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RESUMEN
La depredacion intragremial (DIG) se puede definir como la depredacion dada entre
organismos que aprovechan un recurso comun, esta puede tener alta significancia ecologica
y agronomica porque la presencia del depredador-IG puede modificar la dinamica
hospedero-parasitoide y asi interrumpir el control de parasitoides sobre los hospederos
herbivoros. Existen parasitoides que pueden evitar la DIG mediante modificaciones
conductuales y uno de los factores que regulan estas modificaciones conductuales son los
semioquimicos de contacto o volatiles. El objetivo de este trabajo fue determinar si el
parasitoide Eretmocerus eremicus Rose & Zolnerowich, 1997 (Hymenoptera: Aphelinidae)
utiliza semioquimicos de contacto o volatiles para evitar la depredacién de Geocoris
punctipes Say, 1832 (Hemiptera: Lygaeidae). Para estudiar el efecto de los semioquimicos
de contacto sobre la conducta del parasitoide se realizaron dos bioensayos, sin opcién y
con opcidn. En ambos bioensayos se probaron los siguientes tratamientos: a) ninfas de
mosca blanca sin depredador (C), b) ninfas previamente expuestas al depredador (EPD) y ¢)
con presencia de depredador (PD). En el bioensayo sin opcion se colocd a una hembra
parasitoide sobre una hoja de jitomate con cada uno de los tratamientos antes mencionados
dentro de una caja petri. Para el bioensayo con opcion se colocaron los tres tratamientos
antes mencionados de manera simultanea en la caja petri. En el bioensayo sin opcidn se
analizaron como variables de respuesta el nimero y duracion de ataques y oviposiciones, el
tiempo de residencia y el comportamiento del parasitoide en cada uno de los tratamientos,
Como resultado, se encontré que el parasitoide oviposita mas en el tratamiento EPD y
menos en PD, ademas de que el tiempo de oviposicién es mayor en PD y menor en EPD.
También se elaboraron etogramas para describir el comportamiento del parasitoide en cada
uno de los tratamientos. Al analizar los etogramas se encontré que presenta un
comportamiento repetitivo y que no varia radicalmente entre los tratamientos. En un
bioensayo con opciéon se analizd el nimero de ataques, el tiempo de residencia y la
proporecidén de seleccion de tratamiento, en este bioensayo no se encontraron diferencias
significativas. Para determinar si el parasitoide utiliza semioquimicos volatiles para evitar
la presencia del depredador se us6 un olfatdmetro de una via donde se colocé al parasitoide

en un extremo y en el otro extremo fue colocado como fuente aromatica uno de los tres



tratamientos probados en el primer experimento. Se registro el tiempo que tardaban las
avispas en llegar al extremo con aroma y el tiempo de permanencia en el espacio distal del
olfatometro. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos cuando se
compararon los tiempos de llegada al otro extremo y de permanencia en el espacio distal.
Nuestros resultados indican que el parasitoide E. eremicus no utiliza los semioquimicos de
contacto ni volatiles para evitar la depredacion intragremial. Sin embargo, algunas variables

como el nimero y tiempo de oviposiciones sugieren la posible deteccion del depredador.



