphological characters and their similar life cycle (Pogolotti et al., 2019; Gil-Tapetado et al.,
2021c), the divergence time between these species is the same as the rest of Torymus sister
species (except T. beneficus) (Fig. 6). This fact means that a priori, the possibility that T.
notatus and T. sinensis may hybridize should be like the possibility that two other sister species
of Torymus may also hybridize with each other (e.g.: T. auratus with T. flavipes). This last fact
has not been observed so far in nature. Moreover, neither non-hybridization nor introgression
events have been detected in our phylogenies (Figs. 5-6). Therefore, the probability of
hybridization between T. sinensis and T. notatus is surely null or very low considering our data,
minimizing this risk of T. sinensis in its release as biological control. In addition, hybridization

experiments did not yield any relevant results, females ignoring in all cases other species males.

Related to the hybridization of T. sinensis with the Japanese native species T. beneficus
(araetal., 2010; Montagna et al., 2018), both species are morphologically very similar, the
ratio between the ovipositor and the length of the body, and the emergence date being used as
characters to distinguish them (Yara, 2006). Thus, the best way to distinguish these Torymus
species is based on molecular markers (Yara, 2006; Yara et al., 2010). In addition,
morphologically and molecularly intermediate individuals also appear in surveys which are true
hybrids (Yara et al., 2010; Viciriuc et al., 2021). Considering this fact and the divergence time

of these two species and the biological entities of T. flavipes and T. cyaneus, there are two
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different possibilities: either 1) that T. sinensis, T. beneficus and the biological entities of T.
flavipes and T. cyaneus are all species and the detected biological entities must be described; or
2) that the biological entities of T. flavipes and T. cyaneus belong to infraspecific levels and T.
beneficus must be synonymized with T. sinensis as assigned T. beneficus to a subspecies of T.

sinensis.

CONCLUSION

We consider that Torymus sinensis as a biological control agent for Dryocosmus kuriphilus is an
important tool that greatly contributes to solve the chestnut production problem produced by
this pest worldwide. However, releases of this parasitoid may imply problems regarding the
conservation of autochthonous fauna, as it has happened with other species (Roy et al., 2006;
Roy & Wajnberg, 2008, Rosenheim et al., 1999, Louda et al., 1997). This paper shows that the
hybridization risk is low or null while mistarget over simple morphological oak galls is possible,
as indicated by previously published articles (Ferracini et al., 2015). However, this paper does
not address the possible displacement effect of T. sinensis on other native parasitoid species, it
has already been reported in other Mediterranean areas (Ferracini et al., 2018).

In addition, we highlight the previous non-consideration of T. notatus as an alternative
control species for D. kuriphilus. Torymus notatus was not considered in any previous work
until 2019 (Pogolotti et al., 2019; Gil-Tapetado et al., 2021a; 2021c), years after the release of
T. sinensis in different foreign areas. This native Torymus is a parasitoid with the same biology,
ecology, and a similar host range as T. sinensis (Gil-Tapetado et al., 2021a, 2021c), and is
susceptible to have been used as a biological control by conservation, as well as the rest of the
native species of the overwinter subcommunity (Gil-Tapetado et al., 2021a). The biological
control study with T. notatus should have been carried out earlier, but now, although there are
indications of its efficacy against D. kuriphilus, it is too late. Torymus sinensis has already
become established in the natural environment and its elimination once its biological control is

complete seems difficult if it can become integrated in the cynipid communities of oak trees and
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probably cannot be reversed. Undoubtedly, a biological control with T. notatus would also have
negatively affected susceptible native cynipid species, such as A. curvator, but at least the
imbalance would have been made by a species already present in the natural environment.
Despite the clues provided by this work, only subsequent monitoring during the following years
after release will be able to indicate whether the role of T. sinensis as an effective biological
control on D. kuriphilus is clearly favorable for the real biodiversity threat or detrimental to the

native fauna of cynipid-galls.

ACKNOWLEDGMENTS

The molecular part of this study was funded by the projects grants CGL2015-66571-P,
MINECO-FEDER and PID2019-110243GB-100 / AEI/10.13039/501100011033 (Ministerio de
Ciencia, Innovacion y Universidades, Spain) to MG-P. The field work and lab experiments were
funded by AGL2016-76262-R (AEI/FEDER, UE) and Encomienda de Gestion from MAPAMA
to Agencia Estatal CSIC, 16MNES003 to JLNA. We thank Carmen D. Soria for the help in
language editing. We are also grateful to Richard Askew and Csaba Thurdczy for let us use their

unpublished keys on Chalcidoidea associated to oak gall wasps.

REFERENCES

Aebi, A., Schonrogge, K., Melika, G., Quacchia, A., Alma, A., & Stone, G. N. (2007). Native
and introduced parasitoids attacking the invasive chestnut gall wasp Dryocosmus
kuriphilus. EPPO bulletin, 37(1), 166-171.

Agosta SJ, Janz N, & Brooks DR. (2010). How specialists can be generalists: resolving the
"parasite paradox" and implications for emerging infectious disease. Zoologia (Curitiba), 27(2):
151-162.

Barnett, A. (2001). Safety in numbers. New Sci., 169, 38-41.

Beddington, J. R., Free, C. A., & Lawton, J. H. (1978). Characteristics of successful natural
enemies in models of biological control of insect pests. Nature, 273(5663), 513-519.

Borges, R. M. (2018). The galling truth: Limited knowledge of gall-associated volatiles in
multitrophic interactions. Frontiers in plant science, 9, 1139.

Borowiec, N., Thaon, M., Brancaccio, L., Warot, S., Vercken, E., Fauvergue, X., ... & Malausa,
J. C. (2014). Classical biological control against the chestnut gall wasp Dryocosmus kuriphilus
(Hymenoptera, Cynipidae) in France. Plant Protection Quarterly, 29(1), 7.

201



500
501
502
503

504
505

506
507
508
509

510
511

512
513
514

515
516
517

518
519

520
521

522

523
524
525

526
527
528
529

530
531

532
533
534

535
536
537

538
539
540

541
542

Borowiec, N., Thaon, M., Brancaccio, L., Cailleret, B., Ris, N., & Vercken, E. (2018). Early
population dynamics in classical biological control: establishment of the exotic parasitoid
Torymus sinensis and control of its target pest, the chestnut gall wasp D ryocosmus kuriphilus,
in France. Entomologia Experimentalis et Applicata, 166(5), 367-379.

Brooks, D. R., Hoberg, E. P., & Boeger, W. A. (2019). The Stockholm paradigm: climate
change and emerging disease. University of Chicago Press.

Brown, P. M. J., Adriaens, T., Bathon, H., Cuppen, J., Goldarazena, A., Hagg, T., ... & Roy, D.
B. (2007). Harmonia axyridis in Europe: spread and distribution of a non-native coccinellid.

In From Biological Control to Invasion: the Ladybird Harmonia axyridis as a Model

Species (pp. 5-21). Springer, Dordrecht.

Brussino G., Bosio G., Baudino M., Giordano R., Ramello F. & Melika G. (2002) Dangerous
exotic insect for the European chestnut. Informatore Agrario. 58, 59-61. [In Italian]

Cooper, W. R., & Rieske, L. K. (2007). Community associates of an exotic gallmaker,
Dryocosmus kuriphilus (Hymenoptera: Cynipidae), in eastern North America. Annals of the
Entomological Society of America, 100(2), 236-244.

Cooper, W. R. & Rieske, L. K. (2010). Gall structure affects ecological associations of Dryocosmus
kuriphilus (Hymenoptera: Cynipidae). Environ Entomol 39:787-797.
https://doi.org/10.1603/EN09382

Courchamp, F., Clutton-Brock, T., & Grenfell, B. (1999). Inverse density dependence and the
Allee effect. Trends in ecology & evolution, 14(10), 405-410.

Darriba, D., Taboada G.L., Doallo R, & Posada D. (2012). jModelTest 2: more models, new
heuristics and parallel computing. Nature Methods. 9(8): 772.

DeBach, P., & Rosen, D. (1991). Biological control by natural enemies. CUP Archive.

DOGC (Diari Oficial de la Generalitat de Catalunya), 2012. ORDRE AAM/355/2012, de 2 de
novembre, per la qual s'estableixen les zones delimitades per la plaga Dryocosmus kuriphilus.
DOGC Num. 6253: 56194-56196.

Dorado, F. J., Pujade-Villar, J., Mufioz-Adalia, E. J., Vinagrero, J. C., Diez-Casero, J. J., &
Fernandez-Fernandez, M. M. (2020). Characterization of native parasitoid community
associated with the invasive pest Dryocosmus kuriphilus (Hymenoptera: Cynipidae) in
Cantabria (northern Spain). Scandinavian Journal of Forest Research, 35(7), 334-340.

Drummond, A.J., Suchard, M.A., Xie, D. & Rambaut, A. (2012) Bayesian phylogenetics with
BEAUti and the BEAST 1.7. Molecular Biology and Evolution, 29, 1969— 1973.

EFSA (European Food Safety Authority) (2010). Risk assessment of the oriental chestnut gall
wasp, Dryocosmus kuriphilus for the EU territory and identification and evaluation of risk
management options. EFSA Journal, 8, 16-19.

Facon, B., Crespin, L., Loiseau, A., Lombaert, E., Magro, A., & Estoup, A. (2011). Can things
get worse when an invasive species hybridizes? The harlequin ladybird Harmonia axyridis in
France as a case study. Evolutionary applications, 4(1), 71-88.

Ferracini, C., Gonella, E., Ferrari, E., Saladini, M. A., Picciau, L., Tota, F., ... & Alma, A.
(2015). Novel insight in the life cycle of Torymus sinensis, biocontrol agent of the chestnut gall
wasp. BioControl, 60(2), 169-177.

Ferracini, C., Ferrari, E., Saladini, M. A., Pontini, M., Corradetti, M., & Alma, A. (2015). Non-
target host risk assessment for the parasitoid Torymus sinensis. BioControl, 60(5), 583-594.

202



543
544
545

546
547
548
549

550
551
552

553
554
555

556
557

558
559

560
561
562

563
564
565
566

567
568
569
570

571
572
573

574
575
576

577
578

579
580

581
582
583

584
585
586

Ferracini, C., Ferrari, E., Pontini, M., Nova, L. K. H., Saladini, M. A., & Alma, A. (2017). Post-
release evaluation of non-target effects of Torymus sinensis, the biological control agent of
Dryocosmus kuriphilus in Italy. BioControl, 62(4), 445-456.

Ferracini, C., Bertolino, S., Bernardo, U., Bonsignore, C. P., Faccoli, M., Ferrari, E., ... &
Tavella, L. (2018). Do Torymus sinensis (Hymenoptera: Torymidae) and agroforestry system
affect native parasitoids associated with the Asian chestnut gall wasp?. Biological Control, 121,
36-43.

Ferracini, C., Ferrari, E., Pontini, M., Saladini, M. A., & Alma, A. (2019). Effectiveness of
Torymus sinensis: a successful long-term control of the Asian chestnut gall wasp in
Italy. Journal of Pest Science, 92(1), 353-359.

Gehring, E., Bellosi, B., Quacchia, A., & Conedera, M. (2018). Assessing the impact of
Dryocosmus kuriphilus on the chestnut tree: branch architecture matters. Journal of pest
science, 91(1), 189-202.

Gehring, E., Bellosi, B., Reynaud, N., & Conedera, M. (2019). Chestnut tree damage evolution
due to Dryocosmus kuriphilus attacks. Journal of Pest Science, 1-13.

Gene Codes Corporation. (2016). Sequencher ® 5.4.6 DNA sequence analysis software. Ann
Arbor. MI. USA. url: http://genecodes.com

Gibbs, M., Schénrogge, K., Alma, A., Melika, G., Quacchia, A., Stone, G. N., & Aebi, A.
(2011). Torymus sinensis: a viable management option for the biological control of Dryocosmus
kuriphilus in Europe?. BioControl, 56(4), 527-538.

Gil-Tapetado, D., Gomez, J. F., Cabrero-Sanudo, F. J., & Nieves-Aldrey, J. L. (2018).
Distribution and dispersal of the invasive Asian chestnut gall wasp, Dryocosmus kuriphilus
(Hymenoptera: Cynipidae), across the heterogeneous landscape of the Iberian

Peninsula. European Journal of Entomology, 115, 575-586.

Gil-Tapetado, D., Cabrero-Safiudo, F. J., Gomez, J. F., Askew, R. R., & Nieves-Aldrey, J. L.
(20214a). Differences in native and introduced chalcid parasitoid communities recruited by the
invasive chestnut pest Dryocosmus kuriphilus in two Iberian territories. Bulletin of
Entomological Research, 1-16.

Gil-Tapetado, D., Castedo-Dorado, F., Nieves-Aldrey, J. L., & Lombardero, M. J. (2021b) Gall
size of Dryocosmus kuriphilus limits down-regulation by native parasitoids. Biological
Invasions, 1-18.

Gil-Tapetado D, Duran-Montes P, Garcia-Paris M, Lépez-Estrada EK, Sanchez-Vialas A, Jiménez-
Ruiz Y, Gémez JF, & Nieves-Aldrey JL. (2021c). Host specialization is ancestral in Torymus
(Hymenoptera, Chalcidoidea) cynipid gall parasitoids. Zoologica Scripta,

Hall, C. M. (2019). Biological invasion, biosecurity, tourism, and globalisation. In Handbook of
globalisation and tourism. Edward Elgar Publishing.

Hokkanen, H. M., & Sailer, R. I. (1985). Success in classical biological control. Critical
Reviews in Plant Sciences, 3(1), 35-72.

IPBES (2019) Nature’s dangerous decline unprecedented; species extinction rates
accelerating. https://www.ipbes.net/news/Media-Release-Global-Assessment. Accessed 04 Apr
2021.

Katoh, K. & Standley, D.M. (2013). MAFFT Multiple Sequence Alignment Software Version
7: Improvements in Performance and Usability. Molecular Biology and Evolution. 30 (4): 772-
780.

203


https://www.ipbes.net/news/Media-Release-Global-Assessment

587
588
589

590
591

592

593
594

595
596

597
598

599

600
601

602
603
604

605
606
607

608
609
610
611
612

613
614
615
616

617
618

619
620
621

622
623

624
625

626
627
628

Kos, K., Kriston, E., & Melika, G. (2015). Invasive chestnut gall wasp Dryocosmus kuriphilus
(Hymenoptera: Cynipidae), its native parasitoid community and association with oak gall wasps
in Slovenia. European Journal of Entomology, 112(4), 698.

Landis, D. A., Wratten, S. D., & Gurr, G. M. (2000). Habitat management to conserve natural
enemies of arthropod pests in agriculture. Annual review of entomology, 45(1), 175-201.

Lewis, S. L., & Maslin, M. A. (2015). Defining the anthropocene. Nature, 519(7542), 171-180.

Lodge, D. M. (1993). Biological invasions: lessons for ecology. Trends in ecology &
evolution, 8(4), 133-137.

Louda, S. M., Kendall, D., Connor, J., & Simberloff, D. (1997). Ecological effects of an insect
introduced for the biological control of weeds. Science, 277(5329), 1088-1090.

Maddison, W. P. & D.R. Maddison. (2018). Mesquite: a modular system for evolutionary
analysis. Version 3.51. [Computer software]. url: http://www.mesquiteproject.org

Mafft. (2018). European Bioinformatics Institute. url: http://www-ebi-ac-uk/Tools/msa/mafft

Messing, R. H., & Wright, M. G. (2006). Biological control of invasive species: solution or
pollution?. Frontiers in Ecology and the Environment, 4(3), 132-140.

Miller, M.A., Pfeiffer, W. & Schwartz, T., (2010). Creating the CIPRES Science Gateway for
inference of large phylogenetic trees. Gateway Computing Environments Workshop (GCE),
New Orleans, LA, pp. 1-8.

Montagna, M., Gonella, E., Mereghetti, V., Magoga, G., Ferrari, E., Pontini, M., ... & Alma, A.
(2019). Molecular species delimitation of the Asian chestnut gall wasp biocontrol agent released
in Italy. Insect Systematics & Evolution, 50(3), 327-345.

Nieves-Aldrey, J. L., Gil-Tapetado, D., Gavira, O., Gallardo, J. R. B., Polidori, C., Lombardero
Diaz, M. J., ... & Creus, E. W. (2019). Torymus sinensis Kamijo, a biocontrol agent against the
invasive chestnut gall wasp Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu in Spain: its natural dispersal
from France and the first data on establishment after experimental releases. Forest

systems, 28(1), 3.

Otake, A., Moriya, S., & Shiga, M. (1984). Colonization of Torymus sinensis KAMIJO
(Hymenoptera: Torymidae), a Parasitoid of the Chestnut Gall Wasp, Drycosmus kuriphilus
YASUMATSU (Hymenoptera: Cynipidae), Introduced from China. Applied Entomology and
Zoology, 19(1), 111-114.

Oho N. & Umeya K. (1975) Occurrence of the chestnut gall wasp in the People’s Republic of
China. Shokubutsu Boeki, 29: 463-464 [in Japanese].

Payne J.A., Menke A.S. & Schroeder P.M. (1975). Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu
(Hymenoptera: Cynipidae), an oriental chestnut gall wasp in North America. Cooperative
economic insect report, 25. 903-905.

Pimentel, D. (2014). Biological invasions: economic and environmental costs of alien plant,
animal, and microbe species. CRC press.

Pogolotti, C., Cuesta-Porta, V., Pujade-Villar, J., & Ferracini, C. (2019). Seasonal flight activity
and genetic relatedness of Torymus species in Italy. Agricultural and forest entomology.

Quacchia, A., Moriya, S., Bosio, G., Scapin, I., & Alma, A. (2008). Rearing, release and
settlement prospect in Italy of Torymus sinensis, the biological control agent of the chestnut gall
wasp Dryocosmus kuriphilus. BioControl, 53(6), 829.

204


http://www-ebi-ac-uk/Tools/msa/mafft

629
630
631

632
633

634
635
636

637
638

639
640
641

642
643
644

645
646

647
648

649
650

651
652

653
654

655
656
657

658
659
660
661

662
663

664
665
666
667

668

669
670
671

Quacchia, A., Ferracini, C., Nicholls, J. A., Piazza, E., Saladini, M. A., Tota, F., ... & Alma, A.
(2013). Chalcid parasitoid community associated with the invading pest Dryocosmus kuriphilus
in north-western Italy. Insect Conservation and Diversity, 6(2), 114-123.

Rambaut, A. (2014). FigTree v1.4.3. [Computer software]. Institute of Evolutionary Biology,
Univ. Edinburgh. url: http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/

Ronquist, F., Nieves-Aldrey, J.L., Buffington, M.L., Liu, Z., Liljeblad, J. & Nylander, J.A.A.
(2015). Phylogeny, Evolution and Classification of Gall Wasps: The Plot Thickens. PLoS ONE.
10 (5): e0123301

Rose, K. E., Louda, S. M., & Rees, M. (2005). Demographic and evolutionary impacts of native
and invasive insect herbivores on Cirsium canescens. Ecology, 86(2), 453-465.

Rosenheim, J. A., Limburg, D. D., & Colfer, R. G. (1999). Impact of generalist predators on a
biological control agent, Chrysoperla carnea: direct observations. Ecological Applications, 9(2),
409-417.

Roy, H., Brown, P., & Majerus, M. (2006). Harmonia axyridis: a successful biocontrol agent or
an invasive threat?. In An ecological and societal approach to biological control (pp. 295-309).
Springer, Dordrecht.

Roy, H., & Wajnberg, E. (2008). From biological control to invasion: the ladybird Harmonia
axyridis as a model species. BioControl, 53(1), 1-4.

Schmitz, D. C., & Simberloff, D. (1997). Biological invasions: a growing threat. Issues in
Science and Technology, 13(4), 33-40.

Taylor, C. M., & Hastings, A. (2005). Allee effects in biological invasions. Ecology
Letters, 8(8), 895-908.

van Driesche, R., & Hoddle, M. S. (2016). Non-target effects of insect biocontrol agents and
trends in host specificity since 1985. CAB Reviews, 11(44), 1-66.

van Lenteren, J. C. (2000). Success in biological control of arthropods by augmentation of
natural enemies. In Biological control: measures of success (pp. 77-103). Springer, Dordrecht.

van Lenteren, J. C., Bale, J., Bigler, F., Hokkanen, H. M. T., & Loomans, A. J. M. (2006).
Assessing risks of releasing exotic biological control agents of arthropod pests. Annu. Rev.
Entomol., 51, 609-634.

Viciriuc, 1. M., Thaon, M., Moriya, S., Warot, S., Zhang, J., Aebi, A., Ris, N., Fusu, L. &
Borowiec, N. (2021). Contribution of integrative taxonomy to tracking interspecific
hybridizations between the biological control agent Torymus sinensis and its related
taxa. Systematic Entomology.

Vitousek, P. M., D'Antonio, C. M., Loope, L. L., & Westbrooks, R. (1996). Biological invasions
as global environmental change. American scientist, 84, 468.

Viviani, A., Bernardi, R., Cavallini, A., & Rossi, E. (2019). Genotypic Characterization of
Torymus sinensis (Hymenoptera: Torymidae) after its Introduction in Tuscany (ltaly) for the
biological control of Dryocosmus kuriphilus (Hymenoptera: Cynipidae). Journal of Insect
Science, 19(4), 17.

Waage, J. (2012). Biological control: measures of success. Springer Science & Business Media.

Ware, R., Yguel, B., & Majerus, M. (2009). Effects of competition, cannibalism and intra-guild
predation on larval development of the European coccinellid Adalia bipunctata and the invasive
species Harmonia axyridis. Ecological Entomology, 34(1), 12-19.

205


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/

672
673
674

675
676
677
678

679
680
681
682

Xunta de Galicia (2020). Informe parasitacion Torymus sinensis 2020
https://mediorural.xunta.gal/sites/default/files/temas/forestal/sanidade-
forestal/201009_Informe_parasitacion_Dk.pdf Accessed 25 May 2021.

Yara, K. (2006). Identification of Torymus sinensis and T. beneficus (Hymenoptera:
Torymidae), introduced and indigenous parasitoids of the chestnut gall wasp Dryocosmus
kuriphilus (Hymenoptera: Cynipidae), using the ribosomal ITS2 region. Biological
Control, 36(1), 15-21.