ABSTRACT
Intraguild predation (IGP) can be defined as predation that occurs among organisms that
share a common resource, It can have high ecological and agronomic significance because
IGP presence can modify host-parasitoid dynamics, and thus disrupt control of herbivores
by parasitoids. There are parasitoids capable of avoiding IGP through behavioral
modifications. One of these factors regulating behavioral changes is contact or volatile
semiochemicals. The aim of this study was to determine if the parasitoid Erefmocerus
eremicus Rose & Zolnerowich, 1997 (Hymenoptera: Aphelinidae) uses volatile or contact
semiochemicals to avoid predation by Geocoris punctipes Say, 1832 (Hemiptera:
Lygaeidae). To study contact semiochemical effects on parasitoid behavior we performed
no-choice and free-choice bioassays. In both bioassays we tested the following treatments:
a) whitefly nymphs without predator (C), b) nymphs previously exposed to predator (EPD)
and ¢) predator presence (PD). In the no-choice bioassay, one female parasitoid was placed
on a tomato leaf in a petri dish. This was done for each treatment described above. For
free-choice bioassay, three treatments were simultaneously placed into the petri dish. In no-
choice bioassay we analyzed the following variables: number and length of attacks and
ovipositions, residence time and parasitoid behavior in each treatment. Results showed that
parasitoid oviposition was high in EPD treatment, and low in PD, and oviposition time was
greater in PD and lower in EPD. Ethograms were also developed to describe parasitoid
behavior on each treatment. By analyzing ethograms we found that parasitoid behavior is
repetitive and, that it does not vary radically between treatments. In the free-choice
bioassay, we analyzed attack numbers, residence time and proportion of treatment
selection; there were no significant differences. To determine whether the parasitoid uses
volatile semiochemicals to avoid predator presence we used a one-way olfactometer. Here,
a parasitoid was placed at the olfactometer end, and an aromatic source by one of the three
treatments tested in the first experiment was placed in the other end. We recorded wasp
time to reach the odor end and the wasp time spent in olfactometer distal space. There were
no significant differences between treatments when we compared arrival times at the end
with the aromatic source, neither the time spent in distal space. Our results indicate that

parasitoid . eremicus does not use volatile or contact semiochemicals to avoid intraguild



predation. However, variables such as number and oviposition time suggest possible

predator detection by the parasitoid.



1. INTRODUCCION

La importancia economica de las moscas blancas como plaga es cada vez mayor. Estos
insectos dafian cultivos por la extraccidén de grandes cantidades de savia, la cual puede
resultar en la reduccion de més del 50% de la produccion del cultivo afectado (Byre &

Bellows, 1991).

El manejo de esta plaga ha sido basicamente con insecticidas sintéticos, los cuales han sido
utilizados de manera indiscriminada, ocasionando problemas de resistencia, eliminacion de

fauna benéfica, encarecimicnto de la produccion y reduccion en el éxito de su control
(Ortega, 2008).

Una alternativa que ha tomado importancia ha sido el control biolégico, que se refiere al
control de las densidades poblacionales mediante agentes bioldgicos, es decir, a través de
una red de depredacion (Sanchez-Ruiz et al., 1997). De este modo el control bioldgico
depende de las interacciones de los organismos vivos, la plaga y su medio (Rice et al.,
2001). Dentro de las interacciones conocidas entre artropodos, la depredacién intragremial
(DIG) es conocida por afectar significativamente la distribucion, abundancia y adecuacion

de muchas especies (Polis et al., 1989).

Por lo tanto, es importante conocer las bases ecoldgicas para comprender y apreciar el
alcance, limitaciones y ventajas de la estrategia de control (Rice et al., 2001). Hasta ahora
existe informacion de los enemigos naturales de mosca blanca, pero ain hacen falta
estudios ecoldgicos que permitan entender mejor y optimizar estas estrategias de control.
El presente trabajo es una contribucidén al conocimiento de las interacciones entre los
enemigos naturales de mosca blanca, busca entender mejor algunos aspectos de su ecologia
y proveer de informacidn que coadyuve en la optimizacién de su empleo como agentes de

control bioldgico.



2. ANTECEDENTES

2.1 Jitomate Solanum lycopersicum 1.. 1753 (Solanales: Solanaceae)

El jitomate viene de la palabra “tomate”, vocablo introducido a la lengua castellana en 1532
procede del nahuatl fomat! que se aplicaba a frutos globosos o bayas, con muchas semillas
y pulpa acuosa. El centro de origen es la region andina que comparten Colombia, Ecuador,
Pera, Bolivia y Chile (Nuez, 2001) pero se reconoce que fue domesticado en México

(Blancard et al., 2009).

El jitomate Solanum lycopersicum (Segin la IPNI (2012), su sindnimo de nomenclatura es
Lycopersicum esculentum Mill 1753, Solanales:Solanacea) es una planta dicotiledonea
perteneciente a la familia de las solanaceas. Sus flores son radicales y con cinco estambres.
El ovario, supero, bicarpelar, contiene numerosos primordios seminales, produciendo bayas
polispermas. Los carpelos se presentan en posicion oblicua con respecto al plano mediano
de la flor. Posee una semilla discoidal comprimida y con embrién enrollado, de didmetro
mas o menos uniforme (Nuez, 2001). Todos los miembros de esta familia tienen el mismo
numero de cromosomas basico (x=12). Los filamentos de los estambres se insertan en la
base de las anteras, no sobre la cara dorsal (Nuez, 2001). Los frutos del jitomate, carnosos y
tiernos son en realidad bayas y segin la variedad, su tamafio, coloracidén y consistencia
varian. Su ciclo varia de igual forma y va de tres meses y medio a cuatro segiin la variedad

y las condiciones del medio (Blancard et al., 2011).

El jitomate es una de las hortalizas que mas superficie ocupa con mayor produccién y valor
comercial después de la papa y México ocupa el decimo lugar en produccién a nivel
mundial (FAOSTAT, 2010), produciendo 1, 8§72, 481.69 toneladas al afio (SIAP, 2011). Y
la SAGARPA (2011) estima que México ocupa el primer lugar a nivel mundial en la
exportacion de este producto. En México el jitomate variedad saladette tiene mayor
demanda en el mercado nacional y por ende mayor garantia de venta (Castellanos, 2009).
Cabe mencionar que mas del 85% del jitomate que importan los Estados Unidos proviene
de México, lo que representa mas de mil millones de dolares al afio (US Department of

Commerce, 2007).



El cultivo del jitomate presenta un amplio abanico de modalidades culturales, en
consonancia con las caracteristicas regionales de clima y orografia, de costumbres y
tradiciones agricolas, de vocacion hortelana de los cultivadores, del destino de la cosecha,
costos, entre otras. Estas distintas orientaciones suponen diferencias en las variedades y en
las practicas culturales, incluidas las fitosanitarias es indudable que también el catalogo de
plagas y enfermedades se presentan diferentes (Nuez, 2001). Las principales plagas que se
presentan en jitomate son: arafias rojas, pulgones, trips, minadores, larvas de lepidopteros y

moscas blancas (Posos, 2006).

2.2 La mosca blanca Trialeurodes vaporariorum Westwood, 1856 (Hemiptera:
Aleyrodidae)

Hasta ahora se han descrito alrededor de 1200 especies de Aleyrodidae. La familia se
divide en dos subfamilias: Aleurodicinae y Aleyrodinae. Los miembros de Aleyrodinae son

mds evolucionados y tienen mayor importancia econdmica (Posos & Fregoso, 2004).

Se les conoce con el nombre comin de moscas blancas a diversas especies de la familia
Aleyrodidae, perteneciente al Orden Hemiptera, cuyos adultos tiene el cuerpo cubierto de
una capa fina de polvillo blanco de aspecto harinoso (aleyron=harina) (Bujanos & Arévalo,
2009; Nuez, 2001), son una plaga cosmopolita polifaga presente en todo México (Bujanos
& Arévalo, 2009). Existen diferentes especies que atacan al cultivo de jitomate; una de
ellas la mosca blanca de los invernaderos Trialeurodes vaporariorum la cual es originaria
de areas tropicales de Centroamérica (Mosti & Benuzzi, 1992). En importancia por los
dafios que ocasiona y por su amplia distribucion se encuentra en segundo lugar después de
Bemisia tabaci Gennadius 1889 (Hemiptera: Aleyrodidae). Se tienen registros de su
presencia en mas de 200 hospedantes de diferentes familias y ademdas se encuentra
ampliamente distribuida en el mundo (Ortega, 2008). Las moscas blancas son insectos
hemimetabolos con tres fases de desarrollo: huevo, cuatro estadios ninfales y adulto. Los
huevos son de forma oval-alargada, estos tienen un pedicelo, que es una extension del
corion, ¢l cual es fijado a la planta y se asegura con una especie de pegamento secretado

por la hembra para mantener el huevo anclado al lugar (Stansly & Naranjo, 2010). El huevo
3