Yara, K., Sasawaki, T., & Kunimi, Y. (2010). Hybridization between introduced Torymus
sinensis (Hymenoptera: Torymidae) and indigenous T. beneficus (late-spring strain), parasitoids
of the Asian chestnut gall wasp Dryocosmus kuriphilus (Hymenoptera: Cynipidae). Biological
Control, 54(1), 14-18.

206


https://mediorural.xunta.gal/sites/default/files/temas/forestal/sanidade-forestal/201009_Informe_parasitacion_Dk.pdf
https://mediorural.xunta.gal/sites/default/files/temas/forestal/sanidade-forestal/201009_Informe_parasitacion_Dk.pdf

683
684

685
686

687
688
689

690
691
692
693
694
695

696
697

TABLES

Table 1. Collected galls of cynipid species used in all the experiments. The list includes the

species, gall generation type and the number of galls.

Species Generation type N galls
Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, 1951 Asexual 237
Neuroterus quercusbaccarum (Linnaeus, 1758) Sexual 164
Plagiotrochus quercusilicis (Fabricius, 1798) Sexual 150
Neuroterus tricolor (Hartig, 1841) Sexual 40
Biorhiza pallida (Olivier, 1791) Sexual 34
Andricus curvator Hartig 1840 Sexual 33
Plagiotrochus australis (Mayr, 1882) Sexual 24
Andricus quercusramuli (Linnaeus, 1761) Sexual 15
Pseudoneuroterus saliens (Kollar, 1857) Sexual 11
Andricus grossulariae Giraud, 1859 Sexual 9
Synophrus hispanicus Pujade-Villar, 2009 Sexual 5
Neuroterus politus Hartig, 1840 Sexual 5
Trigonaspis sp. Sexual 4

Table 2. Results of NCOT experiments with T. sinensis on D. kuriphilus (target species) and
native Cynipid-gall species (non-target). Generation type is indicated in parentheses (parth:
parthenogenetic; bisex: bisexual). % Successful ovip. represents the proportion of successful
ovipositions over the total ovipositions (successful + attempts) and attraction (= ratio between
the number of successful ovipositions (N Successful ovip) and the number of galls used in the
experiments). The species are ordered by the attraction, from highest to lowest.

N %

N Attempts  Successful  Successful
Species N galls ovip ovip ovip Attraction
Andricus curvator (sex) 27 7 53 88.3 222.2
Plagiotrochus australis (sex) 24 16 22 57.9 158.3
Biorhiza pallida (sex) 55.6 150
Dryocosmus kuriphilus (asex) 50 100
Andricus grossulariae (sex) 1 12.5 88.9
Plagiotrochus quercusilicis (sex) 55 11 15 57.7 47.3
Neuroterus quercusbaccarum (sex) 67 15 6 28.6 31.3
Neuroterus tricolor (sex) 40 0 3 100 7.5
Andricus quercusramuli (sex) 10 0 0 0
Pseudoneuroterus saliens (sex) 11 0 0 0
Synophrus hispanicus (sex) 5 0 0 0
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Figure 1. Work flow of experiments carried out in this article. To evaluate the risks of T.
sinensis releases in Spain, we focused on the (1) host range and (2) hybridization. We
elaborated different methodologies in field and in laboratory, depending on material
requirements: 1) To evaluate the host range of T. sinensis, focused on the native species of
cynipids, we performed both laboratory and field experiments. Laboratory experiments
consisted in choice oviposition tests (COT) and no choice oviposition tests (NCOT). Field
experiments consisted in no choice oviposition bagging releases (NCOF). 2) To evaluate the
risk of hybridization of T. sinensis with other native species of Torymus, we performed both
DNA analyses with 1TS2 and coxl markers and mating observations.
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Figure 3. Photographs of bagging releases of Torymus sinensis in infested chestnut branches
with D. kuriphilus (A-B); an example of no choice oviposition tests (NCOT) of Petri dish with
Neuroterus tricolor (C); females of T. sinensis ovipositing on D. kuriphilus galls in the COT
and NCOT (D-F); females of T. sinensis ovipositing on oak galls of the sexual generations of
Plagiotrochus quercusilicis (G), Biorhiza pallida (H), Neuroterus quercusbaccarum (I) and
Trigonaspis sp. (J) in the COT and NCOT.
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778  Figure 4. Differences in choice oviposition tests (COT) of T. sinensis, considering three

779  behaviours: vibrotaxis, oviposition attempts and oviposition of more than one minute. Female
780 individuals of T. sinensis were exposed to the galls of D. kuriphilus (target) and native species
781  of Cynipidae (non-target; bisexual generations of Biorhiza pallida, Neuroterus

782  quercusbaccarum and Plagiotrochus quercusilicis). Dark green bars indicate the predilection of
783  T.sinensis to D. kuriphilus and pale green bars to native species of Cynipidae. Numbers in

784  green squares indicate the total numbers of each behaviours of T. sinensis. Chi-square and

785  signification results are shown (*<0.05; **<0.01; ***<0.001).
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787  Figure 5. Left: Phylogram of Torymus gen ITS2 based on BEAST. If no support values are

788  indicated, posterior probabilities < 0.95. Right: Phylogram focused on the clade of T. notatus,
789  T.sinensis and T. beneficus. Sequences marked in red indicate those of T. beneficus that are

790  inside the T. sinensis clade. Sequences marked with asterisks indicate those sequences identified
791  asT. sinensis that are inside of the T. notatus clade.
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793  Figure 6. Left: Phylogram of Torymus gen coxl based on BEAST. If no support values are
794  indicated, posterior probabilities < 0.95. Black numbers represent the posterior probability of
795  each branch, red numbers the age of the branch and white numbers along with the grey bars
796  represent the age range. Right: Phylogram focused on the clade of T. notatus, T. sinensis and T.
797  beneficus.
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CAPITULO Ill: Filogenia de 7. sinensisy los :
riesgos de su liberacion en el medio natural w “(

[...] Que cada adaptacion evolutiva tiene que costar algo, midiendo esos
costes en pérdida de oportunidades para hacer otras cosas, es tan cierto
como esa joya de la sabiduria economica tradicional: "No existen las

comidas gratis".

- Richard Dawkins - Z[_Fenotipo Fxtendido
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DISCUSION GENERAL

Esta tesis doctoral retne el trabajo de 5 afios, de mas de 10 investigadores y el del autor del texto, Diego
Gil Tapetado. En los ocho articulos que la integran, junto con los tres que la acompafian como anexos, se
ha tratado de contribuir y aportar nuevos conocimientos acerca del trinomio D. kuriphilus-T. sinensis-
especies nativas. A su vez, en esta tesis se puede configurar otro trinomio diferente: especie invasora-control
bioldgico-conservacion. Como se ha analizado y discutido a lo largo de esta tesis doctoral, existen
numerosas incognitas e incertidumbres acerca del control bioldgico de D. kuriphilus por T. sinensis sobre
las que hemos intentado aportar nuevo conocimiento para intentar comprenderlas. Sin embargo, al igual
que enuncia la frase inicial de esta tesis, el aporte de nuevo conocimiento ha traido nuevas serias dudas
acerca de los riesgos de la introduccién de T. sinensis en el medio natural y los problemas que puede

conllevar en la conservacion de las especies nativas.

En esta seccidn se van a tratar tres puntos diferentes: 1. El rol real de T. sinensis como controlador
biolégico de D. kuriphilus; Il. Agricultura vs. Conservacién; y 111. Recomendaciones para el futuro. En esta
discusion general no se van a tratar los aspectos ya discutidos previamente en los articulos individuales de
los anteriores capitulos, sino que se pretende ir mas alla de estos contenidos. Aunque los tres temas han
sido mencionados en dichos articulos, son consecuencia de una vision global del problema que aborda esta
tesis doctoral y el avance del conocimiento que supone. Esta discusion general es una parte una reflexion

final tras conocer todo lo anterior.

|. EL ROL REAL DE T. SINENSIS COMO CONTROLADOR BIOLOGICO DE D. KURIPHILUS

Torymus sinensis estd considerada como el enemigo natural de D. kuriphilus y ejerce una regulacion
poblacional efectiva sobre esta especie plaga mediante los habituales programas de control biol6gico
(QUACCHIA et al., 2008; BoOROWIEC et al., 2014; MATOSEVIC et al., 2015; FERRACINI et al., 2019;
CARDOSO et al., 2021). Si bien es cierto que no en todas las areas se asienta de la misma manera (NIEVES-
ALDREY et al., 2019), es probable que, a lo largo de los afios, tras nuevas introducciones progresivas en el
medio de mas individuos, T. sinensis acabe ejerciendo su papel de controlador poblacional de D. kuriphilus
de manera efectiva. Desde este punto de la gestion de la plaga de D. kuriphilus, asi como del sector del
castafo, esto representa, sin duda, una buena noticia. Sin embargo, aplicando una vision multidimensional,
como la de la conservacion de la naturaleza o la propia de la teoria del control biol6gico, existen aspectos
de T. sinensis que producen estas incertidumbres y riesgos comentados anteriormente (ver pagina 152,
Filogenia de T. sinensis y los riesgos de su liberacion en el medio natural). Si bien, en esta tesis doctoral
indicamos que el riesgo de hibridacion entre especies nativas de Torymus es minimo por los tiempos de
divergencia entre T. sinensis y T. notatus (GIL-TAPETADO et al., 2021e), la especie més cercana
filogenéticamente, existen dos riesgos que pueden convertirse en un problema en un futuro cercano: el

ataque de T. sinensis a las especies de Cynipidae nativas y la competencia interespecifica con las
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especies de parasitoides también nativas. El primero de ellos es explorado en esta tesis doctoral, indicando,
al igual que FERRACINI et al. (2015) que T. sinensis es capaz de parasitar a especies de Cynipidae nativas.
Estas especies parasitadas no inducen agallas en Castanea (s6lo D. kuriphilus lo hace en el Paleartico
occidental), sino en diferentes especies de Quercus. Este hecho es analogo (aunque invertido) con el
reclutamiento de parasitoides nativos por parte de D. kuriphilus, es decir, las especies clasificadas como
generalistas que forman parte de la comunidad de gallicolas de Quercus pueden pasar a las de Castanea de
D. kuriphilus, tanto como T. sinensis puede pasar de D. kuriphilus a formar parte de la comunidad de
gallicolas de Quercus (FERRACINI et al., 2015; GIL-TAPETADO et al., no publicado). Esto no quiere decir
que T. sinensis sea una especie generalista y que pueda atacar a todo tipo de especies nativas de Cynipidae,
sino que tiene un rango de hospedador mas amplio del que a priori tiene descrito. Por otro lado, Torymus
sinensis es una especie que tiene una fenologia ligada a la formacion de las agallas a principio de primavera,
emergiendo de agallas viejas y lignificadas tras pasar el invierno en ellas (por ello esté descrita como parte
de la subcomunidad invernante de D. kuriphilus) (Kos et al., 2015; GIL-TAPETADO et al., 2021b). Son las
agallas de Cynipidae nativos presentes en el Paleartico occidental que se forman a principios de primavera,
como las de la generacion bisexuada de A. curvator, P. quercusaustralis, P. australis o B. pallida, las que
estan siendo precisamente atacadas por T. sinensis. Analizando la morfologia de estas agallas y
comparandolas con las de D. kuriphilus, se puede observar que existen similitudes fisicas entre ellas, siendo
por un lado simples, con forma de ensanchamiento semiesférico, sin presencia de estructuras
antiparasitoides ni lignificacion durante el desarrollo del cinipido y presentes dentro de las hojas de las

plantas hospedadoras (en A. curvator, P. quercusaustralis, P. australis y las foliares de D. kuriphilus) o

formando un nodo terminal (en B. pallida y las de brote de D. kuriphilus) (Figura 31).

‘ " T N
Figura 31: Agallas foliares. De izquierda a derecha: Agallas de D. kuriphilus, A. curvator y P. australis. Autores de
las fotografias: Diego Gil Tapetado y Jordi Clavell.

Estas agallas comparten morfologia externa y inicamente se diferencian por la planta hospedadora,
aungue éstas son de la familia Fagaceae y filogenéticamente cercanas. Por ello, considerando ademas la
hipétesis del ‘ecological fitting’ (AGOSTA et al., 2010) y el ‘Stockholm paradigm’ (BROOKS et al., 2019)

(i.e: las especies poseen y adquieren caracteristicas directamente relacionadas con su zona nativa
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y se han adaptado a las condiciones de ésta, pero que pueden servirles en otras zonas o condiciones
diferentes a las nativas/originales de la misma forma o incluso mas eficientemente), es muy posible que T.
sinensis no sea una especie mondfaga de D. kuriphilus, sino que realmente posea un “nicho de parasitacion”.
Este puede ser definido como “agallas en fagiceas que se desarrollan a principio de primavera con
morfologia simple presentes en hojas o en brotes”. Este “nicho de parasitacion” también lo poseen otras
especies de parasitoides nativas del Paleartico occidental, como T. notatus, A. bicolor, A. balani o A.
obscuripes, por lo que a priori parecen ser ecolégicamente analogas, al compartir la mayor parte de su rol
en las comunidades (nicho eltoniano) (GIL-TAPETADO et al., 2021b). Estas especies nativas invernantes
parasitan tanto a A. curvator, a P. quercusilicis y a P. australis (ASKEw et al., 2013), como a D. kuriphilus.
Siguiendo la hipotesis del ‘ecological fitting’, si T. sinensis esta adaptada en China a este “nicho de
parasitacion”, al ser introducida en otro territorio, toda agalla de Cynipidae nativo que siga esta definicién
puede ser susceptible de ser atacada por este parasitoide. Lo mismo se aplica a T. notatus, una especie
adaptada a “agallas en fagiceas que se desarrollan a principio de primavera con morfologia simple presentes
en hojas o en brotes”, en este caso en Quercus, pero que tras la introduccion de D. kuriphilus en los castafios,
también ha sido capaz de parasitarla. Este mecanismo evolutivo estid presente en el género Torymus
asociado a Cynipidae y es a priori importante en la historia natural de este grupo (GIL-TAPETADO et al.,
2021e).

Una de las incognitas acerca de T. sinensis es el verdadero rango de hospedador de esta especie, ya
que, en China, su zona de rango nativo, la entomofauna de Cynipidae es altamente desconocida, hasta
niveles de déficit de conocimiento linneano. Para ilustrar esto, fue en 2019 cuando se iniciaron los estudios
de esta fauna gallicola china, al viajar a esta zona un grupo de investigadores europeos (entre ellos el Dr.
José Luis Nieves Aldrey y el Dr. Graham N. Stone). Esto supone que existe una gran brecha de
conocimiento entre el conocimiento aplicado con T. sinensis y el conocimiento basico necesario para
comprender y minimizar todos los posibles riesgos acerca de su suelta. Por ejemplo, la eleccién de T.
sinensis como especie controladora de la avispilla del castafio se basé en el estudio de Unicamente la
comunidad parasitoide china asociada a D. kuriphilus. La seleccion de T. sinensis como enemigo natural
de D. kuriphilus se basé en que ésta era la especie mas abundante en los muestreos y esto no tiene por qué
significar necesariamente que sea una especie monofaga, especialista 0, en definitiva, el enemigo natural
especifico de la avispilla del castafio. Al no conocerse las comunidades bioldgicas del resto de Cynipidae
nativos en Castanea 0 en otros géneros de Fagaceae en China, no podemos asegurar que T. sinensis no
parasite a otras especies gallicolas. Los estudios preliminares de las especies de Cynipidae en China
muestran que muchas de estas agallas poseen una morfologia externa simple y que, siguiendo lo
anteriormente expuesto, es posible que T. sinensis pueda ser capaz de parasitarlas. De hecho, recientes
investigaciones aun sin publicar desvelan que T. sinensis si que estd asociada a especies de Quercus en
China (Graham N. Stone, comunicacion personal), por lo que el rango de hospedador de esta

especie no es tan especifico como a priori estaba descrito.
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Considerando estas observaciones, lo més adecuado deberia haber sido explorar todas las
comunidades de Cynipidae nativas de China y estudiar las composiciones especificas de cada comunidad
gallicola, observando qué especies comparten entre ellas y haber seleccionado entre las especies que
parasiten D. kuriphilus a aguella mas exclusiva y, por lo tanto, enemigo natural especifico de la avispilla
del castafo. Esta especie exclusiva de las comunidades de D. kuriphilus si que poseeria unas caracteristicas
gue la podrian definir como un enemigo natural especifico que regulara las poblaciones de la avispilla del
castafio a vez que sea incapaz de parasitar a la fauna nativa de Cynipidae. También es muy probable que
no exista una especie con estas caracteristicas dentro de las comunidades nativas de D. kuriphilus y que
sean todas polifagas. Sin embargo, esto deberia analizarse y al menos asegurar que la eleccion de T. sinensis
como mejor especie controladora bioldgica de la avispilla del castafio es la eleccion mas correcta dentro de

todas las posibilidades existentes.

Pese a esto, con este conocimiento se puede plantear la pregunta de cudl es el verdadero rol de T.
sinensis con D. kuriphilus, si bien este parasitoide regula sus poblaciones con diferente eficacia segun
circunstancias. Es posible que puedan estar ocurriendo dos sucesos diferentes que estén sesgando también
la concepcidn del rango de hospedador de T. sinensis:

1) Que se esté observando la regulacién de D. kuriphilus, porgque efectivamente ésta es la especie
mas abundante en el medio: al producirse superpoblaciones y plagas de D. kuriphilus, en el momento actual,
la probabilidad de encuentro de estas agallas en relacién con las agallas de Cynipidae nativas por T. sinensis
es mayor que la probabilidad de encuentro de las agallas de Cynipidae nativas en Quercus. Esto podria ser
altamente beneficioso en sistemas poco diversos o en zonas de monocultivos de castafios, donde haya
incidido la plaga de D. kuriphilus y no existan masas de Quercus cercanos, aunque al menos en Espafia,
estas zonas no son especialmente destacables. Esta mayor probabilidad de encuentro de agallas de D.
kuriphilus depende del concepto de disponibilidad de recurso, puesto que, si es el mas abundante, sera el
mas explotado por los consumidores. Sin embargo, esto entra en conflicto con el hecho de que sea un buen
controlador bioldgico, ya que, si T. sinensis regula de forma efectiva a D. kuriphilus y se reduce su
poblacion, su disponibilidad bajara, equiparandose a la probabilidad de encontrar agallas de especies
nativas en Quercus. Ademas, al existir una alta disponibilidad de recursos, las poblaciones de T. sinensis
pueden llegar a ser también grandes, pudiendo llegar a ser reclutados por las agallas de Cynipidae nativas
en altas cantidades, ejerciendo de regulador poblacional no objetivo y desplazando a las especies de

parasitoides nativas, lo que seria un gran problema de conservacion del patrimonio natural.

2) Que no se esté observando el efecto de la regulacion de T. sinensis sobre los Cynipidae nativos.
Los estudios de seguimiento de como esté influyendo T. sinensis en las comunidades biolégicas de las
especies de Cynipidae nativas sobre Quercus cercanos o inmersos en las zonas de castafiares invadidos por

D. kuriphilus son limitados y no existen actualmente en la mayor parte del territorio (el Gnico
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programa de seguimiento activo actualmente de D. kuriphilus de caracter cientifico-técnico es el de IFAPA-
Churriana en Malaga). Este seguimiento de las comunidades de Cynipidae es relativamente sencillo de
llevar a cabo siempre y cuando se disponga de instalaciones cercanas a las zonas de muestreo para
almacenar las agallas destinadas a que emerjan los parasitoides de su interior, y, lo mas importante, personal
investigador y técnico que conozca y pueda identificar las especies, tanto de Cynipidae como de sus
parasitoides emergidos. Este seguimiento en el campo es probablemente la Gnica manera de conocer el
alcance de la introduccion de T. sinensis en las comunidades de Cynipidae nativas y observar directamente
su impacto sobre ellas. Los analisis en laboratorio también son importantes para apoyar estos estudios in
situ, pero son estos Gltimos los que pueden ofrecer una vision mas realista, al estar realizados sobre el
mismo territorio, disminuyendo los costes de transporte en beneficio de una mayor cantidad de

observaciones méas continuadas.

Considerando todo esto, también cabe pensar hasta qué punto la liberacion de T. sinensis por la
mayoria de los sistemas de castafios de todo el mundo ha sido segura para la fauna autoctona y cuantos
parametros pros y contras y escenarios se habian contemplado antes de su liberacion. Trabajos como el de
GiBBs et al. (2011), ya ponian de manifiesto los riesgos de la liberacion de esta especie en el medio y que
no fueron estudiados en profundidad antes de los programas de control bioldgico de T. sinensis. Algunos
de estos riesgos se han convertido en amenazas como el rango de hospedador méas amplio de T. sinensis
(FERRACINI et al., 2015; GIL-TAPETADO et al., no publicado) o su alta capacidad de dispersién (NIEVES-
ALDREY et al., 2019), y, por tanto, su alta dificultad para ser extraida del medio. Previamente a GIL-
TAPETADO et al., 2021e no existia un trabajo previo y base critica que recogiera la historia natural de los
Torymus asociados a Cynipidae, que indicara que realmente no hay especies que sean altamente
especialistas en este grupo. Incluso T. affinis, una especie que muy probablemente ha coevolucionado con
B. pallida, puede ser capaz de parasitar otras agallas, como las de A. curvator, poniendo de manifiesto que
el riesgo de que las especies de Torymus asociadas a Cynipidae no sean especies con un rango de
hospedador monofago. En este trabajo se concluye que no existe una especializacion por una especie sino
por una morfologia o tipo de agalla especifico, lo que hemos denominado previamente “nicho de
parasitacion”. Con esto, se quiere destacar la importancia de la ciencia basica y la importancia de la
generacion de conocimiento para eliminar todo tipo de déficit (HORTAL et al., 2015) antes de tomar medidas
de carécter aplicado. S6lo con un alto conocimiento de las especies se podrén aplicar medidas eficaces en

el medio sin riesgos de amenazas para nuestro patrimonio natural.

I1. AGRICULTURA VS. CONSERVACION

Esta tesis doctoral plantea un importante debate acerca de dos posturas muchas veces contrarias a la hora
de entender el medio natural: la agricultura, enfocada en la explotacién de los recursos vegetales y la mejora

de los cultivos para el aprovechamiento humano; y la conservacién, enfocada en la proteccion
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de los recursos naturales (entre ellos los vegetales y animales) para preservar la naturaleza y el patrimonio
gue representa. Este debate esta presente y se puede visualizar en la suelta de T. sinensis en el medio natural

como agente de control bioldgico y los riesgos que presenta contra la fauna autdctona.