mide alrededor de 0.1 mm de longitud por 0.2 mm de ancho con las alas extendidas.
Trialeurodes vaporariorum oviposita sus huevos en forma de arco o circulo en hojas
glabras y la fecundidad en promedio es 319 huevos por hembra (Byrne & Bellows, 1991).
Los huevos son ovales e inicialmente blanco-verdosos pero se tornan cafés o negros
conforme maduran, miden alrededor de 0.24 mm de longitud por 0.07mm de ancho
(Capinera, 2008). El primer estadio ninfal tiene bien desarrolladas las patas y después de
eclosionar este recorre la superficie de la hoja en biisqueda de un lugar. Una vez encontrado
el sitio, inserta su estilete y permanece ahi por el resto del desarrollo ninfal (Stansly &
Naranjo, 2010). El segundo y tercer estadio son inméviles, similares en forma y tamafio, al
final del desarrollo pueden alcanzar los 0.38 mm de longitud por 0.52 de ancho

respectivamente {Capinera, 2008). La pupa mide alrededor de 0.75 mm de longitud v

v,

presenta  varias  setas dorsales y

marginales. Este estadio puede ser usado

para identificar a las distintas especies de

AR

mosca blanca (Capinera, 2008). Los

adultos son blancos con ojos rojos, el
tamafio promedio del macho es menor que
el de la hembra (Byrne and Bellows,
1991). Tienen cuatro alas, las antenas son

evidentes y en general presentan una

owlih
Figura 1. Ciclo de vida de la mosca blanca de
los invernaderos Trialeurodes vaporariorum.  de las alas es mas ancha que la seccidn
A, Adulto,. B, Huevos. C-E, Ninfas, F,
Pupa.Tomado de:
http://ipm.ncsu.edu/ag295/html/greenhouse_w  horizontalmente cuando descansan

forma triangular porque la porcién distal

basal, las alas son  sostenidas
hitefly.htm (Capinera, 2008).

Los adultos se aparean tan pronto se han cubierto de polvillo blanco (10 h. después de
eclosionar) la reproduccién es generalmente bisexual, aunque se pueden multiplicar por
partenogénesis facultativa, arrenotoquica (huevo no fertilizado produce descendencia
masculina) o teliotdquica (huevo no fertilizado produce descendencia femenina) (Nuez,
2001). A una temperatura media de 30° C tarda 26 dias en pasar de huevecillo a adulto,

mientras que a 20°C tarda 32 dias (Bujanos & Arévalo, 2009). Esta especie estd mas
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adaptada a condiciones templadas. Un adulto puede vivir desde unos cuantos dias hasta un

par de meses (Bujanos & Arévalo, 2009).

L.as moscas blancas causan dafio directo y pueden actuar como vectores de enfermedades
de plantas (Gerling et al., 2001). Estos insectos son capaces de transmitir mas de 40 virus
que se caracterizan por inducir amarillamientos severos, moteados y mosaicos cloroticos,
achaparramientos, rizado y deformacién de las hojas y arrugas o pliegues en ellas, ademas
de promover el aborto de flores y causar deformaciones en el fruto (Brown & Bird, 1992).
Trialeurodes vaporariorum estd asociada al dafio directo por extraccion de savia,
produccion de mielecilla la cual origina a la aparicion de fumagina afectando 1a fotosintesis
de la planta y transmision de algunos virus (criniviruses) (Wintermantel, 2004).

Algunos de los factores que dan lugar a la expansion y causa de dafios de la mosca blanca
son: un amplio rango de hospederos, resistencia a insecticidas, alta capacidad reproductiva

y la capacidad de transmitir virus (Ardeh, 2004).

2.3 Los enemigos naturales

La gama de enemigos naturales de la mosca blanca es muy amplia; sin embargo, pocas
especies se usan en programas de control biologico con resultados exitosos. Los
depredadores de la mosca blanca se ubican en los ordenes Coledptera, Neurdptera, Diptera
y Hemiptera (Maestra, 2003). Los parasitoides asociados a las moscas blancas pertenecen al
orden Hymenoptera y se agrupan en dos superfamilias: Platygastroidea (familia
Platygasteridag) y Chalcidoidea (familias Aphelinidae, Eulophidae, Encyrtidae,
Pteromalidae, Signiphoridae, Scelionidae y Ceraphronidae) (Garcia & Arredondo 2008).