Considerando los riesgos que comprende la liberacion de T. sinensis (GIBBsS et al., 2011) y que
estos programas de control han sido implementados antes de realizar los estudios que evallan esos riesgos,
como FERRACINI et al. (2015) sobre el rango de hospedador, 0 GIL-TAPETADO et al. (2021e) sobre la
hibridacion con las especies de Torymus nativas, el mejor escenario posible con T. sinensis es aquel en el
gue se establezca una densodependencia con D. kuriphilus, disminuyendo las poblaciones de este
parasitoide con las de su especie plaga objetivo. Sin embargo, al obtener los indicios del verdadero “nicho
de parasitacion” de T. sinensis y reconocer que no es realmente una especie recurso-dependiente, se puede
plantear que la medida de la introduccién de este parasitoide foraneo en nuestros territorios beneficia a la

agricultura, pero perjudica a la conservacion.

El uso e introduccion de una especie fordnea en una zona fuera de su rango de distribucion
autoctona es muchas veces problematica, ya que su comportamiento puede acabar siendo invasor, como
una plaga o acabar impactando negativamente en las especies autéctonas. Una de las diferencias principales
en estas introducciones de especies foraneas es si han sido accidentales, siendo las principales y vinculadas
a las problematicas de plagas y de especies exdticas invasoras; o, intencionadas, siendo ejemplos de ello,
el mascotismo o el control biolégico. El control biolégico es una gran alternativa al control quimico
tradicional y es a priori menos perjudicial para la fauna no objetivo, estando directamente relacionado con
resolver un problema econémico y de viabilidad para la actividad agricola y silvicola. Sin embargo, como
se ha mencionado previamente (ver pagina 56, Control biolégico), este control biol6gico no siempre es
acertado, normalmente debido a que no se han realizado suficientes estudios previos acerca de los posibles
riesgos que supone la entrada de una nueva especie foranea en un sistema natural. En los ejemplos
mencionados, H. axyridis y Z. renardii, son dos especies empleadas como controladores biol6gicos que han
resultado fallidas y nefastas, puesto que, si bien poseen respuesta contra las plagas (LICCARDO et al., 2020),
han resultado claramente perjudiciales para la fauna nativa: la primera especie compite con las especies de
coccinélidos autéctonos, ademas de producir alergias a humanos, y la segunda es altamente generalista,
causa picaduras en el ser humano y su poblacion ha aumentado considerablemente en las zonas que ha
colonizado. Por ello, la primera especie ha pasado de ser una especie controladora bioldgica a estar
contemplada en el CEEEI, y la segunda deberia entrar en proceso de inclusion. De confirmarse el impacto
negativo de T. sinensis en la fauna nativa, deberia considerarse un debate claro entre su uso como
controlador biolégico o contemplarse como una especie invasora méas. Su inclusion en el catdlogo CEEEI
es poco probable, debido a su importancia comercial y econdmica, al demostrarse que su presencia reduce
las poblaciones de D. kuriphilus, y es bastante posible que existan gobiernos autonémicos que se opongan

a esta medida, al igual que ha ocurrido en el caso de los eucaliptos en Espafa
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(LAVOzDEGALICIA, 2020b). Teniendo en cuenta lo expuesto, deberia de considerarse este caso como un
ejemplo de como poder actuar frente a futuras plagas mediante el uso de una especie fordnea como control

biolégico.

También existe un debate referido a esta dicotomia, y es el grado del intervencionismo humano en
la naturaleza. Si bien existen pocos sistemas naturales en el planeta con los que el ser humano no haya
interactuado, el tipo de impacto puede ser diferencial y gradual. También, considerando que la agricultura
implica un grado de interaccién profunda con el medio natural, pudiendo ser también gradual, entre
extensivo o intensivo, la conservacion de la naturaleza también lo puede ser por el tipo de accién que se
emprenda. La conservacion puede ser desde totalmente pasiva, hasta el punto de ignorar los medios
naturales y dejar que éstos sigan su sucesion sin ningln tipo de intervencion, a totalmente activos,
invirtiendo recursos y fondos econémicos en la realizacion de infraestructuras destinadas a la proteccion
concreta de, por ejemplo, un organismo vivo o un paisaje determinado mediante la intervencion directa. En
el primer caso, incluso una omision total de la relacion entre el ser humano y el medio natural podria
considerarse una conservacion pasiva, como, por ejemplo, no tener la posibilidad de entrar ni realizar
ninguna actividad dentro de ciertos territorios. De esta manera, todo lo que ocurra dentro de ese territorio
sera por la misma interaccion de la naturaleza, desentendiéndonos de los sucesos internos de esta area y,
por lo tanto, minimizando al méaximo posible los posibles riesgos y posibles amenazas que podemos
producir los seres humanos. Estas dinamicas poseen ciertos problemas asociados, como los efectos borde
y la incidencia de las actividades humanas en ellos, o la posible no aplicacion en muchos casos, como
cuando si que existe un aprovechamiento directo de los recursos. Poniendo el ejemplo de los castafiares
ibéricos infestados por D. kuriphilus, el dejar estos al libre albedrio sin intervencion podria causar dafios
irreparables en los arboles y dejaria un vacio econémico importante a las poblaciones humanas que
aprovechan las castafias y la madera. Ademas, todos los castafios estan protegidos por la Directiva Habitats
92/43/CEE 9260 como “Bosques de Castanea sativa” (RuUBlO, 2009), siendo un caso peculiar, al unirse en
esta figura de proteccion tanto los intereses en conservacion del patrimonio natural como los intereses de
aprovechamiento en agricultura y silvicultura. Ademas, en este caso, la no intervencion no es posible, ya
que los castafios, de por si, son arboles altamente utilizados por muchas poblaciones humanas con gran
interés cultural. En este caso, es la conservacion activa, la mas habitual, la que se emplea en el caso de los
castafares de C. sativa. Sin embargo, es bastante dudoso que la liberacion de T. sinensis sea una accion de
conservacion para proteger a los castafios, y no Gnicamente una accion para paliar el problema econémico

que supone la plaga de D. kuriphilus.

Siguiendo este enfoque, en el que el castafio es tanto patrimonio natural, cultural como importante
desde el punto de vista econdémico, cualquier accidén que desempefie su proteccidn deberia de ser valida,
siendo T. sinensis una buena solucion al problema de la plaga de D. kuriphilus. El verdadero problema es

la conservacion de las especies de Cynipidae nativas. Si la conservacién de los castafios es
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importante por su papel en la economia, ;no importan nada aquellas especies que no aporten beneficio
econdémico? La importancia econdmica de las avispas de las agallas es minima y su uso tradicional cada
vez esta mas en desuso, pero por ello, ;no merecen ninguna proteccion aquellas especies que no aporten
directamente nada al desarrollo econdmico humano? Esta vision antropocentrista puede acabar reluciendo
en el debate de agricultura vs. conservacion en el ambito del trinomio D. kuriphilus-T. sinensis-especies
nativas o especie invasora-control biol6gico-conservacion, considerando finalmente que el interés humano
siempre prima por encima de cualquier otro posible interés. De ser asi, las especies se convierten
Gnicamente en organismos servilistas a los designios de las acciones humanas, no importando su interés
intrinseco como patrimonio natural, asi como de toda la humanidad. La conservacion, al igual que la
agricultura, es una actividad humana, en la que nosotros somos los responsables directos. Por ello, en
muchos ambitos cada vez hay mas aceptacion en denominar a la era actual el Antropoceno (CRUTZEN,
2006; LEWIS & MASLIN, 2015).

El interés y la importancia intrinseca de todas las especies vivientes y extintas reside en que cada
una de ellas ha sido una solucién de la vida a los problemas que representa el ambiente y sus condiciones
abidticas, con diferentes grados de hostilidad y adversidades. Cada especie representa una linea de
organismos que han sobrevivido hasta ahora, o hasta un tiempo determinado, durante millones de afios,
siendo seleccionados aquellos ejemplares mejores adaptados a sus condiciones ambientales coetaneas,
mediante una gran cantidad de generaciones de individuos que han nacido, se han desarrollado, se han
reproducido y han muerto; y que han podido servir de alimento a otros organismos, tanto como ellos han
usado a otros para su sustento. Las labores de conservacion deberian de ser iguales para todas las especies
vulnerables con independencia de su valor afiadido para las actividades humanas, aunque los fondos
destinados a estas acciones sean limitados. Sin embargo, pese a conocer las limitaciones econémicas, caer
en la trampa de “s6lo protejo aquello que vale dinero” va en contra de las premisas anteriormente citadas.
Por ejemplo, en el caso de las avispas de las agallas, estos insectos han conseguido un mecanismo a través
de millones de afios de evolucion que les permite inducir nuevas estructuras a las plantas, con las que
protegen y alimentan a sus larvas, haciendo este proceso indispensable para su supervivencia. Este estilo
de vida deberia de ser ya lo suficientemente interesante desde el punto de vista de la Biologia y el naturalista
como para darle un valor afiadido para su conservacion. También, desde un punto de vista m&s humanista,
unos ciclos de vida tan complejo como los de Cynipidae y sus comunidades biolégicas (ver pagina 15,
Inductores de agallas y familia Cynipidae) son verdaderamente extraordinarios y fascinantes como para
suscitar un interés para su proteccion por el ser humano. Por eso, insistimos en que cualquier especie merece
ser conservada, teniendo o no, ningln valor afiadido, mas alla de coexistir con nosotros en este tiempo

concreto del planeta Tierra.
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I11. RECOMENDACIONES PARA EL FUTURO.

Como se ha comentado previamente, esta tesis se ha basado en los dos trinomios D. kuriphilus-T. sinensis-
especies nativas y especie invasora-control bioldgico-conservacion. La relacidn entre estos componentes
puede ser considerada desde dos puntos de vista: 1) el concreto del caso; y 2) como ejemplo de interacciones

sociales, econdmicas y cientificas, de una problemaética que puede volver a ocurrir.

1) Las recomendaciones para el futuro en este caso concreto no pueden ser tomadas sin conocer el
escenario actual de la distribucion de D. kuriphilus y T. sinensis en la peninsula ibérica (GIL-TAPETADO et
al., 2018; 2020; NIEVES-ALDREY et al., 2019). El escenario actual es irreparable y muy probablemente los
impactos y perturbaciones en el medio han causado la imposibilidad del retorno a las condiciones previas
a la invasién de la avispilla del castafio. Aun asi, se puede seguir analizando cdmo ha sido este caso en
concreto y, de esta forma, poder pensar en lo que se deberia haber hecho en estadios 0 escenarios previos

al actual.

La especie D. kuriphilus estd ampliamente distribuida por la inmensa mayoria de los castafiares y
cultivos de castafa espafioles y, en la actualidad, limitar actualmente su dispersion resulta inviable. En GIL-
TAPETADO et al., (2018; 2021a), asi como en GiLIOLI et al., (2013) se resalta la importancia de la limitacion
de la dispersion indirecta por movimientos de castafios infestados (LDD, long dispersal distance, en inglés).
Esta LDD, a diferencia de la dispersion natural intrinseca de D. kuriphilus, es debida totalmente a las
actividades humanas, y puede ser controlada y regulada mediante legislacion. Las medidas de control de
esta dispersion artificial deberian estar enfocadas a prohibir o restringir la movilizacion de los castafios por
diferentes partes de la peninsula ibérica y a su importacion desde otros paises. Unicamente la parada de
movilizacién y la aplicacién de cuarentenas de un afio en su area de origen podrian haber sido medidas
suficientes para detectar la presencia de castafios infestados por D. kuriphilus, que no hubieran sido aptos
para su venta y transporte. De esta manera, al hacerse una cuarentena anual, estos cinipidos realizarian su
ciclo vital, detectdndose las agallas en las plantas infestadas, pudiendo retirarse a tiempo en estas areas de
cuarentena, o incluso descartando los &rboles con altos niveles de infestacion. Esta labor podria ser realizada
en los viveros que venden los castafios, donde ademas podria aplicarse una normativa con permisos de
movilidad de castafios certificados con ausencia de D. kuriphilus. De esta manera, se aplicarian sanciones
econdmicas de disuasion para poder controlar estos movimientos de castafios sin comprobar si poseen D.
kuriphilus, lo que habria evitado su LDD por todo el territorio espafiol. Estas sanciones deberian haberse
aplicado segun las normativas presentes de sanidad vegetal o implementarse nuevas que restringieran estos
movimientos de material vegetal infestado, sancionando a los duefios de las plantas afectadas o a los viveros
de procedencia. Esta es una dura medida contra los propietarios, pero entendiendo como se ha dispersado
D. kuriphilus, no cabe duda de que la inmensa mayoria de focos aislados han sido provocados por

movimientos de castafios, que han sido transportados por un propietario concreto. Esos
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propietarios que no han revisado si sus castafios estaban infestados, son los responsables directos de la
dispersién de D. kuriphilus por LDD en un nuevo territorio. Por ello, como responsables, deberian ser el
foco de atencidn para estas sanciones. Sin embargo, esto solo deberia ser asi, siempre y cuando los viveros
que venden los castafios también hubieran aplicado unas medidas concretas de sanidad vegetal para la venta
de estas plantas o material vegetal. Si un propietario conocedor de las normativas de movimiento de plantas
infestadas es engafiado, el maximo responsable del foco de D. kuriphilus deberia ser el viverista que ha
engafiado al comprador, aplicandose entonces la sancién econémica disuasoria al vivero. La redaccion,
detalles y cémo aplicar estas medidas, distan mucho de esta tesis doctoral y de los conocimientos
legislativos y judiciales del presente doctorando, pero se quiere hacer hincapié en la responsabilidad que
los propietarios deberian tener del material vegetal que estan movilizando desde diferentes partes de Espafia
y del mundo, ya que pueden contener especies potencialmente invasoras y plagas muy perjudiciales para la
biodiversidad autdctona. Son los propietarios de los castafios los que han producido la dispersion de D.
kuriphilus por gran parte del mundo y esto debe de ser tenido en cuenta, ya que esto denota también otras
problematicas asociadas al problema del D. kuriphilus, como son la falta de comunicacion entre el mundo
de la administracion y de la ciencia con el mundo rural, explicado claramente sobre la base de las
consecuencias de la entrada de una especie plaga en cultivos de interés local en determinadas areas del
territorio nacional. En este apartado no se pretende sefialar como culpable a un sector concreto de la
poblacién, pero si se pretende resaltar las responsabilidades reales y en la falta de comunicacion directa y
control de la administracion publica en la regulacién del transporte de castafios infestados dentro y desde

fuera de los limites nacionales.

Respecto a T. sinensis, seguimos defendiendo que la liberalizacion de su suelta es la mas acertada,
no por estar de acuerdo con su aplicacion como controlador bioldgico sin haberse realizado todas las
pruebas pertinentes para conocer sus riesgos ambientales (GIBBS et al., 2011; FERRACINI et al., 2015; GIL-
TAPETADO et al., 2021; no publicado), sino por la poca utilidad de las restricciones que se estaban
realizando. Tanto las sueltas experimentales masivas realizadas por algunas Comunidades Auténomas,
como los individuos encontrados en zonas probablemente debidos a sueltas ilegales (GIL-TAPETADO et al.,
2020), como la entrada por dispersion natural desde Francia (NIEVES-ALDREY et al., 2019), suponen
circunstancias que ya de por si imposibilitan la regulacion de la presencia de T. sinensis en Espafa. Incluso,
antes de la liberalizacion de T. sinensis en Espafia, ya existian poblaciones asentadas de individuos en
diferentes regiones, como Malaga o Navarra (y probablemente Catalufia) y otras con proyectos de
introduccidén anual de esta especie como controladora biol6gica, como Galicia, Malaga o El Bierzo. La
presencia de T. sinensis en Espafia era inevitable y lo mas probable es que ya serd permanente. Sin embargo,
al igual que en el caso de D. kuriphilus, se puede analizar y realizar comentarios acerca de su introduccion
en escenarios previos al actual. Uno de los aspectos mas importantes acerca de la entrada de T. sinensis
como controlador bioldgico sin riesgos era conocer correctamente mediante estudios cientificos

cdmo se comporta esta especie en su area nativa. Como se comenté en el primer apartado de la
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discusion (ver pagina 216), conocer el papel real de esta especie posiblemente hubiera supuesto un cambio
respecto a las condiciones iniciales de sus sueltas en zonas aléctonas. La realizacién de estudios previos a
la introduccidn de cualquier especie foranea, aunque sea a priori beneficiosa para las actividades humanas
o el medio natural, es de vital importancia para conocer las repercusiones de dicha introduccion en un medio
diferente al que ha estado adaptada y conviviendo durante millones de afios. Con esto, pueden existir dos
posturas diferentes, volviendo a pensar en la dicotomia entre la agricultura y la conservacion (ver pagina
220), posiciones mas liberales favoreciendo a la agricultura a base de la introduccion de una especie foranea
sin importar las especies nativas y el patrimonio natural, o la prohibicidn de la entrada de cualquier especie
forénea, sin importar los posibles beneficios socioecondémicos que conlleva el desarrollo de la actividad

agricola en un territorio.

Todos los estudios de esta tesis doctoral deberian de haberse realizado previamente a cualquier tipo
de suelta de T. sinensis en Espafia, asi como cualquier introduccion de una especie foranea deberia hacerse
posteriormente a su evaluacion exhaustiva como especie inocua para el medio natural. Sin embargo, las
presiones y preocupaciones del sector que esta sufriendo la plaga, los productores de castafio, hacian
necesario cuanto antes explorar posibles soluciones para la plaga de D. kuriphilus y T. sinensis estaba
designada como una solucion infalible y, hasta cierto punto, “prodigiosa”. De nuevo, en este caso se puede
observar otra mala comunicacion entre la administracion y ciencia con el mundo rural, puesto que en
muchos casos se ha llegado a desconocer realmente qué era la especie T. sinensis (e. g: LAVOZDEGALICIA,
2019), llegando a informar de que es un depredador o que es posible su suelta preventiva antes de la
presencia de D. kuriphilus en la zona, siendo aspectos incorrectos desde el punto de vista de la biologia del
parasitoide. Ademas, las campafias de buena publicidad acerca de T. sinensis pueden también relacionarse
con un posible conflicto de intereses. A priori, puede resultar extrafio que cientificos que han estudiado y
recomendado la suelta de T. sinensis posteriormente estén relacionados con empresas de cria y produccion
en cautividad de esta especie como control biol6gico para su venta. Todo este marco, unido a condiciones
politicas de descontento de la poblacion y de un sector econdmico que puede ser localmente fuerte ha
influido para que los trabajos cientificos no hayan podido llevarse a cabo en plazos determinados y que no
hayan estado sincronizados con los tiempos reales de gestion del territorio. Ademas, cada vez existe una
mayor burocracia relacionada con la realizacion de proyectos cientificos y de contratacion, que asfixia, que
implica realizar muchos trdmites, y es inflexible y contraria a una realidad cambiante y dinamica, siendo
también espontaneas y muchas veces inesperadas, las problemaéticas relacionadas con especies invasoras y

plagas.

Por Gltimo, conocer nuestro medio natural y las especies que lo representan también resulta de vital
importancia para poder saber en profundidad como actuar ante problemaéticas de control de plagas y de
conservacion del medio natural. En el caso de D. kuriphilus-T. sinensis-especies nativas, resulta flagrante

el error de no haber estudiado en profundidad la fauna nativa de Torymus, puesto que ya existia
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en las zonas de infestacion de D. kuriphilus una especie similar a T. sinensis, T. notatus, con un nicho de
parasitacion y biologia analogos. Esta especie pudo haber sido considerada como una alternativa autéctona
a T. sinensis que podria haber sido estudiada como posible control biol6gico de D. kuriphilus sin la
introduccidn de ninguna nueva especie aloctona. El control bioldgico por conservacion de especies hubiera
sido una herramienta por explorar al incrementar el nimero de T. notatus en el medio. Aungue
probablemente también hubiera habido problemas de conservacion de la fauna de Cynipidae y el
desplazamiento de otras especies de parasitoides nativas, al menos, estos dafios serian causados por una
especie autdctona y éstos podrian reducirse.

2) Como ejemplo de caso de trinomio especie invasora-control biol6gico-conservacién, conocer
este caso, puede servir para que no vuelva a ocurrir en futuras invasiones biolégicas o problematicas
relacionadas con la introduccién de especies foraneas. A priori, antes de recurrir a cualquier solucion de
tipo curativo, deberian establecerse medidas de tipo preventivo, como ha podido ser la cuarentena de
castafios y de material vegetal derivado de éste. La cuarentena y control de mercancias de tipo biol6gico es
fundamental para evitar la entrada de especies foraneas con posible caracter invasor y, aungque es costoso,
siempre podra ser mas rentable que afrontar las pérdidas producidas por la plaga y las medidas de control
curativas. Esto seria un cambio de vision cortoplacista y reaccionario a uno mas largoplacista y planificado.
También, obtener una red de comunicacion internacional cientifico-técnica basada en plagas y especies
invasoras, puede ser beneficioso para preparar y advertir a otros paises y territorios de la posible entrada y
problemética de una especie foranea. Conocer los casos de lo ocurrido en otros territorios puede ayudar a
establecer medidas de prevencion para evitar o para disminuir la colonizacién de una especie invasora,
minimizando las amenazas y los dafios ocasionados por éstas, a la vez que se establecen relaciones
internacionales para el freno de una de las principales amenazas globales para la biodiversidad (IPBES,
2019).

Es importante estudiar siempre antes de la suelta en el medio natural a la especie que va a actuar
como controladora bioldgica como si fuera un modelo estandar, conociendo de manera profunda una serie
de caracteristicas de su biologia (como las presentadas en FLINT & DREISTADT, 1998) para evitar problemas
derivados de esta introduccion y, a su vez, optimizar los programas de control biol6égico. Los estudios
realizados de GIL-TAPETADO et al., (2021c, 2021d) corroboran que es importante considerar las
temperaturas, las precipitaciones y los tamarfios de las agallas como factores determinantes para una correcta
optimizacién de las sueltas de T. sinensis y que éstas sean asi mas efectivas contra D. kuriphilus. También,
como se ha repetido varias veces a lo largo de esta tesis, conocer el rol real de una especie para saber si es
un enemigo natural mono6fago o no de la especie plaga es fundamental para establecerla como un control
biolégico eficaz y con un minimo impacto negativo en conservacion del medio. Como se ha comentado
antes, no es algo novedoso que una especie tratada a priori como control bioldgico y que se ha introducido

en un medio fordneo como tal, pase a ser considerada como especie invasora y como
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problematica para la conservacion del patrimonio natural (e. g: H. axyridis, RoY et al., 2006, 2016). Al
tratarse de especies foraneas, no conocemos realmente como responderan en un medio natural totalmente
nuevo para ellas y que puedan llegar a comportarse como especies invasoras depende de muchos factores,
que muchas veces pueden estar relacionados con las caracteristicas buscadas en el control biolégico. Por
ejemplo, el grado de asentamiento puede ser beneficioso y perjudicial a la vez, ya que, si un control
bioldgico se establece, puede significar su eficacia contra la especie plaga, pero también puede ser
perjudicial en el caso de que provoque dafios al medio natural.

En definitiva, si bien el caso de D. kuriphilus-T. sinensis-especies nativas parece hoy en dia
irreversible, puede servir como un ejemplo de gestion multidisciplinar para otros casos en el futuro.
También, considerando el mundo cada vez mas globalizado, las probleméticas asociadas a especies
invasoras y plagas asociadas seran cada vez mas habituales, a la vez que éstas estaran vinculadas de forma
estrecha con conflictos a nivel econémico, administrativo y social. Por ello, la importancia de esta tesis
doctoral reside en exponer y aumentar el conocimiento acerca de un caso concreto y real, a nivel nacional,
en el que tnicamente mediante multiples enfoques, se pueden mostrar y dibujar posibles lineas de actuacion
sobre cdmo actuar ante estos problemas para la economia y, sobre todo, en la opinion del autor de esta tesis
doctoral, para la conservacion de nuestra fauna y flora, que representa nuestro patrimonio natural y

territorial.

Figura 32 (extra): Comparacion del tamafio de un ejemplar hembra de T. sinensis y la agalla de D. kuriphilus.

Autora de la ilustracion: Patricia Duran Montes.
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Ademas de los siete articulos publicados que incluye esta tesis, se encuentran en proceso avanzado de

elaboracién y seran objeto de proxima publicacidn los trabajos que enumeramos a continuacion.

1.- “Torymus sinensis against the invasive chestnut gall wasp: high potential for non-target hosts
although unlikely hybridization with native species”. En este trabajo, en avanzado estado de elaboracion,
como resultado de experimentos de campo y de laboratorio efectuados con T. sinensis, se explora la
potencialidad de esta especie en el ataque a agallas de cinipidos nativas asi como la de la posible

hibridacion con las especies autoctonas de Torymus.

2.- “Primer estudio en Espana de impacto ambiental sobre especies de cinipidos no objetivo y sus
parasitoides, como resultado de la liberacion en el medio natural de Torymus sinensis Kamijo para el
control de la avispilla del castafio Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu”. Se ha llevado a cabo un estudio
de impacto ambiental sobre las comunidades de cinipidos nativos en las &reas de Espafia en que se ha
liberado T. sinensis para el control bioldgico de la avispilla del castafio D. kuriphilus, principalmente
en Galicia y Mélaga. A lo largo de dos afios de estudio se han colectado en las zonas afectadas un total
de 25.277 agallas de D. kuriphilus y 4.484 agallas de cinipidos nativos, de las cuales 4.258
correspondieron a agallas en especies de Quercus. Se identificaron 41 especies de cinipidos nativos de
10 géneros diferentes. De las agallas de cinipidos autdctonos se obtuvieron 1.255 ejemplares de
especies inquilinas de cinipidos y 6.361 de especies parasitoides (Chalcidoidea). De los cinipidos
inquilinos identificamos 15 especies, de las cuales solo una, Synergus facialis Hartig, 1840, ha sido
reclutada por la especie plaga del castafio, D. kuriphilus. La comunidad parasitoide en cinipidos
autdctonos en las zonas estudiadas esta integrada de 64 especies de 7 diferentes familias de
Chalcidoidea. Todas las especies parasitoides reclutadas por D. kuriphilus desde su llegada a Espafia,
excepto una, provienen de las comunidades parasitoides de cinipidos nativos en especies de Quercus.
El andlisis de las comunidades de parasitoides en especies nativas de cinipidos, hasta el momento no
ha detectado presencia de T. sinensis. La ausencia de dicha especie, que esta siendo utilizada como
control bioldgico, se ha verificado tanto en las zonas donde se ha liberado de forma controlada como
en las reas donde se ha detectado en D. kuriphilus como consecuencia de dispersion natural desde

Francia.

3.- Fauna secundaria asociada a las agallas de la avispilla del castafio D. kuriphilus en Espafia
(Hymenoptera, Cynipidae). Las agallas de D. kuriphilus (Hymenoptera, Cynipidae) especie invasora
plaga del castafio, ademas de la fauna primaria de parasitoides que ha sido rapidamente reclutada por
la especie invasora desde su aparicion en Espafia, albergan una rica y variada fauna secundaria que
utiliza la agalla como refugio o recurso tréfico. Como resultado de los muestreos que hemos realizado
a lo largo de dos afios para estudiar la fauna de parasitoides asociada a agallas de la avispilla

del castafio en Espafia, hemos obtenido una rica fauna secundaria de artropodos, que ha sido de
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novo reclutada por dicha especie invasora desde su introduccidn en nuestro pais. Existen pocos datos
publicados de esta fauna en Europa y los resultados preliminares que aqui aportamos son los primeros
que se recogen en Espafia. A lo largo de dos afios se han colectado méas de 25.000 agallas de D.
kuriphilus en todas las zonas afectadas de Espafia, principalmente en Galicia y Andalucia (Méalaga). La
fauna secundaria en las agallas incluye insectos (Hexapoda) y &caros oribatidos (Acari). Entre los
insectos hay representantes de 8 drdenes: Collembola, Hemiptera, Diptera, Coleoptera, Psocoptera,
Hymenoptera, Thysanoptera y Lepidoptera. Las familias de insectos representadas son 30: 9 de
coledpteros, 9 de himendpteros, 5 de dipteros, 3 de hemipteros, y una de cada uno de los 6rdenes de
lepiddpteros, psocdpteros, tisandpteros y colémbolos. EI nimero total de especies representado en las
muestras de fauna secundaria estudiadas se estima en mas de 40, de 24 géneros identificados. Cabe
destacar el hallazgo en agallas colectadas en la Sierra de las Nieves (Méalaga) de una nueva especie

para la ciencia del género Parochthiphila (Diptera, Chamaemyiidae).

Otras lineas de trabajo e investigacion futura que se abren con relacién a esta tesis doctoral se

enumeran a continuacion:

& Profundizar en el estudio y redefinir taxonémicamente el grupo de especies de Torymus asociadas a
Cynipidae abordado en GIL-TAPETADO et al., 2021e. Este grupo de Torymus posee caracteres
morfoldgicos y ecoldgicos que pueden ayudar a interpretar sus relaciones filogenéticas y relacionarlas
con la taxonomia tradicional basada en caracteres de la morfologia externa. Considerando la base
filogenética previa podemos obtener una taxonomia mas estable y natural que la que previamente se ha
seguido en este grupo. Como consecuencia Ultima es necesario elaborar una clave de identificacion
actualizada de las especies de Torymus asociadas a agallas de Cynipidae sobre la base de las nuevos

estudios morfoldgicos realizados y las evidencias filogenéticas moleculares encontradas.

& Estudiar en profundidad los complejos cripticos de especies dentro de Torymus flavipes y Torymus
cyaneus, sobre todo en el caso de esta Gltima especie, ya que existen indicios de que el linaje ibérico es
diferente de los dos linajes de Centroeuropa. Ademas, poder analizar la posibilidad de la existencia de
un complejo de especies cripticas en T. cyaneus nos puede ayudar a resolver el problema nomenclatural

gue plantea esta especie en la actualidad, ya que no existe holotipo ni ha sido designado un neotipo.

&% Anélogamente, indagar en el complejo criptico de especies de Bootanomyia dorsalis (Fabricius,
1798) (=Megastigmus dorsalis). Al igual que indican trabajos previos, este parasitoide de la familia

Megastigmidae posee dos sublinajes dentro de la especie. La observacion de los caracteres morfologicos
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de diferentes individuos revela que existe una gran diversidad en las estructuras de antenas y coloracion,
pudiendo separarse los ejemplares en dos grupos a este nivel. Sin embargo, realizando las comparaciones
de los mismos individuos a nivel genético, obtenemos un sublinaje que posee una gran variabilidad de
caracteres y otro sublinaje morfoldgicamente homogéneo, pero conteniendo este Ultimo individuos
idénticos morfoldgicamente a algunos del primer sublinaje. Por lo tanto, las diferencias morfolégicas
observables en los individuos de B. dorsalis no corresponde con su filogenia.

&% Realizar estudios de seguimiento y control a medio y largo plazo de las comunidades asociadas a
agallas de Cynipidae nativas y compararlos con las realizados sobre las comunidades reclutadas por la
especie invasora D. kuriphilus. Estos estudios son esenciales para comprender la dindmica de dichas
comunidades en el transcurso del tiempo y evaluar tanto el grado de afectacién de T. sinensis sobre las
comunidades de cinipidos nativas como los posibles desequilibrios en la composicion de las
comunidades nativas de parasitoides.

&% Analizar la relacion entre el surgimiento anual de las hojas de los castafios y la formacion de las
agallas en diferentes partes de Galicia y su influencia con el clima. Esto nos permitira analizar y observar
patrones de crecimiento de las agallas, asi como la obtencién de modelos empiricos que nos permitan
efectuar predicciones de donde y cuando se formaran antes. A su vez, estos modelos podrian ayudar a
determinar los momentos en los que las agallas de D. kuriphilus son mas vulnerables al parasitismo y

optimizar su control bioldgico mediante el uso de T. sinensis.
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Las conclusiones de esta tesis doctoral se enumeran a continuacion encuadradas en su &mbito de estudio.
Todas las conclusiones son importantes y conllevan la ampliacién de los limites del conocimiento acerca
de la problemaética de Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, 1951 y Torymus sinensis Kamijo, 1982 y de la

biologia parasitoide y gallicola:

I) CONCLUSIONES RELACIONADAS CON LA AMPLIACION DEL CONOCIMIENTO DE LA DISTRIBUCION

GEOGRAFICA EN ESPANA DE DRYOCOSMUS KURIPHILUS Y TORYMUS SINENSIS.

&% Describimos la distribucion actual de D. kuriphilus en Espafia, al menos hasta 2019-2020, como
ampliamente distribuida por la mayor parte de los bosques y plantaciones de castafio, con la excepcién de
la Sierra de Aracena (Huelva) donde aun no ha llegado la plaga. Dryocosmus kuriphilus se distribuye en
Espafia en el norte peninsular, en Galicia, Asturias, Cantabria, Pais VVasco y Navarra, en el norte e interior
de Catalufia; en el interior, en el Sistema Central, en Comunidad de Madrid (incluyendo sus dos ubicaciones
urbanas en el Real Jardin Botanico de Madrid y el Real Jardin Botanico Alfonso XII1) y Caceres (con focos
temporales con probabilidad de asentamiento en Salamanca y Toledo) y en el sur, en Andalucia, en Malaga

y en Granada.

&% La distribucién potencial de D. kuriphilus en Espafia mediante modelos de distribucién de especies
indica que existen areas con mayor y menos idoneidad dentro del territorio. Las zonas predichas con mayor
idoneidad en la que la especie invasora se puede establecer son el norte de la peninsula ibérica,

concretamente, en sus zonas mas de interior; noreste y en el sur peninsular.

&% Los modelos de dispersién anual predicen un avance continuo y rapido por las zonas con presencia de
castafio en Espafia. Sin embargo, estas estimas han fallado, ya que el avance por Espafia de D. kuriphilus
ha sido mas rapido del estimado, debido a los multiples transportes de castafios infestados de la actividad

silvicultural y forestal, creando nuevos focos y desvirtuando los modelos de prediccion.

& Describimos la distribucion actual de T. sinensis en Espafia, al menos hasta 2019-2020, la mayoria como
resultado de liberaciones experimentales de los programas de control biolégico. Torymus sinensis esta
presente y se ha extendido por esta causa en Galicia, Asturias, Madrid y Malaga (Andalucia). Este
parasitoide aléctono esta también presente en Espafia, en Catalufia, Navarra y Pais Vasco, debido a su

dispersién natural desde Francia.

&% La capacidad de dispersién estimada de T. sinensis es de 70 km/afio, lo que, relativizando a su propio

tamafo, se puede considerar alta. Su dispersion natural desde Francia hacia Espafia se ha
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realizado por los dos corredores de costa a ambos lados de los Pirineos, uno en el este, hacia Catalufia y
otro en el oeste, hacia Navarra. Esta especie se encuentra en la ciudad de Madrid debido a los ensayos
cientificos de parasitismo realizados en esta tesis, asi como también se ha detectado en areas del suroeste
de la Comunidad, probablemente como resultado de sueltas no autorizadas, anteriores a la liberalizacion
del uso de este agente de control por el Ministerio para la Transicion Ecoldgica y Reto Demogréfico.

&% Las tasas de parasitismo y el tamafio de las poblaciones de T. sinensis en Espafia, al menos hasta 2019-
2020, son bajas, con un porcentaje maximo estimado de parasitismo del 8,29%. Las mayores tasas de
parasitismo se encuentran en la zona de Navarra, donde T. sinensis ha llegado por dispersion natural desde

Francia.

I1) CONCLUSIONES RELACIONADAS CON LA AMPLIACION DEL CONOCIMIENTO DE LA ECOLOGIA DE

DRYOCOSMUS KURIPHILUS, TORYMUS SINENSIS Y SUS COMUNIDADES BIOLOGICAS.

& Existe una variabilidad en la morfologia de las agallas de D. kuriphilus dependiendo de las diferentes
condiciones climatolégicas presentes en la peninsula ibérica en funcién de la latitud (mediterranea y
eurosiberiana). Las agallas de D. kuriphilus ubicadas en las areas de muestreo de la provincia de Méalaga
(Andalucia) son de mayor tamafio que las ubicadas en las areas de estudio del norte de Espafa (e. g:
Galicia). Estas diferencias de tamafio no son debidas a la densidad de individuos, sino que estan
relacionadas con otros factores, como las condiciones climatoldgicas de las zonas donde estan presentes las

agallas.

& Desde la introduccion en Espafia de D. kuriphilus se ha producido un reclutamiento muy répido por
parte de esta especie de comunidades de parasitoides nativos, en su mayor parte de la superfamilia
Chalcidoidea (Hymenoptera). En el total del territorio espafiol el nimero de especies reclutadas suma un
total de 34. Las comunidades biol6gicas de parasitoides nativos reclutados por D. kuriphilus en Espafia son,
por lo general, de caracter generalista, compuestas por especies oportunistas y polifagas. En las zonas
estudiadas de Galicia y Andalucia las especies mas comunes de dicha comunidad son Eupelmus urozonus
Dalman, 1820 y Mesopolobus lichtensteini (Mayr, 1903). Existe un reemplazo de especies entre las

comunidades de Méalaga y de Galicia, entre Mesopolobus tibialis (Westwood, 1833) y Ormyrus
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pomaceus (Geoffroy, 1785), respectivamente. Existe también una subcomunidad invernante con especies
de parasitoides nativos que tienen una biologia andloga a T. sinensis, presente en el sur peninsular y
compuesta por: Torymus notatus (Walker, 1833), Aulogymnus bicolor (Askew, 1975), Aulogymnus
obscuripes (Mayr, 1877) y Aulogymnus balani Pujade i Villar, 1991; y en Galicia por Aulogymnus arsames
(Walker, 1838). Es de destacar el hallazgo en Galicia en las agallas de D. kuriphilus de una especie inquilina
de cinipido del género Synergus, lo que representa la segunda cita en Europa. También existe otra rica fauna
secundaria de artrépodos asociada a las agallas de D. kuriphilus, actualmente en estudio, en la que cabe
destacar la nueva especie de diptero recientemente descrita, Parochthiphila carinata Carles-Tolra, 2019.

& Existe un factor limitante en las agallas de D. kuriphilus que dificulta el parasitismo de la fauna
parasitoide nativa: el grosor de las paredes de las agallas y de sus camaras larvales. EI grosor y dureza de
la pared constituyen una barrera fisica que impide que el ovipositor de los parasitoides generalistas que
atacan fases tardias de crecimiento de las agallas puedan penetrar en las camaras larvarias. Por ello, se pone
de manifiesto que solo aquellas especies parasitoides que estén sincronizadas con el comienzo del
crecimiento de las agallas de D. kuriphilus son verdaderamente efectivas contra esta especie plaga, como

lo son T. sinensis y otras especies nativas de la subcomunidad invernante.

& Existe una relacion entre el parasitismo y las variables climéticas, siendo mayor en las zonas mas

calidas, probablemente debido a mejores condiciones ambientales, que facilitan el aumento de su actividad.

&% El papel de T. sinensis en las comunidades biolégicas de parasitoides reclutadas por D. kuriphilus es
diferente en las dos areas principales de estudio (Galicia y Malaga), al menos hasta 2019-2020. En Malaga,
T. sinensis se asentd mas rapidamente comenzando a tener un papel efectivo de control de la especie plaga,
mientras gue en Galicia, hasta el momento de concluir este estudio, el asentamiento y control efectivo estan

siendo mas lentos.

& El rapido reclutamiento de parasitoides por parte de D. kuriphilus puede ser explicado por la teoria de
biogeografia de islas aplicando un modelo de “islas dentro de los continentes”. Antes de la llegada de D.
kuriphilus a los castafios, estos &rboles funcionaban como zonas no colonizables y eran ignorados por los
parasitoides, que se movian entre los diferentes Quercus con presencia de agallas de cinipidos nativos, al
encontrarse en una estructura de bosques mixtos. Al introducirse D. kuriphilus en los castafios e inducir
agallas potencialmente parasitables por los parasitoides nativos, los castafios han cambiado de ser zonas no
colonizables a zonas colonizables o islas dentro de la misma zona ya colonizada o continente. Por lo tanto,
como la distancia entre Quercus y Castanea es muy pequeila, y siguiendo la idea de “islas dentro de los
continentes”, se puede explicar que este reclutamiento sea rapido, incluso en el mismo afio de introduccion

de D. kuriphilus en un &rea.
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I11) CONCLUSIONES RELACIONADAS CON LA AMPLIACION DEL CONOCIMIENTO DE LA FILOGENIA DE

TORYMUS Y LOS RIESGOS DE LA LIBERALIZACION DE TORYMUS SINENSIS.

&% Mediante marcadores moleculares, hemos recuperado las relaciones filogenéticas de las especies de
Torymus asociadas a la familia Cynipidae, incluyendo a T. sinensis, elaborando un marco filogenético no
explorado antes en profundidad. Los resultados sefialan la presencia de tres grupos de especies diferentes,
dos complejos de especies cripticas (Torymus flavipes (Walker 1833) y Torymus cyaneus Walker, 1847),
revelan las relaciones entre las especies y los cambios de hospedadores en el transcurso de la evolucion de
las especies del género (de Quercus a Rosaceae), asi como la diferenciacion y especializacion entre estratos
en altura de los Quercus hospedadores, los tiempos de divergencia entre especies y una topologia que revela

la cercania filogenética entre las especies hermanas de Torymus.

&% La filogenia de las especies de Torymus asociadas a la familia Cynipidae es congruente con la ecologia
de este grupo, indicando 1) cambios en las plantas hospedadoras de las agallas que parasitan, 2)
especializacion entre estratos en altura de los Quercus hospedadores, y 3) la determinacidn por especie de
su rango de hospedador especialista 0 generalista. Esta Ultima caracteristica permite poder indagar en
patrones evolutivos y tratar de hipotetizar qué ocurrié antes durante la historia natural de este grupo, la

especializacion o la generalizacion del rango de hospedador.

& Los resultados de la filogenia indican que, en el grupo de los Torymus asociados a la familia Cynipidae,
las especies especialistas fueron anteriores a las generalistas, datando este Gltimo grupo del Serravalliense

(Mioceno) hace 13.51 millones de afios.

& La causa de la aparicion de grupos generalistas en los Torymus asociados a la familia Cynipidae es
probablemente debida a la diversificacion de sus hospedadores, los cinipidos, que ocurrié hace 20,21
millones de afios, anterior pero cercano a la fecha de aparicion de los sublinajes generalistas de Torymus.
Este proceso de diversificacion produjo la aparicion de nuevos recursos potencialmente parasitables, lo que

coincide con la generalizacion de algunos linajes de Torymus, encajando con la hipétesis de ‘ecological

fitting .

&% La especie de Torymus nativa candidata a hibridacion con T. sinensis considerando los resultados de
nuestra filogenia es Torymus notatus (Walker, 1833). Esta especie, perteneciente a la subcomunidad
invernante reclutada por D. kuriphilus, especie hermana de T. sinensis y muy similar morfolégicamente a
ésta, ha sido ignorada en estudios previos acerca de la problematica de la suelta de T. sinensis hasta 2019.

Sin embargo, los tiempos de divergencia de estos sublinajes indican que la separacion
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entre T. sinensis y T. notatus es similar a la del resto de diversificaciones de especies de Torymus, lo que

minimiza el riesgo de hibridacion.

&% Los resultados de los experimentos de preferencia de hospedador por T. sinensis hacia agallas de
especies de Cynipidae nativos indican que las de estructura simple, ubicacién en la hojas y que se forman
a principios de primavera son méas vulnerables al ataque de esta especie foranea (i. e: aquellas que poseen
una forma y fenologia similar a las de D. kuriphilus). Esto encaja a su vez con la hipotesis de ‘ecological
fitting” y el ‘Stockhold paradigm’, pudiendo acabar adaptdndose T. sinensis a parasitar estas agallas en el
medio natural porque encajan con su “nicho de parasitacion”. Sin embargo, en experimentos de laboratorio,
también se ha encontrado que T. sinensis pueden sentirse atraido y ovipositar en una variedad de agallas
diferentes, entre las que podemos mencionar como caso extremo las semi-subterraneas de formas sexuales

de especies de Trigonaspis.