2.3.1 Eretmocerus eremicus

El género Eretmocerus incluye 65 especies nombradas alrededor del mundo, aunque
indudablemente hay una innumerable cantidad de especies no descritas todavia (Gould et
al., 2008). Todas las especies de Frefmocerus son conocidas como parasitoides primarios
de la mosca blanca y muchas especies nombradas y no descritas son conocidas por atacar a
tas moscas blancas. El nombre Eretmocerus se refiere a las prominentes antenas en forma

de remo de las hembras (Gould et al., 2008).



Eretmocerus eremicus Rose y Zolnerowich (Hymenoptera: Aphelinidae) es una pequeia
avispa parasitoide (~1 mm de longitud) que es originaria de las areas desérticas del sureste
de California y Arizona, asi como el Norte de México (Rose & Zolnerowich, 1997). Es un
parasitoide especialista (olifago) por que se ha documentado que ataca a tres especies
distintas que son Bemisia tabaci Gennadius 1889, Trialeurodes abutiloneus Haldeman
1850 y Trialeurodes vaporariorum, las cuales pertenecen a la misma familia (Aleyrodidae)
(Gould et al., 2008). Esta avispa se puede parasitar cualquier estadio ninfal de la mosca
blanca, pero prefiere el segundo y el inicio del tercer estadio. El ciclo de vida completo
tarda de 17 a 20 dias, dependiendo de la temperatura y el estadio ninfal de la mosca blanca.
Dos semanas después del parasitismo, la pupa toma usualmente un color amarillo dorado.
Para su eclosion, E. eremicus hace un agujero pequeiio y redondo en la mosca blanca
parasitada. Tanto los machos como las hembras son de color amarillo limén (Powell &
Bellows, 1992).

Eretmocerus es un ecto-endoparasitoide, las

A
hembras se colocan al lado de su hospedero y A ‘*‘“I‘\@
A

§ ; : . Avispa emergiendo
ovipositan entre el vientre de la ninfa

hospedera y la superficie de la hoja, ponen en < e
promedio 23 huevos y necesitan un periodo de parasitada ‘M\ «{
preoviposicion de aproximadamente 15 horas. t Hembra ovipositando

Tienen tres etapas larvales antes de la

pupacion. Eretmocerus eremicus es usado

4° estadio parasitado (”"

i }‘) v 2° estadio
]

comercialmente para el control de moscas
blancas en distintos cultivos (Ardeh, 2004;
Bellamy et al., 2004). La longevidad de los

3 estadio
adultos es en promedio de 14 dias (Soler & Figura 2, Ciclo de vida del parasitoide

van Lenteren, 2004). Eretmocerus eremicus (Universidad de
California, Riverside;
http://biocontrol.ucr.edu/bemisia.html).

torax es de un tono amarillo oscuro y la parte baja del cuerpo es parcialmente café. Una

En el caso de los machos, la parte superior del

gran ventaja de FEretmocerus es que en condiciones de grandes poblaciones de MB
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(infestacion alta), esta avispa parasita mayor cantidad de hospederos. Ademas soporta

temperaturas elevadas (30°C) y es resistente a agroquimicos como buprofezin (Bujanos &

Arévalo, 2009).

2.3.2 Geocoris punctipes

Las chinches ojonas son insectos de aproximadamente cuatro mm de longitud que se
localizan en muchas partes del mundo en cultivos de soya, tabaco, algoddn, entre otros. Su
cuerpo es oblongo-oval, cabeza mas ancha que larga y ojos prominentes. Esta especie se
distribuye en Estados Unidos en Florida, el oeste de New Jersey, sur de Indiana y Colorado
y al suroeste de Texas, California y México, otras localidades incluyen Guatemala, Panama
y Hawaii (Florida Department of Agriculture and Consumer Services Division of Plant

Industry, 1972). Se conoce como una especie reciente invasora de zonas neotropicales
(Readio & Sweet, 1982).