& Por experimentos de campo y de laboratorio hemos encontrado evidencias de que las agallas de
Cynipidae en Quercus (Cynipini) nativas pueden ser parasitadas por T. sinensis.

&% Deben realizarse mas estudios cientificos ahondando en la problematica del trinomio D. kuriphilus-T.
sinensis-especies nativas para poder responder mejor las preguntas e incdgnitas que ain subyacen, como la
repercusion real que existe en las relaciones interespecificas de competencia entre T. sinensis y otras

especies de parasitoides nativos.

& Es necesario establecer programas de seguimiento de las comunidades de parasitoides nativos reclutados
por D. kuriphilus, asi como la actividad como controlador biol6gico de T. sinensis a lo largo del tiempo.
De la misma manera, deberia de establecerse programas de seguimiento y control en areas afectadas de las
comunidades de parasitoides asociadas a las especies de Cynipidae nativas, a fin de explorar y determinar

empiricamente los posibles desequilibrios en las comunidades afectadas y por ende en el medio natural.

&% Es necesario establecer una legislacion mas consistente y extensa acerca de las especies invasoras, la
forma de prevenir su introducciéon y como regular su posible control mediante la introduccion de otras
especies foraneas como controladores bioldgicos. Deben de agilizarse ciertos procesos administrativos y
los plazos para poder proporcionar por parte de las administraciones una respuesta mas rapida que implique
una mayor capacidad de adaptacion a las necesidades sociales que demanden una solucion de carécter
técnico. La temética y objetivos de esta tesis es un ejemplo practico de como podrian abordarse ciertas

problemaéticas similares en el futuro.
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Los anexos de esta tesis doctoral se enumeran a continuacién. Todos ellos estan orientados a ampliar
el conocimiento acerca de la problematica de D. kuriphilus y T. sinensis en el contexto del desarrollo

de esta tesis, complementando sus objetivos y aportando nuevo contenido:

I. CARLES-TOLRA M, GIL-TAPETADO D, & NIEVES-ALDREY JL. (2019). Parochthiphila (Euestelia)
carinata sp.n.: a new chamaemyiid species from Spain (Diptera: Chamaemyiidae) reared from galls of
Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu (Hymenoptera: Cynipidae). Boletin de la Sociedad Entomoldgica
Aragonesa, 64: 21-26. URL.: http://sea-entomologia.org/BSEA64_Indice.pdf Pagina 250.
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PAROCHTHIPHILA (EUESTELIA) CARINATA SP.N.: A NEW CHAMAEMYIID SPECIES
FROM SPAIN (DIPTERA: CHAMAEMYIIDAE) REARED FROM GALLS OF DRYOCOSMUS
KURIPHILUS YASUMATSU (HYMENOPTERA: CYNIPIDAE)
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Abstract: The Asian chestnut gall wasp Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu (Hymenoptera: Cynipidae) is a global pest of chestnuts
(Castanea). After being reported by the first time from Spain in 2012, the species has rapidly spread over the distribution area of
wild and cultivated chestnuts in the Iberian Peninsula. Since the invasion D. kuriphilus has recruited de novo a rich community of
hymenopterous parasitoids as well as other arthropods secondarily associated with the galls. Here we describe a new species of
Parochthiphila (Diptera Chamaemyiidae), one of the dipteran species that make up the secondary fauna of arthropods associated
with galls of the chestnut gall wasp. The new species was collected in the Sierra de las Nieves Natural Park, an important protected
area in Andalusia (southern Spain). The new species is related to P. stackelbergi and the two differ by morphological external and
genital characters.

Key words: Diptera, Chamaemyiidae, Parochthiphila sp.n., Asian chestnut gall wasp, Castanea, secondary fauna of galls, Sierra
de las Nieves mountains, Spain.

Parochthiphila (Euestelia) carinata sp.n.: especie nueva de camémido (Diptera: Chamaemyiidae) de Espaia obtenida de
agallas de Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu (Hymenoptera: Cynipidae)

Resumen: La avispa oriental asiatica Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu (Hymenoptera: Cynipidae) es una plaga global de los cas-
tafios (Castanea). Después de que se encontrara por primera vez en Espafa en el afio 2012, la especie se ha extendido rapida-
mente por la mayor parte del area de distribucion de los castafios silvestres y cultivados de la Peninsula Ibérica. Desde el comien-
zo de la invasion D. kuriphilus ha reclutado de novo una rica comunidad de himendpteros parasitoides, asi como de otros artropo-
dos secundariamente asociados a sus agallas. Aqui describimos una especie nueva de Parochthiphila (Diptera Chamaemyiidae),
una de las especies de dipteros que integran la comunidad secundaria de artrépodos en las agallas de la avispilla del castafio. La
especie nueva se encontr6 en el Parque Natural de la Sierra de las Nieves, una importante area natural de Andalucia (sur de Es-
pafia). La especie nueva esta relacionada con P. stackelbergi'y las dos difieren por caracteres morfoldgicos externos y genitales.
Palabras clave: Diptera, Chamaemyiidae, Parochthiphila sp.n., avispilla del castafio, Castanea, fauna secundaria de las agallas,

ISSN: 1134-6094

Sierra de las Nieves, Espafa.

Taxonomy/Taxonomia: Parochthiphila (Euestelia) carinata Carles-Tolra sp.n.

Introduction

The Asian chestnut gall wasp, Dryocosmus kuriphilus Ya-
sumatsu, 1951 (Hymenoptera, Cynipidae) is a species native
of China that currently constitutes one of the more severe
pests of chestnuts (Castanea spp) worldwide (EFSA, 2010).
After being introduced in 2002 in Europe, the species arrived
at Spain in 2012, recorded from galls collected in Catalonia.
Since then, this alien cynipid rapidly spread towards different
regions of Spain and Portugal helped by human accidental
introduction (Gil-Tapetado ef al., 2018).

For the control of the pest, classical biological control
using Torymus sinensis Kamijo 1982 (Hymenoptera: Torymi-
dae), a parasitoid wasp also native of China, has been devel-
oped in European countries as Italy, France and more recently
also in Spain (Nieves-Aldrey et al., 2019). Besides the intro-
duced biological control agent T. sinensis, D. kuriphilus has
also recruited a rich community of parasitoids coming mainly
from the parasitoid communities associated with native oak
gall wasps (Cynipidae: Cynipini). These rich communities are
composed mainly by chalcidoids parasitoid (Hymenoptera,
Chalcidoidea), and are being currently studied by two of us
(DGT and JLNA) (Gil-Tapetado et al., in prep.).

Out of the primary parasitoid fauna recruited by the
galls of D. kuriphilus in Spain, this new resource in the envi-

ronment had also attracted a rich secondary fauna of many
arthropods. The secondary fauna associated to D. kuriphilus
has received comparatively less attention and is consequently
much more poorly known than the primary fauna. Taking part
of a wider study of the secondary arthropod fauna associated
with galls of D. kuriphilus, which will be published else-
where, here we present the finding of a specimen of the fami-
ly Chamaemyiidae.

The Chamaemyiidae (Diptera: Acalyptrata) include
small (2-5 mm), usually densely greyish, pruinose flies.
Adults feed on the sweet excretion of aphids and coccids. It is
very likely that larval feeding on Homoptera is a shared fea-
ture of all members of the family. The larvae are very effec-
tive predators on many aphid and coccoid pests (there are
records feeding on aphid, woolly aphids, scale insects and the
nymphs of gall-forming psyllid). It currently comprises more
than 200 described species worldwide, with over 140 known
from the Palaearctic Region. Most Chamaemyiidae are infre-
quently found by general collecting techniques (water traps,
interception flight traps, Malaise traps...).

One of the integrant of the above-mentioned secondary
fauna belongs to a new species of the genus Parochthiphila
Czerny, 1904 and is described below.
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Fig. 1. Chestnut trees in Sierra de las Nieves, close to Yunquera (Malaga Province, Spain).

The genus Parochtiphila is identifiable by the following
combination of features: lunule bare and narrow from anterior
to posterior margin; 1 pair of convergent postocellar bristles;
first flagellomere elongate, upper anterior corner pointed;
apical section of veins A1+CuA2 extending far beyond apex
of cell cup; head in profile subquadrate; and frons with a
black transverse band. This last one is the quickest and easiest
character to recognize this genus.

Little is known on the biology of this genus, but the lar-
vae are predators of coccids on the roots or leaf sheaths of
grasses. Adults of Parochthiphila can be numerous when
sweeping grassland and coastal biotopes.

This genus includes 21 Palaearctic species, 11 of them
have been recorded from Europe and 4 from Spain.

All the information about the family Chamaemyiidae
has been obtained from Beschovski & Merz (1998), Carles-
Tolra & Béez (2002), McLean (1998) and Tanasijtshuk
(1968, 1984, 1986).

Material and methods

Samplings were made from March 2017 to March 2018 in
selected localities of Sierra de las Nieves, Valle del Genal,
Serrania de Ronda y Sierra Blanca (Malaga Province, Spain),
selected from sites with heavy infestation on chestnuts (Cas-
tanea sativa) by D. kuriphilus. Among the sampling points of
Malaga, the locality of Yunquera (Fig. 1) stands out, because
is situated in the Sierra de las Nieves Natural Park (proposed
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and considered as a new National Park in the spring 0f2019).
The future National Park of Sierra de las Nieves is listed
within the World Network of Biosphere Reserves due to its
high richness, highlighting the Spanish fir (4bies pinsapo)
and the mountain Portuguese oak (Quercus faginea var. al-
pestris). However, the knowledge and inventory of arthropod
fauna of the Sierra de las Nieves is incomplete and new rec-
ords and undescribed species can still be found, as is the case
of this Parochthiphila sp.n. At least 200 galls were collected
in each sampling site. Galls of D. kuriphilus (Fig. 2) were
introduced in cardboard boxes equipped with skylight extrac-
tors and kept under room normal conditions. Boxes were
checked fortnightly and the emerging insects were stored in
96% ethanol vials until study.

Results

Parochthiphila (Euestelia) carinata Carles-Tolra sp.n.
Fig. 3-18.

DESCRIPTION. Head black, dusted. Head: 1.67 times wider
than high. Frons grey dusted, with two clear transverse black
bands in the anterior half. Frons 0.45 width of the head. Face
grey with narrow keel between antennal bases, and with a
wide blackish band below the antennae. Gena narrow, with a
row of peristomal bristles. Eye:gena = 4.75. Antennae com-
pletely black, only third segment yellowish at base of the
arista. Arista bicolored, whitish, base blackish. Proboscis
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Fig. 2. Galls of Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu on Castanea sativa. Fig. 3, 4. Habitus of Parochthiphila (Euestelia)
carinata sp.n. in dorsolateral and lateroventral view, respectively.
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short, yellowish; palpi short, dilated apically, blackish. Chae-
totaxy: 1 ocellar, 2 fronto-orbitals, 1 outer vertical, 1 inner
vertical, 1 postocellar.

Thorax: black with bluish reflections, grey dusted. Scu-
tum: stripes absent. Anepisternum bare. Chaetotaxy: 1 post-
pronotal, 1 presutural supra-alar, 2 notopleurals, 1 postsutural
supra-alar, 2 postalars, 0+2 dorsocentrals, 4 rows acrostichals
anteriorly and 2 rows acrostichals posteriorly (last pair acrosti-
chals situated between anterior and posterior dorsocentrals),
prescutellar acrostichals absent, anepisternals absent, 2 katepi-
sternals (anterior very short), 2 pairs scutellars (apicals longer).

Wing clear, veins brownish, distance between R-M and
dM-Cu twice the length of dM-Cu. Halteres white.

Legs bicolored: femora brown, apices yellow. Tibiae
yellow, hind tibia with a preapical brown ring. Tarsi yellow,
fore tarsi: segments 2-5 darkened, mid and hind tarsi: seg-
ments 3-5 darkened.

Abdomen: blackish, with bluish reflections, tergites
without spots.

Genitalia brown (Fig. 3-5): epandrium haired (Fig. 5),
with distinct anteroventral spine-like setae (Fig. 6, 7); prego-
nite broad apically (Fig. 14); postgonite blackish apically
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Fig. 5-12: Parochthipila (Euestelia) carinata sp.n. 5-7) male genitalia in lateral,
lateroventral and ventral view, respectively; 8) epandrium laterally; 9-11)
aedeagus in dorsal, frontal and ventral view, respectively; 12) aedeagus, detail
of the apex, laterally. Scale bars: 0.2 mm.

(Fig. 5-7, 15); aedeagus slightly curved distally (Fig. 13),
apex tapered (Fig. 12, 13), with a distinct apicodorsal keel
(carina) (Fig. 9, 10, 12, 13).

Length: 2.5 mm.

Female unknown.

TYPE MATERIAL: Holotype male: Spain: Malaga, Yunquera,
27.7.2017 (gall), 1-15.8.2017 (fly), 846 m asl, 36.731517,
-4.943083, Ex gall D. kuriphilus on C. sativa, J.L. Nieves leg.
Holotype preserved in alcohol (70°) and deposited in the
private collection of the first author.

DISCUSSION: according to the key to Palaearctic Paroch-
thiphila by Tanasijtshuk, 1986, the new species belongs to
subgenus Euestelia Enderlein, 1927 (anepisternal setae and
clear stripes on scutum absent) and to nigripes species-group
(2-3 dorsocentrals). Parochthiphila (Euestelia) carinata sp.n.
keys out to P. (E.) stackelbergi Tanasijtshuk, 1968. The new
species clearly differ from the following features of P. (E.)
stackelbergi (Tanaijtshuk, 1968, 1986): 1+2 dorsocentrals
(Fig. 19: 150), hind tibia with very light bands or without
them, epandrium haired, without spine-like setae (Fig. 19:
145), postgonites not blackish apically (Fig. 19: 146) and
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Fig. 13-18: Parochthipila (Euestelia) carinata sp.n. 13-15) aedeagal complex laterally: 13) aedeagus in focus; 14) pregoite in focus; 15)
postgonite in focus; 16-18) aedeagal complex lateroventrally: 16) gonites in focus; 17) pregonite in focus; 18) postgonite in focus. Scale
bars: 0.2 mm.

25

254



—..q__._?__
/— G

T I.
b} 150

\\h_// %

Fig. 19: Parochthiphila (Euestelia) stackelbergi Tanasijtshuk.
145) genitalia, 146) aedeagal complex, 147, 148) aedeagus, 149)
apex of aedeagus, 150) thorax. (after Tanasijtshuk, 1986).
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aedeagus apically characteristically expanded (Fig. 19: 146-
148) and pointed (Fig. 19: 149).

ETYMOLOGY: the specific name refers to the apical keel (cari-
na) of the aedeagus. Carinatum (Latin) = keel.

BIOLOGY: unknown, but reared from a gall of D. kuriphilus.
The gall was collected on 27 July 2017 and the fly emerged
the first fortnight of August 2017. The presence of this Pa-
rochthiphila as secondary fauna of this alien cynipid is hypo-
thetically due to the Homoptera larval depredation, being these
species associated to the D. kuriphilus galls on chestnut trees.

DISTRIBUTION: hitherto only known from Sierra de las Nieves
in southern Spain.
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MESOPOLOBUS DELAFUENTEI SP. NOV.: A NEW PTEROMALID SPECIES
FROM SPAIN (HYMENOPTERA: PTEROMALIDAE), WITH NOTES ON OTHER
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(HYMENOPTERA: CYNIPIDAE), A GALL WASP ON CORK OAKS
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Abstract: A new species of Mesopolobus von Rosen: Mesopolobus delafuentei sp. nov. Nieves-Aldrey
& Askew (Hymenoptera: Pteromalidae) is described from southern Spain. The new species is a parasi-
toid, reared from galls of the oak gall wasp Andricus crispator Tscheck (Hymenoptera: Cynipidae), a
cynipid that induces galls on young offshoots of the cork oak (Quercus suber [Fagaceae]). The species
is dedicated to the memory of Dr. Félix Rodriguez de la Fuente a pioneer of wildlife conservation in
Spain. The singularity of the new species within Mesopolobus, it is here included in the genus with some
doubts, is emphasised and discussed. Additionally, we give data on the poorly studied parasitoid com-
munity associated with the galls of A. crispator in Spain and it is compared to published data from other
countries. From galls collected at two sites in Andalusia and two in Galicia, seven species from five
families of Chalcidoidea were reared.

Key words: Hymenoptera, Pteromalidae, Cynipidae, gall wasps, parasitoids, new species, Quercus
suber, Spain.

Mesopolobus delafuentei sp. nov.: especie nueva de pteromalido (Hymenoptera: Pteromalidae)
de Espaiia, con notas sobre otros parasitoides asociados con la avispa de las agallas del alcor-
noque Andricus crispator Tscheck (Hymenoptera: Cynipidae)

Resumen: Se describe una nueva especie de Mesopolobus Von Rosen del sur de Espafia: Mesopolo-
bus delafuentei sp. nov. Nieves-Aldrey & Askew (Hymenoptera: Pteromalidae). La nueva especie es
un parasitoide en agallas del cinipido Andricus crispator Tscheck (Hym., Cynipidae) en el alcornoque
(Quercus suber [Fagaceae]) y esta dedicada al Dr. Félix Rodriguez de la Fuente, pionero de la con-
servacion de la naturaleza en Espafa. Se discute la singularidad de la nueva especie dentro del género
Mesopolobus, explicando que se incluye en dicho género con ciertas dudas. Por otra parte, se aportan
por primera vez datos de la comunidad de Chalcidoidea parasitoides asociados a Andricus crispator en
Espafia y se comparan con los datos publicados de otros paises. De agallas colectadas en dos locali-
dades de Andalucia y dos de Galicia se aporta una lista de siete especies de calcidoideos de cinco
familias.

Palabras clave: Hymenoptera, Pteromalidae, Cynipidae, avispas de las agallas, parasitoides, especie
nueva, Quercus suber, Espaia.

Taxonomy / Taxonomia: Mesopolobus delafuentei Nieves-Aldrey & Askew sp. nov.

Introduction

In the frame of a large study assessing the environmental impact of the release of Torymus sinensis
Kamijo, 1982 (Hymenoptera: Torymidae) against the Asian chestnut gall wasp Dryocosmus kuriphilus
Yasumatsu, 1951 (Hymenoptera: Cynipidae), samples of the parasitoid communities associated with
native gall wasps were collected in areas where T. sinensis was released, mainly in Galicia and Anda-
lusia (Nieves-Aldrey & Gil-Tapetado, 2019). One of the native cynipid species sampled was Andricus
crispator Tscheck, 1871, a rare species only quite recently found in Spain (Nieves-Aldrey, 2001, 2009).
Andpricus crispator is sparsely recorded, with a predominantly circummediterranean distribution extend-
ing east to Jordan and Iran, but with some additional records from central Europe: Austria, Hungary,
and also the Netherlands. In most of its distribution area its host plant is Turkish oak (Quercus cerris
L.) (Fagaceae), with the exceptions of Iran, where it develops on Quercus castaneifolia C.A Von Meyer,
and in Spain and North Africa (Tunisia) where the host plant is cork oak (Quercus suber L.).
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Galls of 4. crispator (Figs 3E, 3F, 3G) are formed on both sides of the leaves and consist of
gregarious, oval, individual cells (about 2.5 mm diameter), covered with radiating hairs, and resulting
in noticeable deformation of the leaf. In Spain, the galls of A. crispator are peculiar because they always
develop on first shoots, or very young plants, of the cork oak, and so are found only close to the ground.
In this respect the galls are unique among those of all other gall wasps associated with Quercus suber.
As happens with other oak gall wasps, the situation occupied by the gall is an important factor in deter-
mining the composition of its parasitoid fauna (Askew, 1961), and galls developing in specialized situ-
ations may attract a relatively specific associated parasitoid fauna.

The parasitoid community associated with A. crispator is relatively poorly known, with just a
few records from the populations of A. crispator mainly in Hungary (Askew et al., 2013). However,
records of parasitoids from Spain, because of the relative rarity of A. crispator, are virtually absent. The
genus Mesopolobus is one of the largest genera of Pteromalidae: Pteromalinae with about 130 described
species world-wide, the great majority distributed in the Holarctic Region (Noyes, 2014). In the parasi-
toid community associated with oak gall wasps in the West Palaearctic, Mesopolobus is one of the major
components (Askew et al., 2013). Ten of the 12 species recorded from this region have also been re-
ported from the Iberian Peninsula (Nieves-Aldrey [1983], Garrido & Nieves-Aldrey [1990, 1999],
Goémez et al. [2006]).

The objective of this work is to contribute the first comprehensive data on the parasitoid com-
munity associated with galls of Andricus crispator in Spain, including the description of a new species
of pteromalid that is here described within the genus Mesopolobus. The species honours the memory of
Dr. Félix Rodriguez de la Fuente on the centenary of his birth. Dr Rodriguez de la Fuente is one of
the people who contributed most to the conservation of wildlife in Spain and he was a model for a whole
generation of biologists and naturalists in this country.

Material and Methods

Collecting and Rearing

Material was collected at sampling sites in two regions of Spain, both with a mixture of sweet chestnuts
(Castanea sativa Mill.) and cork oaks (Quercus suber): Valle del Genal (Malaga, Andalusia, southern
Spain), and Galicia (northwestern Spain). Galls were collected in both regions during several visits be-
tween April 2018 and February 2019. Galls of A. crispator were collected, stored in rearing cages
equipped with skylight extractors and maintained in indoor room conditions. They were checked daily
until emergence of adult insects had ceased.

Specimen Preparation

For observation under a scanning electron microscope (SEM), the specimens were dissected in 96%
ethanol, air dried, mounted on a stub and coated with gold. Micrographs were taken by a FEl QUANTA
200 microscope (high vacuum technique) for several standardized views. The forewings were mounted
on slides in Euparal and were later examined under a Wild MZ8 stereo microscope. Images of the adult
habitus and gall dissections were taken with a NIKON Coolpix 4500 digital camera attached to a Wild
MZS8 stereomicroscope. Measurements were performed with a calibrated micrometer scale attached to
an ocular of the light microscope. The terminology of morphological structures and abbreviations fol-
lows Graham (1969). Measurements and abbreviations used include the following: the post-ocellar dis-
tance (POL) is the distance between the inner margins of the posterior ocelli; the ocellar-ocular distance
(OOL) is the distance from the outer edge of a posterior ocellus to the inner margin of the compound
eye. Fn refers to a segment of funicle and Cn to a segment of the clava. Tn refers to the tergites of the
gaster.

Results

Mesopolobus delafuentei Nieves-Aldrey & Askew sp. nov.
Figs 1-3.

DESCRIPTION. Female (holotype) (Fig. 1A). Length 1.9 mm. Head and mesosoma green to green-blue,
distinctly blue dorsally; gaster dark green with bluish green tints laterally, T1 dorsally shining bluish
green except for a broad, purple-black posterior border, T2-T6 purplish black, T7 dark bluish green.
Antenna with scape and pedicel mostly pale yellow, the pedicel faintly brownish dorsally; flagellum
pale brown, the anelli and funicle segments ventrally yellowish. Eyes red. Mandibles and palps mostly
pale yellow, the mandibular teeth brown. Coxae coloured as thorax, legs otherwise pale yellow, meso-
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200 um \ 200 um

Fig. 1: Mesopolobus delafuentei sp. nov., A) female head, anterior view; B) head posterior view; C) fe-
male antenna; D) male antenna.

and metafemora basally and dorsally weakly brownish, pretarsi and most of fifth tarsal segments fus-
cous. Wings clear, fore wing with a faint fuscous streak descending from the stigma; venation pale
testaceous except contrastingly brown parastigma and stigmal vein. Tegula pale yellow.

Head 1.15x as broad as mesoscutum, in dorsal view 2.25x as broad as long; temple 0.25x as
long as eye; POL 1.8x OOL; interocular distance two-thirds of head breadth; occiput not margined.
Head in front view (Fig. 1A) 1.3x as broad as high, genae slightly buccate; eyes separated by 1.38x their
height; toruli with lower margins just above level of lower orbits but much further from lower margin
of anterior ocellus than from anterior margin of clypeus (19 : 11); malar space slightly greater than half
the height of an eye; oral fossa 1.7x malar space; malar sulcus faintly defined with a very small subor-
bital fovea; clypeus with reticulate sculpture and only a few weak and irregular striae laterally which
scarcely extend onto the face, anterior margin of clypeus very slightly produced without emargination.
Left mandible with 3 teeth, right with 4 teeth. Antenna (Fig. 1C) with scape reaching only to lower edge
of anterior ocellus, about 6x as long as broad, weakly curved; pedicel plus flagellum 0.8x as long as
width of head; pedicel in profile about twice as long as apical depth and about 0.85x as long as anelli
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Fig. 2: Mesopolobus delafuentei sp. nov. female. A) mesosoma dorsal view; B) propodeum; C) meso-
soma lateral view; D) metasoma dorsal view.

plus F1; flagellum fusiform comprised of 3 anelli, 5 funicle segments and 3 claval segments; first anellus
discoid about 4x as broad as long, third anellus about 2.5x as broad as long and about as broad as pedicel;
F1 subquadrate, broader than pedicel (17 : 12), F2 to F5 subequal in length but slightly broadening
progressively so that F5 is about 1.2x as broad as long; clava scarcely broader than F5, somewhat shorter
than combined length of F3 to F5 (43 : 48); C3 with a small ventral pad of micropilosity; placoid sensilla
in a single, even, transverse row on each funicle and claval segment, each reaching slightly beyond the
apex of its segment; setation on flagellum rather sparse and adpressed.

Mesosoma almost 1.7x as long as broad. Pronotum descending almost vertically to the neck,
collar narrower than mesoscutum, short, medially only about one-fifteenth of length of mesoscutum, its
anterior edge sharp and slightly raised in the middle, with strongly raised reticulate sculpture and a
transverse row of short setae but without a smooth and shiny strip along its posterior margin (Figs. 2A,
2C). Mesoscutum (Fig. 2A) 1.6x as broad as long, strongly and rather coarsely reticulate on disc with
rather smaller areoles laterally, with a few shallow, piliferous punctures and sparsely distributed, de-
cumbent, white setaec which are only slightly longer than diameter of the areoles excepting a pair of
longer setae subapically; scutellum about 1.1x as long as broad, reticulately sculptured much as
mesoscutum and axillae except for a short, median, wedge-shaped longitudinal band of smaller areoles
anteriorly and a frenum defined by larger areoles but without a frenal groove; dorsellum with coarse,
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Fig. 3. A-D: Mesopolobus delafuentei sp. nov. A) female habitus; B) male habitus; C) forewing female;
D) forewing male. E-G: fresh and old galls of Andricus crispator on Quercus suber. H-l: the type locality
(Malaga, Pujerra), mixed forest of cork oaks, algerian oaks and sweet chestnuts.

irregular reticulate sculpture. Propodeum (Fig. 2B) medially about one-quarter the length of the scutel-
lum, nucha short; median area 2.8x as broad as long with reticulate panels and almost straight median
carina, plicac developed only anteriorly; spiracle large and rounded, at least half as long as the median
carina and separated from metanotum by less than half of its diameter. Postspiracular sclerite reticulate.
Mesepisternum with upper triangular part almost smooth and ventral extension with very faint and
hardly raised sculpture (Fig. 2C). Metafemur rather swollen, about 3x as long as wide.

Fore wing lengths costal cell: marginal vein : stigmal vein: postmarginal vein as 100 : 43 : 39 :
43; costal cell bare on upper surface, lower surface with apical one-third setose and one complete setal
row extending almost to the base; basal fold with 2 or 3 setae only, basal cell bare; speculum large,
extending beyond middle of marginal vein and open below (Fig. 3C).
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Metasoma (Fig. 2D) obovate, as long as head plus mesosoma and almost as broad as mesoscu-
tum (14:15), 1.8x as long as broad; T1 occupying about one-sixth of gaster length, its posterior margin
straight; tip of hypopygium at about two-thirds gaster length; ovipositor sheath slightly projecting.

Male (Fig. 3B). Length 1.5 — 1.7 mm. Colouration much as female except body mostly green with
reduced blue tints, femora and tibiae almost entirely pale yellow, and the dark fascia behind the stigma
of the forewing is sometimes more strongly developed. Gaster without a pale subbasal band or spot (Fig.
3B). Antennal scape with upper three-quarters slightly swollen; pedicel plus flagellum relatively longer,
1.5x head breadth; pedicel about as long as first three flagellar segments; flagellum filiform (Fig. 1D),
composed of 2 transverse anelli, 6 funicle and 3 claval segments, F1 broader than pedicel and about as
long or slightly longer than broad, F2 slightly longer than broad, F3 - F6 1.4 to 1.6x as long as broad;
clava slightly longer than combined lengths of F5 and F6; sensilla on funicle and claval segments in a
single, sparse, transverse row with short setae standing out at about 35° to 40° Middle legs, wings (Fig.
3D) and maxillary palps all apparently without the secondary sexual characters seen in some other spe-
cies of Mesopolobus. Gaster fully twice as long as broad; petiole short, transverse and almost smooth.

VARIATION: The fuscous streak beneath the stigma (Figs 3C, 3D) on the fore wing of both sexes is
variable in expression and is sometimes faint.

TYPE MATERIAL: The female holotype and all other material seen (140 females, 78 males) are from a
single reared collecting event: SPAIN; Andalusia, Malaga, Pujerra, 36° 22°37.56"" N, 5°50°42.72 W,
691m. (Figs 3H, 31), ex galls Andricus crispator Tschek, 1871 (sexual generation) (Hymenoptera: Cyn-
ipidae) on Quercus suber L., collected 8.i1.2019 (J.L. Nieves-Aldrey). Holotype and 40 paratypes (20
females, 20 males) are deposited in MNCN (Madrid), 2 female and 3 male paratypes in Askew’s per-
sonal collection. Remaining material is in MNCN. 1 male, 2 females dissected for SEM observation and
mounted on stubs included in the type series.

ETYMOLOGY: The first author is honored to describe this species after Dr. Félix Rodriguez de la
Fuente, naturalist, excellent communicator and pioneer of conservation in Spain, a figure who knew
how to awaken in me, as in many other young Spaniards of the time, an early vocation for zoology, and
love and fascination for Nature.

DISCUSSION: Mesopolobus delafuentei has an unusual combination of characters. It runs quite readily
to Mesopolobus Westwood in Graham’s (1969) keys (both sexes) to genera of European Pteromalinae,
but not in the key of Boucek & Rasplus (1991), or that of Bouéek & Heydon (1997) to American pter-
omalid genera. The combination of possessing 3 anelli and 5 funicle segments in the female (but 2 and
6 in the male), low antennal insertion only just above lower eye level, 3 left and 4 right mandibular teeth
and the absence of distinct striate sculpture on clypeus and lower face are a suite of characters shared
by several species of Mesopolobus, but the absence of distinct reticulate sculpture on mesepisternum,
relatively short marginal vein scarcely longer than the stigmal vein and a fascia behind the stigma, entire
and weakly produced clypeal margin, and a very short propodeum with incomplete plicae, large rounded
spiracles and irregularly reticulate median area, are together distinctive. Notably the male lacks middle
leg ornamentation and a pale subbasal gastral fascia. Mesopolobus delafuentei cannot easily be assigned
to any described subgenus of Mesopolobus.

The female of M. delafuentei runs, in Graham’s (1969) key to females of Mesopolobus species,
only as far as couplet 15. Here it presents a combination of characters in the two alternatives, having a
mesoscutum that is 1.6x as broad as long and punctures (although these are very shallow) together with
a mesosoma 1.7 times as long as broad. In Graham’s (1969) key to males of Mesopolobus, the male M.
delafuentei runs out at M. incultus (Walker, 1834) which it resembles in having a relatively short mar-
ginal vein, clypeus and face not striate, and pale femora. The antenna of M. incultus, however, has only
five funicle segments with flagellar segment 3 anelliform, the propodeal spiracles of M. incultus are oval
and comparatively small, the venation of M. incultus is uniformly pale testaceous, the oral fossa of M.
incultus is narrower than that of M. delafuentei, and there are many other differences between the two
species.

Von Rosen studied European Mesopolobus species in detail (eg. Rosen, 1958), but there is no
indication in any of his papers that he had encountered M. delafitentei. We are forced to the conclusion
that M. delafuentei is a previously undescribed species. Its assignment to the genus Mesopolobus is done
with less confidence.

BIOLOGY: Known only as a parasitoid in galls of 4. crispator (sex. gen.) on Q. suber in which it most
probably had developed upon the gall inducer, although like other species of Mesopolobus associated
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with cynipid oak galls, it is probably polyphagous and able to develop as a primary parasitoid of the
host cynipid and also as a secondary parasitoid through other chalcidoid parasitoids (Askew, 1961). It
should be noted that all of our material came from a single sample of galls collected in February at
Pujerra (Malaga). No specimens emerged from a sample collected at the same site in May, or from other
sites in Andalusia, or in Galicia.

The chalcidoid community associated with galls of the
sexual generation of Andricus crispator in Spain

Details of five collections of sexual galls of Andricus crispator from Quercus suber at four localities in
Spain, two in the south (Pujerra and Algatocin, Malaga, Andalusia) and two in the north-west (Trelle
and Robledo da Lastra, Ourense, Galicia), are shown in Table I, including numbers of emergent host
cynipids and associated Chalcidoidea.

Table I. Collections of sexual galls of Andricus crispator
from Quercus suber at four localities in Spain

Collection No. 1 2 3 4 5

Site Pujerra Pujerra Algatocin Trelle Robledo da Lastra
Date of collection 10.v.2018  8.ii.2019  10.iv.2017  12.vi.2018 13.vi.2018
Number of galls 28 60 4 19 4
Emergences:

CYNIPIDAE

Andricus crispator 13194748 - 19 - 33
PTEROMALIDAE

Mesopolobus dubius -
M. mediterraneus 19
M. delafuentei sp. nov. -
TORYMIDAE

Liodontomerus sp. - 14 - - -
ORMYRIDAE

Ormyrus pomaceus - 14 - - -
EUPELMIDAE

Eupelmus (Macroneura) vesicularis aggregate - 33 - - -
EULOPHIDAE

Aulogymnus arsames -
A. balani 29
Pediobius rotundatus 159 - - - -

- - 62 338 14

1419783 -

21964 _ - -

None of our gall collections is large and two are very small, but four of the collections together
produced chalcidoid parasitoids belonging to five families. The largest sample, 60 galls, collected in
February at Pujerra yielded the most chalcid individuals and species, including 219 Mesopolobus dela-
fuentei together with 27 Aulogymnus arsames (Walker, 1833), 3 Eupelmus (Macroneura) vesicularis
aggregate (Retzius, 1783) and singletons of a Liodontomerus species and Ormyrus pomaceus (Geoffroy,
1785). This is the only collection in which any of these species was found. From the other Pujerra sam-
ple, collected in May, 178 gall wasps emerged plus 15 Pediobius rotundatus (Fonscolombe, 1832), two
Aulogymnus balani Pujade-Villar, 1991 and a single Mesopolobus mediterraneus (Mayr, 1903). From
the limited data available, it would seem that sexual generation galls of A. crispator are especially liable
to support species of Mesopolobus.

Previous to the present study, data on the parasitoid inhabitants of A. crispator galls were almost
exclusively from collections made in Austria and Hungary from Q. cerris L. (Askew et al., 2013). Com-
paring the eastern European data to that from Spain (Table ), but excluding M. delafuentei, A. arsames
contributes 63% of 440 chalcidoids reared in eastern Europe and 43.5% of 62 chalcidoids in Spain, and
all Aulogymnus (five species) comprise 78% of the chalcidoids in eastern Europe whilst two species
contribute 47% in Spain. Similarly, four species of Mesopolobus make up 17% of all chalcidoids in
eastern Europe and, without M. delafuentei, two species comprise 21% in Spain. Pediobius rotundatus
has a Mediterranean — Middle Eastern range and is common in the Iberian Peninsula as a parasitoid,
especially in galls of Plagiotrochus Mayr, 1881; it is not known from Austria or Hungary.
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Abstract

Dryocosmus kuriphilus (Hymenoptera: Cynipidae) was first detected in Galicia (NW
Spain) in 2014. The wasp then began to spread by stratified dispersal, with the local
abundance increasing thereafter. In this study, we analysed location data on wasp-
attacked trees, with the following aims: (i) to determine the relative importance of
short distance dispersal (SDD) and long-distance dispersal (LDD) on the geographi-
cal expansion of the wasp; and (ii) to assess whether the spatial clusters of areas
with high and low numbers of attacked trees correspond to areas with different in-
festation levels and thus whether these areas can be considered suitable proxies
for pest abundance. A Random Forest algorithm was used to identify the factors
that best discriminate hotspot and coldspot areas. Distance matrix analysis was used
considering a conservative expansion rate of the population front of 14 km/year as
the threshold for distinguishing SDD and LDD events. Gradients of attacked tree
abundance were delineated using the Getis-Ord Gi* statistic. Although LDD events
represented a small proportion of the locally dispersing offspring, they determined
the rate of spread across the landscape. The infestation level differed significantly
between hotspot and coldspot areas, which were therefore used as proxies for D.
kuriphilus population abundance. Factors that were favourable or unfavourable in
relation to population abundance were mainly associated with maximum tempera-
tures in the summer months. Metrics of composition and configuration of host plant
habitat proved less important than the time since invasion and the effect was partly

masked by tree diversity at community scale.

KEYWORDS
Asian chestnut gall wasp, biological invasions, chestnut trees, Galicia, pest species, stratified

dispersal

after accidental introduction. This species constitutes an economic

pest that affects several species of the genus Castanea worldwide

The Asian chestnut gall wasp Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu,
1951, (Hymenoptera: Cynipidae) is native to China, but occurs as
an exotic species in chestnut forests and orchards in Japan, North
America and Europe (EPPO, 2005), where it became established

(Brussino et al., 2002; EFSA, 2010; EPPO, 2005).
The adult wasps are active fliers, but mainly rely on the wind
for long-distance dispersal (Rieske, 2007). Local dispersal results

in continuous spread along an invasion front. Using a model-based
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ANALISIS DE RIESGOS

El sistema de evaluacion empleado es un andlisis de riesgos adaptado del sistema
empleado en otros paises europeos (Irlanda y Reino Unido) y se basa en los estudios de
diferentes especialistas: Hiebert y Stubbendieck (1993), Panetta (1993), Tucker y
Richardson (1995), Reichard y Hamilton (1997), Pheloung et al. (1999), Daehler y Carino
(2000), FAO (2003), Daehler et al. (2004), Weber y Gut (2004) y DEFRA (1995).

Metodologia detallada

Escenario - Evaluacion

El andlisis se basa en una evaluacion que responde a diez preguntas disefiadas para
determinar el nivel de riesgo y asigna a la especie una categoria (riesgo alto, medio o bajo)
segun las puntuaciones obtenidas. Las puntuaciones se justifican y argumentan con un
comentario o referencia a las evidencias cientificas y técnicas publicadas. Se consideran
valores de bajo riesgo entre 0-12 puntos, riesgo medio entre 13-19 y alto riesgo los valores
superiores a 19.

Las especies de riesgo alto se consideran susceptibles de competir con las especies
silvestres autdctonas, alterar su pureza genética o los equilibrios ecolégicos para la fauna
espafiola y deberan ser sometidas a la evaluacion detallada y el ranking en la Etapa 2.

Las especies de “riesgo medio”, en aplicacion del principio de precaucion, se asimilan a las
consideradas de “riesgo alto”. Para maximizar el principio de precaucidon, ademas, se ha
modificado el sistema de puntuacion original desarrollado por Irlanda y Reino Unido y se ha
asignado la mayor puntuacién a las situaciones en la que se produzca una incertidumbre o
un desconocimiento por falta de estudios cientifico-técnicos.

280



EVALUACION PARA LA ESPECIE Dryocosmus kuriphilus

1. DESCRIPCION DE LA ESPECIE Y SUS REQUERIMIENTOS

a. Taxonomia:

Phylum: Arthropoda; Clase: Insecta; Orden: Hymenoptera; Familia: Cynipidae; Tribu:
Cynipini; Género Dryocosmus Giraud, 1859; Especie: Dryocosmus Kkuriphilus
Yasumatsu, 1951

Sindnimos: Ninguno. El nombre comun en castellano es avispilla del castafio.

b. Descripcion:

Dryocosmus kuriphilus, la avispilla del castafio, es una especie gallicola
(Hymenoptera: Cynipidae), conocidas principalmente por la induccion de agallas.
Las agallas (zoocecidias) se pueden definir como unas estructuras vegetales en
plantas que resultan de la modificacion de un 6rgano normal de una planta (como
una hoja, un fruto, una rama, etc.) por la accion de una especie animal, para su
proteccion, alimentacion y alojamiento en su estadio larval y pupal, siendo ademas
un fenotipo extendido de esta (Rohfritsch & Shorthouse, 1982; Nieves-Aldrey, 2001).
La especie D. kuriphilus es una especie autéctona del centro y este de China,
induciendo agallas en diferentes especies de castafios. En el medio natural, D.
kuriphilus induce la formacién de estas estructuras sobre la mayoria de las especies
del género Castanea: en su area de distribucion nativa induce agallas en las
especies Castanea mollisima, C. henryi y C. seguinii; en los territorios invadidos, D.
kuriphilus induce agallas en C. crenata en Japoén, en C. dentata en Norteamérica y
en C. sativa en Europa, asi como en la mayoria de los hibridos entre este y C.
mollissima y C. crenata (CABI, 2019).

La avispilla del castafio solo se reproduce por partenogénesis telitoca (Yasumatsu,
1951; Jin et al., 1995), presentando solo hembras, que tienen descendencia directa
semiclonica, sin intermediacion de machos ni recombinacion genética con otro
individuo, poseyendo una variabilidad genética baja o nula (Bonal et al., 2018).

La descripcion morfolégica de esta especie en cada uno de sus estadios es la
siguiente (modificado de CABI, 2019 y de Yasumatsu, 1951):

Huevos: son depositados por las hembras en las yemas de los castafios entre junio
y septiembre, dependiendo de la latitud o de la temperatura anual. Los huevos son
ovales, de color blanco lechoso, de 0,1-0,2 mm de largo.

Larva: Mide 2,5 mm de largo cuando esta completamente desarrollada, es de color
blanco lechoso, sin ojos y apoda.

Pupa: Mide 2,5 mm de largo, al igual que la larva. El color varia de blanco a marrén
OScuro y a negro, segun la maduracion del individuo de larva a adulto.

Adulto: La hembra adulta de D. kuriphilus tiene una longitud promedio de 2.5-3 mm,
con la coloracion del cuerpo negra; patas, escapo y pedicelos de antenas, apice de
clipeo y mandibulas de color marron amarillento; la cabeza esta finamente esculpida;
scutum, mesopleuron y gaster estan altamente pulidos, lisos; propodeo con tres
carinas longitudinales distintas; propodeo, pronoto fuertemente esculpido; scutum
con dos surcos (notaulos) bien marcados y completos, que convergen en la parte
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posterior del mesoescudo; celda radial de ala anterior abierta; antenas de 14
segmentos, con segmentos apicales no expandidos en una maza.

La hembra adulta tiene semejanza con la avispa de las agallas de roble turco,
Dryocosmus cerriphilus Giraud, 1859, ambas del mismo género, conocida por inducir
agallas en Quercus cerris, arbol introducido y poco abundante en la Peninsula
Ibérica. La especie D. cerriphilus tiene el vértex de la cabeza con grandes marcas
de color rojo amarillento, las antenas poseeen 15 segmentos, el propodeo sin la
carina longitudinal media, mientras que en D. kuriphilus el vértex de la cabeza es
negro, las antenas segmentadas en 14 artejos y el propodeo con la carina
longitudinal mediana distinta. La especie D. cerriphilus no esta presente en la
Peninsula Ibérica, siendo las especies europeas mas parecida morfologica y
filogenéticamente a D. kuriphilus las del género Plagiotrochus Mayr, 1881. Ambos
géneros, Dryocosmus y Plagiotrochus, se diferencian porque el primero posee un
mesoescudo y mesopleuras lisas e induce agallas en Q. cerris 0 en especies del
género Castanea, mientras que el segundo posee un mesoescudo y mesopleuras,
al menos en parte, con escultura coridcea, alutacea o transversalmente estriada e
induce agallas en especies perennifolias de Quercus: Q. suber, Q. ilex y Q. coccifera.

Las agallas inducidas por D. kuriphilus son estructuras en forma de elipsoide
irregular, sin defensas externas como otras agallas de cinipidos; de apariencia
blanda y nada lignificada durante el desarrollo del individuo inductor; uniloculares o
multiloculares, que pueden alojar desde uno a multiples individuos en su interior; de
5-20 mm de didmetro; de color verde o rojo, segun la incidencia solar; conteniendo
a menudo porciones de hojas, tallos y estipulas en desarrollo. Se desarrollan
mayoritariamente en ramillos jovenes, en estipulas de las hojas o en el nervio central
de las hojas. Este hecho implica que los tres tipos de agallas méas habituales son de
brote, de hoja y de estipula. En ocasiones se pueden observar también agallas en
los amentos y en la flor femenina, o en yemas durmientes. Después de la emergencia
del adulto, la agalla se seca y se lignifica, pudiendo permanecer unida al arbol
(habitualmente en agallas de brote) o caer con las hojas en otofio (habitualmente en
las agallas de hoja y de estipula).

C. Estado de conservacién y usos:
Ninguno en general.

d. Ecoetologia (comportamiento, alimentacion y reproduccion):

Ciclo de vida

Esta especie, al poseer una biologia gallicola, tiene un ciclo de vida muy intimamente
ligado a su hospedador, el castafio. El ciclo de una generacion de D. kuriphilus
comienza cuando una hembra partenogenética deposita un huevo en el interior de
la yema del castafio en verano. El huevo eclosiona y la larva emerge de este, a la
vez que se empieza a producir las primeras respuestas de la cecidogénesis
(formacion de la agalla), pasando el invierno en el interior de la agalla. La agalla
empieza a crecer y a ser conspicua a mediados de primavera, durante la brotacién
y la formacion de las hojas del castafio. A la vez, las estructuras en la que se ubica
la agalla de D. kuriphilus (brote, hoja o estipula) se acortan y se modifican, ademas
de formarse en el interior el tejido nutritivo del que se alimenta la larva. La larva
continda creciendo hasta pupar a finales de primavera o principios del verano,
emergiendo la hembra adulta en verano, ovipositando en una yema de castafio y

3

282



dando lugar a la siguiente generacién. La fenologia de la avispilla del castafio ha
sido detalladamente estudiada en Espafia para las condiciones climaticas de la
Comunidad Autbnoma de Galicia (Lombardero & Cabaleiro, 2015; Pérez-Otero et al.,
2017) y de Andalucia (Wong et al., 2018).

Reproduccién

La especie D. kuriphilus posee un tipo de reproduccion partenogenética telitoca, es
decir, que la hembra de la especie puede producir descendencia semiclonica sin la
copula con un macho, dando siempre nuevas hembras. Este tipo de reproduccion
unisexual permite la formacion de una descendencia con una baja variabilidad
genética (Bonal et al., 2018), pero es altamente eficaz si las condiciones ambientales
No suponen un riesgo para su asentamiento y desarrollo. Ademas, permite a D.
kuriphilus la puesta de huevos fértiles casi inmediatamente tras su emergencia de la
agalla. Este hecho, unido al gran nimero de huevos que puede tener una sola
hembra (de mas de 70 de media, datos propios) convierten a esta especie en un
r-estratega muy eficaz (Pianka, 1970). Asimismo, al no existir enemigos naturales
que ejerzan un control efectivo de sus poblaciones en las areas de introduccion, se
produce el fenémeno de plaga.

Alimentacién

Al poseer una biologia gallicola y estar intimamente relacionada con su especie
hospedadora, en la mayor parte de su ciclo de vida su unico alimento es el castafio.
Al igual que otros cinipidos, D. kuriphilus es condiderado como un herbivoro
especializado endofitico y masticador. No causa un dafio directo por alimentacion a
las estructuras normales del arbol, al no actuar como un defoliador, minador,
barrenador, chupador ni picador, sino que al igual que el resto de especies de la
Familia Cynipidae se alimenta del tejido nutritivo que se produce por la propia
induccion de la agalla (Nieves-Aldrey, 2001; Stone et al., 2002).

Se desconoce cudl es el papel de la alimentacion en el estado adulto y cuanto
supone en la superviviencia del individuo. En general, los himenopteros adultos
suelen alimentarse de néctar en las flores, lo que podria ser el caso también para los
adultos de D. kuriphilus.

Mortalidad

La mortalidad de D. kuriphilus esta principalmente asociada a sus principales
enemigos naturales, los parasitoides (ver apartado Depredacién). Esta fauna,
representada por avispas de la Superfamilia Chalcidoidea ovipositan dentro de las
agallas, devorando las larvas de los parasitoides a las larvas de D. kuriphilus (Askew
& Shaw, 1986; Stone et al., 2002). En los paises que ha invadido esta especie no
posee sus enemigos naturales especificos. Sin embargo, si posee una comunidad
de parasitoides nativos provenientes de las especies autoctonas de cinipidos
asociados a quercineas (Aebi et al., 2006, 2007; Quacchia et al., 2013; Jara-Chiquito
et al., 2016). La mayoria de estas especies nativas tienen biologia generalista
(Askew et al., 2013; Noyes, 2019), por lo que han formado una nueva comunidad
bioldgica en los castafios, al encontrar en las agallas de D. kuriphilus un recurso sin
explotar.

Se han documentado casos de mortalidad de D. kuriphilus producidos por hongos
patégenos en el interior de las agallas (Graziosi & Rieske, 2015; Magro et al., 2010)
También existen casos documentados en que las heladas pueden llegar a producir
un efecto de mortalidad en los primeros estadios de formacion de la agalla al producir
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una necrosis del tejido, que conlleva una reduccion en la viabilidad de la larva de D.
kuriphilus (Gil-Tapetado et al., 2018)

Comportamiento

El comportamiento de D. kuriphilus destaca por su biologia gallicola. La induccion de
agallas por los cinipidos es un proceso complejo dentro del mundo animal (Nieves-
Aldrey, 2001; Stone et al., 2002) y resulta llamativo, ya que ademas de presentar
una biologia intermedia entre el parasitismo y la herbivoria especializada, representa
un fenotipo extendido de la propia especie (Dawkins, 1982). La induccién de agallas
es un proceso obligatorio de todo cinipido, que lo limita y relaciona intimamente con
su planta hospedadora. Asi, la especie D. kuriphilus solo puede inducir agallas en
arboles del género Castanea.

Dispersion

La dispersion natural anual de D. kuriphilus se ha estimado en 6,6 km de media, y
esté ligada a la presencia de castafios (Gilioli et al., 2013). Los modelos de dispersion
basados en este radio anual de dispersion natural en Espafia, sin tener en cuenta
posibles variables que frenen su avance, mostraron ya la rapidez de su potencial
expansion por todo el territorio (Gil-Tapetado et al., 2018). Aun asi esta dispersion
potencial fue superada en algunas regiones de Espafia. Ello fue debido a que el
mayor vector de su dispersion por el territorio ha sido la movilizacion accidental de
plantas para repoblacion o puas para injerto. Esta dispersion influenciada por el
hombre es la responsable de la actual distribucion disjunta de D. kuriphilus por las
diferentes zonas con presencia de bosques y plantaciones del género Castanea en
Espaia (Gil-Tapetado et al., 2018).

Depredacion

El factor fundamental para tener en cuenta en la dinamica de las poblaciones de D.
kuriphilus es el parasitismo por parte de especies de parasitoides nativos (Askew &
Shaw, 1986; Stone et al.,, 2002). Las agallas de D. kuriphilus se encuentran en
castafios que, en algunos casos, forman bosques mixtos con quercineas y, en otros,
se encuentran muy proximos a masas o pies mas o menos aislados de quercineas.
Estas quercineas albergan, de forma natural, a cinipidos nativos que son parasitados
por parasitoides también nativos.

Tras la invasion de D. kuriphilus, las especies de parasitoides nativos, sobre todo las
de biologia generalista (Askew et al., 2013; Noyes, 2019), han encontrado en las
agallas de D. kuriphilus un nuevo recurso sin explotar, parasitando las larvas de su
interior. La cercania entre los pies y/o las masas de castafios y de quercineas ha
facilitado que el reclutamiento de estos antagonistas haya sido rapido. Asi, casi en
el mismo afio de su introduccion, D. kuriphilus ya puede tener parasitoides nativos
asociados (Lombardero & Cabaleiro, 2015; Pérez-Otero et al., 2017; Gavira et al.,
2018). Se trata de un caso raro en la naturaleza, ya que suelen hacer falta varios
afios para que la fauna nativa vaya siendo reclutada por la especie invasora
(Grabenweger et al., 2010).

Otro factor que estaria facilitando el reclutamiento de parasitoides nativos por D.
kuriphilus es la aparente falta de defensas de su agalla frente a la parasitacion.
Mientras que agallas de otras especies de cinipidos presentan estructuras
defensivas externas (espinas, sustancias pegajosas, pilosidad, rugosidad, etc.) e
internas (amplitud y vacio entre el exterior y la camara larvaria, lignificacion, etc.), la
agalla de D. kuriphilus solo presenta como mecanismo de defensa camaras vacias
y con una frecuencia baja o variable. La falta de defensas de la agalla de D. kuriphilus
le podria convertir en un hospedador objetivo “facilmente parasitable”, que explicaria,
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en parte, el rapido reclutamiento de parasitoides nativos, formando la nueva
comunidad biolégica. Sin embargo, actualmente las poblaciones de parasitoides
nativos asociados a D. kuriphilus no son suficientemente abundantes ni efectivas
para regular las poblaciones de esta especie invasora (Quacchia et al., 2013).

Dado que otras alternativas de control (quimico, trampas croméaticas, etc) no son
eficaces o presentan limitaciones ambientales, se esta empleando en diferentes
lugares del mundo (asi como en Espafia) a la especie Torymus sinensis Kamijo 1982
para su control biolégico. Este parasitoide, también procedente de China, presenta
una buena sincronizacion con el ciclo vital de D. kuriphilus, parasitando sus agallas
en un estadio de formacion temprano, resultando mas eficaz que los parasitoides
nativos segun la bibliografia (Moriya et al., 1989; Quacchia et al., 2008; Borowiec et
al., 2014). Sin embargo, en Espafia, actualmente T. sinensis no esta siendo eficaz
en el control (Nieves-Aldrey et al., 2019), posiblemente debido a su reciente
introduccién. El uso de esta especie introducida como control biolégico también
puede traer consigo otra problematica en el ambito de la conservacién, como el
desplazamiento de parasitoides nativos o el parasitismo de agallas nativas no
objetivo. Actualmente los autores han demostrado que la hibridacion con especies
nativas cercanas, como Torymus notatus (Walker, 1833), la especie mas cercana
filogenéticamente (Pogolotti et al., 2018) es poco probable, debido a los tiempos de
divergencia entre especies (Gavira et al., 2018; Gil-Tapetado et al., no publicado).
Aungue segun la bibliografia el papel de los parasitoides nativos en el control no es
muy relevante, los autores de esta evaluacién han encontrado especies asociadas y
reclutadas por D. kuriphilus que cumplen el mismo rol en la comunidad que T.
sinensis (Gil-Tapetado et al., no publicado). Estas especies poseen el mismo ciclo
vital que T. sinensis y parasitan un grupo reducido de especies gallicolas, pudiendo
considerarse como parasitoides especialistas. Entre ellas destaca T. notatus, la
especie mas cercana filogenéticamente, muy parecida morfolégicamente y con un
ciclo de vida similar, parasitando también a D. kuriphilus en un desarrollo temprano
de la agalla.

e. Seleccion de hébitat:

La avispilla del castafio, como todo cinipido, tiene su habitat ligado a su planta
hospedadora, en el caso de D. kuriphilus, a arboles del género Castanea. Aunque
se han documentado la existencia de clones hibridos interespecificos y de
variedades resistentes (Shimura, 1972; Dini et al., 2012; Sartor et al., 2015; Miguez
Soto et al., 2018), en estos clones y variedades resistentes la hembra llega a
ovipositar en el interior de las yemas, indicando una seleccion generalista y
r-estratega del hospedador (Dini et al., 2012).

Un factor para tener en cuenta acerca de la eleccion del habitat es que D. kuriphilus,
al ser dispersada por el hombre a través del transporte de yemas infestadas, los
individuos no han seleccionado de manera natural el punto de presencia en el que
se encuentran. Segun la idoneidad del territorio en la que se encuentra esta especie
en Espafa (Gil-Tapetado et al., 2018), existen zonas subdptimas de presencia de D.
kuriphilus, que posiblemente con una dispersion y seleccion de habitat natural, sin
interferencia antropica de movimiento de castafos, podrian no haber sido escogidas.

f. Distribucion natural e introducciones:

La distribucién natural de D. kuriphilus es China, concretamente los bosques de
Castanea mollisima, C. seguinii y C. henryi del centro y este de este pais (CABI,
2019). Las introducciones de D. kuriphilus han sido secuenciales desde 1950 hasta
la actualidad, distribuyéndose de forma disjunta por diferentes zonas del Holartico
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con presencia de Castanea (CABI, 2019). La introduccion de D. kuriphilus por todo
el mundo ha sido la siguiente: la primera cita de D. kuriphilus en una zona aléctona
fuera de China fue en el afio 1941 en Japén (Oho & Umeya, 1975). M&s de veinte
afos después, se citaria en 1963, en Corea (Cho & Lee, 1963) y posteriormente en
1974, se cito en Estados Unidos de América (Payne et al., 1976) y en Nepal en 1999
(Abe et al., 2007). En el siglo XXI, D. kuriphilus llegaria al Paleéartico occidental,
siendo lItalia el primer pais europeo afectado en 2002 (Brussino et al., 2002). Pocos
afios mas tarde, se detectaria en Francia (Quacchia et al., 2008) y Eslovenia en 2005
(Jaksa, 2006), en Suiza (Forster et al., 2009) y Hungria en 2009 (Cso6ka et al., 2009),
Croacia (EPPO, 2011) y Holanda en 2010 (NPPO, 2010), y en Eslovaquia (Pastor et
al., 2017), Republica Checa y Alemania en 2012 (EPPO, 2014). También ha sido
detectada posteriormente en Portugal (Bento, 2014), Grecia (Michaelakis et al.,
2016), Turquia (EPPO, 2014), Bosnia-Herzegovina (Delalic, 2016) y Gran Bretafia
(Malumphy, 2015).

En el afio 2012 se detecto por primera vez D. kuriphilus en Espafia, en concreto en
Catalufia, aunque la deteccion de agallas secas indica que se encontraba presente
antes de este afo (Pujade-Villar et al., 2013). Posteriormente, D. kuriphilus se
extendio por diversas Comunidades Autonomas, declardndose su presencia en el
aflo 2013 en Cantabria; en 2014 en Galicia (Pérez-Otero & Mansilla, 2014),
Andalucia (Wong et al., 2018) y Asturias; y en 2015-17 en Navarra, Pais Vasco (BV,
2019), Leon, Zamora y Burgos (Gil-Tapetado et al.,, 2018). En el afio 2016 se
detectaron dos focos de D. kuriphilus en la ciudad de Madrid, en sus dos Reales
Jardines Botanicos, en el Real Jardin Botanico de Madrid y en el Real Jardin
Botanico Alfonso XllI (Gil-Tapetado & Nieves-Aldrey, 2018). En el afio 2019 se han
encontrado focos de presencia de D. kuriphilus en el Sistema Central, en Avila,
Extremadura y en localidades del suroeste de la Comunidad de Madrid cercanas a
Extremadura.

2. PROBABILIDAD DE ENTRADA, ESTABLECIMIENTO Y DIFUSION

a. Historial de comportamiento invasor:
¢ Existe historial de comportamiento invasor de la especie?

Si, esta especie se ha introducido previamente en Japén (Oho & Umeya, 1975),
Norteamérica (Payne et al., 1976) y otros paises europeos como Italia (Brussino et
al., 2002), Francia (EPPO, 2007), Portugal (Bento, 2014), entre otros,
comportandose como una especie invasora en todos ellos, siendo su nivel de
infestacion muy elevado. Los perjuicios econdmicos derivados de la pérdida de
produccion de castafia se han cifrado en un 80% en otros paises (Payne et al.,
1983; EFSA, 2010). Ademas, causa malformaciones y acortamientos en las ramas
de los castafios al inducir agallas en las yemas terminales (Gehring et al., 2018).
Estas malformaciones de ramas, unidas al aborto de las estructuras normales
como las hojas o el acortamiento de estas, hacen que la arquitectura normal de
copa tupida tipica de lo castafios se vea afectada (Gehring et al., 2018), pudiendo
llegar a producir dafios a largo plazo a los suelos, asi como un dafio paisajistico
que puede ser irreversible en un bosque considerado en la Directiva 92/43/CEE.
También se han documentado casos de que D. kuriphilus puede causar la muerte
del castaio hospedador (Moriya et al., 2003).
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No -0
Si o incierto - 2x

b. Similitud climatica entre las areas nativas (origen) y Espafia:

*Se sugiere utilizar Climatch 2017, p.e.

¢Esta presente la especie en unaregion con condiciones climéticas similares
a las presentes en el territorio espafiol?

Esta especie es nativa del centro y del este de China, encontrandose su habitat
natural en una zona climatica a priori diferente. Aplicando Climatch 2017, el valor
resultante de similitud climatica entre esta area de China y la Peninsula Ibérica es
de 2. Sin embargo, en el trabajo de Gil-Tapetado et al. (2018), se demuestra que
las condiciones climaticas no afectan tanto a la distribucion de D. kuriphilus como
la presencia de su planta hospedadora, el castafio. En dicho trabajo se encuentran
diferencias en la idoneidad del territorio, pero existe presencia de D. kuriphilus adn
en las zonas de baja idoneidad, indicando su alta plasticidad y unos requisitos
ecoldgicos bajos. Por lo tanto, pese al resultado de Climatch, que resultaria en una
puntuacién de 0 en este apartado, los autores de este informe elevamos la
puntuacion de esta categoria a 2 para hacer énfasis en el hecho de que las
condiciones climaticas no influyen directamente en el asentamiento de esta especie
y en su problematica asociada.

Mayor puntuacion en el rango de 0-3 - 0
Mayor puntuacion en el rango de 4-7 - 2x
Mayor puntuacion en el rango de 8-10 - 3

c. Vias de entrada y propagacion:

.Existen vias de entrada intencional?

No, la entrada y dispersion de esta especie invasora no posee vias de entrada
intencional. La primera deteccién en Espafia (afio 2012) (Pujade-Villar et al., 2013),
asi como en los diferentes focos a lo largo de la geografia ibérica fue debida a
entradas de forma accidental. Estas entradas fueron causadas por el movimiento
de plantones de castafio para su plantacion y de puas para injertos desde otros
paises o desde otras regiones de Espafia donde la especie se fue introduciendo
(Gil-Tapetado et al, 2018). Estos movimientos fueron producidos no
intencionadamente tanto por particulares como por viveros.

No — 0x;
Si o incierto- 2

¢Existen vias de entrada no intencional?

Si, la entrada y dispersion de esta especie ha sido indirecta, no intencional,
causada por el movimiento de material forestal de reproducciéon (plantones de
castafo para plantaciones y puas para injertos) desde diferentes lugares del mundo
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hacia Espafa. Esta entrada ha sido producida de forma no intencionada tanto por
particulares como por viveros. Dentro del territorio nacional, la distribucion actual
de esta especie es disjunta, producida por el movimiento de plantones y puas
dentro del pais (Gil-Tapetado et al., 2018), siendo también no intencional. Pese a
gue ya existia informacién sobre esta plaga en otros paises, los huevos y larvas en
el interior de las yemas, al no ser visibles a simple vista y ser aquellas
asintométicas, posiblemente pasaron inadvertidos en las importaciones. Este
hecho es especialmente notorio en los primeros afios de asentamiento de D.
kuriphilus, con ausencia de agallas secas de otros afios en el arbol infestado que
confiere la apariencia de arbol libre de la plaga.

No — O;
Si o incierto - 2x

3. DISTRIBUCION POTENCIAL, DISPERSION E IMPACTOS

a. Distribucién potencial en Espafia en caso de escape o liberacion:

¢Son los habitats espafioles adecuados para permitir el establecimiento de la
especie?

Si, el trabajo de Gil-Tapetado et al. (2018), sobre distribucion potencial y dispersion
indica que los habitats espafioles con presencia de castafios son adecuados para
esta especie. En este trabajo, ademas, se indica que existen varias zonas con baja
idoneidad de D. kuriphilus, pero a pesar de ello se encuentra presente, indicando
una alta plasticidad y bajos requisitos ambientales. Se concluye, por tanto, que la
presencia de castafio es el factor mas importante en el establecimiento de esta
especie invasora. Trabajos no publicados por los autores de este informe indican
gue existen diferencias en el tamafo de las agallas y en la cantidad de huevos de
esta especie invasora en diferentes zonas de asentamiento, sugieriendo que existen
diferencias en la idoneidad del territorio para esta especie. Sin embargo, aunque
existan estas diferencias, no son suficientes como para comprometer la viabilidad de
esta especie en ningun area, segun los datos actuales. Por lo tanto, cualquier habitat
con presencia de castafio es susceptible de ser colonizado por D. kuriphilus.

No - 0;
Si o incierto - 2x

b. Posibles impactos ecoldgicos:

Si se estableciese la especie, ¢podria afectar de forma negativa alos objetivos
de conservacion de unaregion?

Los castafiares, como formacién forestal estan incluidos en el anejo | de la Directiva
92/43/CEE, relativa a la conservacion de los habitats naturales y la flora y fauna
silvestres (tipo de habitat 9260 “Bosques de Castanea sativa”) y, por tanto, en el
anejo | de la Ley 42/2007, de 13 de diciembre, del Patrimonio natural y de la
biodiversidad. Esta relevancia juridica es consecuencia de su importancia ecoldgica.
Si bien los casos de muerte directa del arbol son raros (Moriya et al., 2003 las agallas
de D. kuriphilus podrian facilitar la entrada de plagas secundarias o agravar los
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efectos de otros organismos patdégenos como el chancro (Chryphonectria parasitica)
o la tinta (Phytophthora cinnamomi) (Magro et al., 2010; Turchetti et al., 2010; Meyer
et al., 2015). Ademas, las agallas producen un dafio en la arquitectura de ramas del
castafio, al causar malformaciones y acortamientos en las mismas, especialmente
en las ramas terminales (Gehring et al., 2018) asi como el acortamiento o aborto de
las hojas.

Junto con la problematica asociada la plaga de D. kuriphilus, su presencia ha
inducido la formaciéon de una nueva comunidad biologica (Aebi et al., 2006). Al no
existir anteriormente ningun cinipido que indujera agallas en los castafios, la
presencia de un nuevo recurso sin explotar ha causado un reclutamiento de
parasitoides nativos. Ello ha producido una nueva comunidad bioloégica que supone
un cambio y perturbacion ecoldgica con efectos no evaluados hasta la fecha.

No - O;
Si o incierto - 2x;

c. Posibles impactos econémicos:

¢Ha producido la especie pérdidas econdmicas directas o indirectas en su
area de distribucion natural o donde se ha convertido como invasora?

Si, ha producido pérdidas econémicas directas. Las agallas inducidas por esta
especie en el castafio causan pérdidas notables e importantes en la produccion de
su fruto, la castafia (Payne et al., 1983; EFSA, 2010), asi como debilitamiento del
arbol (Kato & Hijii, 1997; Moriya et al., 2003), malformaciones de las ramas y del
tronco (aspecto importante en masas dedicadas a la produccién de madera)
(Gehring et al., 2018), incremento del riesgo de contraer otras plagas y
enfermedades y de sus efectos sinérgicos (Magro et al., 2010; Turchetti et al.,
2010). En Estados Unidos de América e Italia se estiman pérdidas en la produccion
de castafa de hasta el 80% (Dixon et al., 1986; Payne et al., 1983; EFSA, 2010),
aunqgue para territorio espafiol no existen datos especificos.

Sin impacto econémico - 0

Impacto econémico bajo - 1

Impacto econdmico moderado - 2

Impacto econdmico alto o desconocido - 3x

d. Posibles impactos sobre la salud y sanitarios:

¢Es la especie venenosa o supone algun otro riesgo para la salud humana,
y/o para la sanidad animal o vegetal debido a sus parasitos o patdbgenos?

Pese a que ni es venenosa ni es un riesgo para la salud humana, esta especie es
puede ser facilitadora de la entrada de patdgenos en los castafios como la
gnomoniosis (Magro et al., 2010) o el chancro (Turchetti et al., 2010). Ademas, las
altas densidades de esta especie pueden llegar a producir excepcionalmente la
muerte en el castafio (Moriya et al., 2003), asi como un debilitamiento general en
el arbol y producir pérdidas en la calidad de la madera (Kato & Hijii, 1997). Sin
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embargo, el riesgo mas importante para la sanidad vegetal del castafio es la
pérdida del fruto (Payne et al., 1983; EFSA, 2010).

No supone riesgo para la salud humana o la sanidad animal o vegetal — 0
Es venenosa, pardsita, portadora de patdgenos o pardsitos u otras especies
exoticas con potencial invasor - 1x

4. MEDIDAS DE MANEJO DE LA ESPECIE
a. Medidas de control. Efectividad y viabilidad de las medidas:
¢Existen métodos de control efectivos que se puedan aplicar?

Si, se estd usando como agente de control biolégico Torymus sinensis, un enemigo
natural de D. kuriphilus en su medio natural (Murakami & Gyoutoku, 1995). Este
parasitoide ha mostrado un control efectivo de las poblaciones de D. kuriphilus en
los paises que éste ha invadido (Moriya et al., 1989; Quacchia et al., 2008;
Borowiec et al., 2014). Sin embargo, en el momento de realizacién de este informe,
en Espafa los buenos resultados de efectividad no se han obtenido todavia
(Nieves-Aldrey et al., 2019). El periodo de asentamiento y de efecto observable del
control de poblaciones de D. kuriphilus por T. sinensis estan estimados en 4-10
afios (Moriya et al., 1989; Murakami et al., 2001; Borowiec et al., 2018). Ademas
de este periodo de asentamiento largo, la lucha biolégica mediante T. sinensis
supone la introduccién de una especie al6ctona en el medio, que puede ocasionar
perturbaciones en el medio natural y en las comunidades nativas (Gibbs et al.,
2011). Estas perturbaciones pueden ser de tres tipos diferentes: parasitismo de
otros gallicolas, hibridaciones y desplazamiento de parasitoides nativos.

Sobre los hospedadores nativos, T. sinensis podria ovipositar y parasitar especies
no objetivo, regulando de forma directa poblaciones que no necesitaran mas
regulacién que la que ejerce la fauna nativa, pudiendo producir descensos de
poblaciones no deseados que produjera una cascada de perturbaciones
ecoldgicas. En ensayos de laboratorio se ha observado atraccion y parasitismo de
T. sinensis en agallas nativas como Biorhiza pallida (Olivier, 1791) o Neuroterus
guercusbaccarum (Linnaeus, 1758) (Ferracini et al., 2015), si bien existen
diferencias significativas en la predileccion de D. kuriphilus sobre las especies
autoctonas (Ferracini et al., 2017). Ensayos de laboratorio hechos por los autores
de este informe con agallas de otras especies, como las subterraneas de
Trigonaspis synaspis Hartig 1841 han demostrado que puede existir seleccion y
oviposicion de T. sinensis en agallas a priori muy diferentes, lo que podria ser un
riesgo y amenaza para las especies de cinipidos nativas.

Por otra parte, el riesgo a que T. sinensis hibride con especies nativas parece ser
bajo o nulo. De las especies descritas del género Torymus en la Peninsula Ibérica
gue son parasitoides de Cynipidae, la especie mas cercana morfolbgica,
comportamental y filogenéticamente, T. notatus (Pogolotti et al., 2018), posee un
tiempo de divergencia con T. sinensis igual al que tiene el resto de las especies del
género (Gil-Tapetado et al., no publicado). Esto indicaria que la divergencia entre
ambas especies es suficiente para que haya barreras reproductivas y que no
existan (o sean muy dificiles de ocurrir) episodios de hibridacion, o al menos que
puedan existir con la misma probabilidad entre las especies de Torymus nativas.
Sin embargo, el mayor problema entre T. sinensis y los parasitoides nativos radica
en el desplazamiento de estos ultimos. Ferracini et al. (2018) han demostrado que
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segun va aumentando el tiempo de liberacién de T. sinensis, la riqueza de especies
de parasitoides nativos en agallas de D. kuriphilus va decreciendo, siendo un
ejemplo claro de desplazamiento de especies de una comunidad biolégica. El
efecto combinado entre el parasitismo de otras especies de cinipidos nativas y el
desplazamiento de fauna de parasitoide no esta comprobado al no ocurrir en la
naturaleza.

Altamente eficaz con requisitos bajos en recursos - 0

La metodologia de control es eficaz, pero necesita muchos recursos y produce una
perturbacion y / o destruccion ecologica minima — 1x

Metodologia de control no suficientemente eficaz o desconocida - 2

¢Existen factores sociales que puedan dificultar el control de las especies en
caso de se establezca?

No, al contrario, tanto la mayor parte de opinién publica como la cientifica general
en Espafa esta de acuerdo en que deben de tomarse medidas de control contra
esta plaga. Ademas, las sueltas de su controlador biol6gico ya estan en marcha y
T. sinensis ha sido liberado al medio natural, aunque con un bajo resultado inicial
(Nieves-Aldrey et al., 2019) al haber pasado poco tiempo desde las primeras
liberaciones.

Ninguno — 0x
Amplia opinién publica que puede favorecer a las especies establecidas — 1
Dificultades asociadas con una respuesta coordinada - 2

5. CONCLUSION

RESULTADO TOTAL: 15

Por lo tanto, Dryocosmus kuriphilus seria una especie de riesgo medio.

En aplicaciéon del principio de precaucion, esta especie deberia de asimilarse a las

consideradas de “riesgo alto”, debiendo ser sometidas a la evaluacién detallada y el ranking
en la Etapa 2.
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Modelo de argumentacion cientifica para las propuestas de inclusién o exclusién de taxones en el
Catalogo Espaiol de Especies Exéticas Invasoras

(Con asterisco* se indican los apartados imprescindibles a cumplimentar)

Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu, 1951

Castellano: Avispilla del castafio
Catalan: Vespeta del castanyer

Gallego: Avespifia do castifeiro
Vasco: ---

Inclusién en el Catalogo espafiol de especies exdticas invasoras

Diego Gil Tapetado (Universidad Complutense de Madrid)

Jose Luis Nieves Aldrey (Museo Nacional de Ciencias Naturales de
Madrid; MNCN-CSIC)

Maria Josefa Lombardero Diaz (Universidad de Santiago de
Compostela)

Carlo Polidori (Instituto de Ciencias Ambientales, Universidad de
Castilla-La Mancha)

Fernando Castedo Dorado (Universidad de Ledn)

Juan Ramén Boyero Gallardo (Instituto de Investigacion y Formacién
Agraria y Pesquera, IFAPA)

Jose Miguel Vela Lopez (Instituto de Investigacion y Formacion Agraria
y Pesquera, IFAPA)

Jose Francisco Gomez Sanchez (Universidad Complutense de Madrid)
Francisco José Cabrero Safiudo (Universidad Complutense de Madrid)

Especie inductora de agallas en el castaiio, con gran capacidad de
dispersidn como resultado de introducciones y posteriores
movimientos de plantas hospedadoras infectadas en el territorio
nacional. Las vias de entrada y la traslocacién dentro de Espafia estan
ligadas al comercio y actividades forestales de castafno. La presencia
de esta especie supone un grave perjuicio para los bosques de
castafio, tanto para su conservacion como para su cultivo y
produccién de fruto.

Por lo tanto, cumple con el Art. 64.1 de la Ley 42/2007 y con el Art. 4.1
del Real Decreto 630/2013, por el que se regula el Catalogo espafiol de
especies exdticas invasoras.

Solicitud de dictamen sobre la posible introduccion en el medio
natural de la especie Torymus sinensis como organismo de control
bioldgico de la plaga de Dryocosmus kuriphilus (avispilla del castafio),
gue afecta actualmente a la produccién de castafas y causa pérdidas
econdmicas en el sector. Ambas especies son originarias de China. CC
14/2015
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- Decision de la Comisién de 27 de junio de 2006 relativa a las medidas
provisionales urgentes para prevenir la introduccién y propagacion en
la Comunidad del organismo Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu
2006/464/CE

- Decision de Ejecucién de la Comision, de 30 de septiembre de 2014,
por la que se deroga la Decision 2006/464/CE, relativa a las medidas
provisionales urgentes para prevenir la introduccién y propagacion en
la Comunidad del organismo Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu.
DOUE-L-2014-83010

- Reglamento de Ejecucién (UE) n2 707/2014 de la Comision, de 25 de
junio de 2014, que modifica el Reglamento (CE) n2 690/2008, por el
gue se reconocen determinadas zonas protegidas en la Comunidad
expuestas a riesgos fitosanitarios especificos.

DOUE-L-2014-81399

- Reglamento de Ejecucidn (UE) 2016/873 de la Comisién, de 1 de
junio de 2016, que modifica el Reglamento (CE) n2 690/2008, por el
gue se reconocen determinadas zonas protegidas en la Comunidad
expuestas a riesgos fitosanitarios especificos.

DOUE-L-2016-81014

- Convenio sobre la Diversidad Bioldgica. CBD. 1992

- Convenio relativo a la vida silvestre y el medio natural en Europa,
celebrado en Berna el 19 de septiembre de 1979.

- Estrategia Europea sobre Especies Exéticas Invasoras (2004).

- Escala Mundial: GRIIS (En Japdn, Croacia y Rusia), CABI
- Escala Europea: EASIN, EPPO

- Area de distribucién natural

Bosques de castafos del centro y este de China

- Area actual de distribucién mundial

Se distribuye por bosques y plantaciones de castafios de Asia,
Norteamérica y Europa. En Europa se encuentra desde Portugal y
Reino Unido hasta Grecia y Turquia, pasando por todos los paises de
Europa central y meridional.

(Fuente: CABI)

- Distribucion en Espafia:
CCAA: Andalucia, Asturias, Cantabria, Castilla y Leodn, Catalufia,
Extremadura, Galicia, Madrid, Navarra, Regién de Murcia, Pais Vasco,
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En Espafia, se citd por primera vez en 2012 en Catalufia, concretamente
en Gerona y posteriormente se ha citado en numerosas provincias de
la Peninsula:

(Modificado de: Gil-Tapetado et al., 2018)
El nombre de los focos seria: 1&4 — Oeste y Sur de Galicia y El Bierzo, 2 — Val
do Dubra, 3 — A Corufia, 5&6 — Centro de Asturias, 7 — Este de Cantabria y
Oeste de Vizcaya, 8 — Este de Navarra y Oeste de Pais Vasco, 9 — Catalufia,
10 — Madrid, 11 — Sierra de las Nieves, 12 — Sierra Nevada, 13 — Prades, 14 —
Alta Sanabria. 15 —Pefia de Francia, 16 — Valle del Jerte, 17 — Cadalso de los
Vidrios, 18 — Sierra Tejeda-Almijara.

- Evolucién:

Las poblaciones han ido aumentando de forma exponencial en sus
lugares de asentamiento, expandiendo el territorio infestado. Este
rapido incremento de la poblaciéon es debido a la reproduccion
partenogenética de la hembra, que puede reproducirse sin cépula (no
existen machos en la especie) y a la falta de reguladores bioldgicos
que la controlen por debajo del umbral econémico (uso agricola), o
bien del umbral de dafios (uso forestal). Ademas, el movimiento de
castafios por el territorio ha transportado la plaga a diferentes puntos
de la geografia espafiola.
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Dryocosmus kuriphilus, la avispilla del castafio, es un insecto
himendptero del grupo conocido como “avispas de las agallas”, asi
denominadas por ser capaces de inducir agallas o cecidias en las
plantas. Las agallas se pueden definir como unas estructuras
morfolégicas anormales de las plantas que resultan de la modificacién
de un érgano normal de la misma (como una hoja, un fruto, una rama,
etc.) por la accién de una especie animal, para su proteccion,
alimentacion y alojamiento en su estadio larval y pupal. En los casos
mas complejos la agalla representa ademas un fenotipo extendido del
organismo inductor. La especie D. kuriphilus induce agallas en
diferentes especies de castafos. La avispilla del castafio solo se
reproduce por partenogénesis telitoca, presentando solo hembras, que
tienen descendencia directa semicldnica, sin intermediacion de
machos ni recombinacion genética con otro individuo, poseyendo una
variabilidad genética baja o nula.

Esta especie tiene un ciclo de vida muy intimamente ligado a su
hospedador, el castafio. El ciclo de una generacion de D. kuriphilus
comienza cuando una hembra partenogenética deposita un huevo en
el interior de la yema del castaio en verano. A diferencia de otras
especies de avispas de las agallas nativas, el huevo y es primer estadio
larval pasan un largo periodo de diapausa invernal y la agalla nueva no
comienza a desarrollarse hasta principio de primavera del siguiente
afo. Después de eclosionar, del huevo emerge la larva y comienzan a
producirse las primeras fases de la cecidogénesis (formacidén de la
agalla). La agalla empieza a crecer y a ser conspicua a mediados de
primavera del afio siguiente, durante la formacién de las hojas del
castafo. A la vez, las estructuras normales en la que se ubica la agalla
de D. kuriphilus (brote, hoja o estipula) se acortan y se modifican,
ademas de formarse en el interior el tejido nutritivo del que se
alimenta la larva. La larva continuda creciendo hasta pupar a finales de
primavera o principios del verano, emergiendo la hembra adulta en
dicha estacion, para volver a efectuar la puesta en otra yema de
castaio y cerrar asi el ciclo de reproduccién.

- Habitat en su drea de distribucidn natural

Bosques de Castanea mollisima, C. sequiniiy C. henryi en China.

- Habitat en su drea de introduccidn:

Bosques y plantaciones de castafios. En Espafia los bosques de
castafios se encuentran por lo general compartiendo habitat con
especies de Quercus (por lo general robles, quejigos y/o alcornoques,
formando un continuo. Las plantaciones de Castanea son hibridas e
injertos entre varias especies de castafios.
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La entrada y dispersidn de esta especie invasora por el territorio
espanol es indirecta, no intencional, causada por el movimiento de
plantones de castafio para su cultivo e injertos desde diferentes
lugares del mundo hacia Espafia. Esta entrada ha sido producida de
forma no intencional tanto por particulares como por viveros. Dentro
del territorio nacional, la distribucion actual de esta especie es
disjunta, producida por el movimiento de castafios dentro del pais,
siendo también no intencional. Pese a que ya existia informacion
sobre esta plaga en otros paises, también europeos y de la Unidn
Europea, los primeros estadios del ciclo, los huevos y larvas en el
interior de las yemas del castafio, pasaron inadvertidos, con una
apariencia de ausencia y libre de D. kuriphilus. Este hecho es
especialmente notorio en los primeros afios de asentamiento de D.
kuriphilus, con ausencia de agallas secas de otros afios en el arbol
infestado que confiere la apariencia de arbol libre de la plaga, que en
realidad estd oculta en el interior de las yemas. También posee una
dispersién natural de 6.6 km/afio.

Esta especie se distribuye en su medio natural en China, en la regién
del centro y del este, estando en una zona climatica a priori diferente.
Sin embargo, se ha demuestro que las condiciones climaticas no
afectan tanto como la presencia de castafo a la distribucién de D.
kuriphilus, indicando una alta plasticidad y unos requisitos ecoldgicos
bajos para esta especie.

- Sobre el habitat

Los castanares, como formacion forestal, se comportan
ecolégicamente como un bosque autéctono caducifolio, por lo que
estan incluidos en el anejo | de la Directiva 92/43/CEE, relativa a la
conservacioén de los habitats naturales y la flora y fauna silvestres (tipo
de habitat 9260 “Bosques de Castanea sativa”) y, por tanto, en el
anejo | de la Ley 42/2007, de 13 de diciembre, del Patrimonio natural
y de la biodiversidad. Esta relevancia juridica es consecuencia de su
importancia ecoldgica.

- Sobre las especies

Si bien los casos de muerte directa del castaio son raros, las agallas
de D. kuriphilus pueden debilitar al arbol. Ademds, produce un dafio
en la arquitectura vegetal del castafio causando malformaciones y
acortamientos en las ramas de los castafios al inducir agallas en las
yemas terminales, asi como el acortamiento o aborto de las hojas.
Esto produce que la copa tupida tipica de lo castaiios desaparezca o
se vean zonas despejadas, pudiendo llegar a producir daios a largo
plazo a los suelos, asi como un dafio paisajistico visual que puede ser
irreversible en los bosques espafioles.

- Sobre los recursos econdmicos asociados al uso del patrimonio
natural

Las agallas inducidas por esta especie en el castaio causan pérdidas
notables e importantes en la produccién de su fruto, la castafia, asf
como debilitamiento del arbol, malformaciones de las ramas para la
produccién de madera e incremento del riesgo de contraer otras
plagas. En Estados Unidos de América e Italia hablan de pérdidas en la
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produccién de castafia de hasta el 80%, aunque para territorio
espanol no se poseen estos datos.

Actualmente se usa la liberacién de T. sinensis, el enemigo natural de
D. kuriphilus en su medio natural como control bioldgico. Este
parasitoide presenta buenos resultados de control efectivo de las
poblaciones de D. kuriphilus, aunque en el momento de realizacién de
este informe, en Espafia estos resultados no se han obtenido
probablemente debido a su reciente introduccion. Los resultados de
asentamiento y efecto observable del control de poblaciones de D.
kuriphilus por esta especie estdn estimados en 4-10 afios a medio-largo
plazo. Ademas de este periodo de asentamiento largo, la introduccién
de una nueva especie aléctona en el medio puede ocasionar
perturbaciones en el medio natural y en las comunidades nativas de
insectos.

Perturbacion secundaria de la fauna autdctona de parasitoides nativos,
al crearse una nueva comunidad biolégica en las agallas de D.
kuriphilus, que a su vez puede producir desequilibrios en el sistema
cinipidos autdctonos-parasitoides.

Perturbacion secundaria producida por las sueltas del enemigo natural
y control bioldgico de D. kuriphilus, T. sinensis, en el medio natural.

- BV (Biodiversidad Virtual), 2019. Insectarium Virtual.
Dryocosmus kuriphilus. https://www.biodiversidad virtual.org/
insectarium/Dryocosmus-kuriphilus-Yasumatsu-1951-cat4
0702 .html [Ultimo acceso: 25-09-2019]

- CABI, 2019. Invasive Species Compendium. Wallingford, UK:
CAB International. www.cabi.org/isc.

- EPPO, 2014. PQR database. Paris, France: European and
Mediterranean  Plant  Protection  Organization. http://
www.eppo.int /DATABASES/pqr/pgr.htm

- Ferracini, C., Bertolino, S., Bernardo, U., Bonsignore, C. P.,
Faccoli, M., Ferrari, E., ... & Rocco, A. (2018). Do Torymus
sinensis (Hymenoptera: Torymidae) and agroforestry system
affect native parasitoids associated with the Asian chestnut gall
wasp? Biological Control, 121, 36-43.

- Gil-Tapetado D, Gdmez JF, Cabrero-Safiudo FJ, & Nieves-Aldrey
JL (2018) Distribution and dispersal of the invasive Asian
chestnut gall wasp, Dryocosmus kuriphilus (Hymenoptera:
Cynipidae), across the heterogeneous landscape of the Iberian
Peninsula. European Journal of Entomology, 115, 575-586

- Moriya, S., Inoue, K., Otake, A., Shiga, M., & Mabuchi, M.
(1989). Decline of the chestnut gall wasp population,
Dryocosmus kuriphilus Yasumatsu (Hymenoptera: Cynipidae)
after the establishment of Torymus sinensis Kamijo
(Hymenoptera:  Torymidae). Applied  Entomology  and
Zoology, 24(2), 231-233.

- Pujade-Villar, J., Torrell, A.,, & Rojo, M. (2013). Primeres
troballes a la peninsula Ibérica de Dryocosmus kuriphilus (Hym.,
Cynipidae), una espécie de cinipid d’origen asiatic altament
perillosa per al castanyer (Fagaceae). Orsis: organismes i
sistemes, 27, 295-301.
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But in the end, it’s only a passing thing, this shadow, even darkness
must pass. " A new day will come. And when the sun shines it will
Shine out the clearer’.

Pero al final todo es pasajero. Como esta sombra, incluso la oscuridad
Se acaba, para dar paso a un nuevo dia. Y cuando el sol brilla, trilla
mds radiante aun’

-Samsagaz "Sam" Gamyi

J.R.R.Tolkien - El Sevior de los Anillos.
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