Geocoris punctipes (Hemiptera: Lygaeidae) es
un insecto depredador en cultivos en campo en
el sureste de los Estados Unidos y ha sido
ampliamente estudiado como un potencial
agente de control bioldgico de un gran nimero
de insectos plaga (Naranjo, 1987; Champlain &
Lance, 1967; Colfer et al., 2000) como la
mosca blanca (Cohen & Byrne, 1992; Hagler et
al., 2004; Pendleton, 2002).

Figura 3. Ciclo de vida del depredador
Geocoris punctipes. Editado de fuente
original:

y miden en promedio 0.9 mm de largo por http://ag.arizona.edu/pubs/garden/mg/entom
ology/biological.html

Los huevos de G. punctipes son subcilindricos

0.38 mm en su punto mas ancho. Son
amarillentos, blancos o canela y presentan estrias longitudinales, en el extremo anterior
tiene seis pequefios puntos, debajo de los cuales cinco dias antes de eclosionar aparecen dos
puntos rojos que son los ojos (Champlain & Lance, 1967). Bajo condiciones de laboratorio

(25.5° + 1.7° C) la duraciéon de la incubacion es de 9.9-10.0 dias, sin diferencia aparente
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entre sexos. El nimero promedio de huevos producidos por hembra diariamente es 5.5 y

durante toda su vida 177.7 huevos (Champlain & Lance, 1967).

G. punctipes tiene cinco estadios ninfales, donde los machos se desarrollan mas
rapidamente que las hembras y emergen como adultos 0.9 dias antes, en promedio. Los
estadios ninfales tienen una duracion promedio de 26 dias para hembras y 27 para machos
(Champlain & Lance, 1967).

La longevidad de los adultos va desde unos dias hasta 112 dias, el periodo de cépula va de
10-60 minutos (Champlain & Lance, 1967). Las hembras comienzan a aparearse al segundo
dia de su vida adulta y los machos al tercer dia y necesitan un periodo de pre-apareamiento
que va de dos a cinco dias para hembras y de tres a cinco dias para machos (Dunbar, 1972).
Los adultos también necesitan un periodo de pre-oviposicion que es de 5.2 dias antes de
comenzar a poner huevos fértiles (Champlain & Lance, 1967). La reproduccion es
mejorada si una planta como alimento es incluida en la dicta de la chinche (Dunbar &
Bacon, 1972).

Geocoris punctipes se adapta mejor a temperaturas calidas, las temperaturas Optimas para el
desarrollo de huevos va de 20°C a 30°C y para el desarrollo de ninfas va de los 20°C a

35°C (Champlain & Lance 1967b).

2.4 Depredacion intragremial

Polis et al., (1989) definen un “gremio” como todos los taxa en una comunidad que utilizan
recursos similares (comida o espacio) y por lo tanto pueden competir, sin importar las
diferencias en las tacticas de adquisicién de recursos. Por lo tanto, la depredacion
intragremial (DIG) se puede entender como el consumo entre enemigos naturales que
utilizan un mismo recurso (Snyder & Ives, 2008). La DIG puede ser reciproca (cuando
ambas especies depredadoras se pueden atacar) o unidireccional (cuando sblo una especie
depredadora ataca a la otra). Para el caso de los insectos parasitoides, la DIG es

generalmente unidireccional, siendo el parasitoide el “depredador depredado” (presa-1G) y



el depredador generalista, el “verdadero” depredador (depredador-1G). En un sistema asi, la
DIG puede llegar a tener alta significancia ecologica y agronomica pues puede llegar a
interrumpir el control de los parasitoides sobre los herbivoros hospederos (Meyhéfer &
Klug, 2002; Martinou et al., 2010). Por ejemplo en el estudio de Snyder & Ives (2008)
observaron que la interaccion ejercida entre el escarabajo Prerostichus melanarius Illiger,
1798 (Coleoptera: Carabidae) y el parasitoide Aphidius ervi reducia el parasitismo de la
presa intragremial y en consecuencia interrumpia el control de la especie plaga y por lo
tanto la planta era afectada.

Se conocen varios ejemplos de DIG entre insectos depredadores (Rosenheim et al., 1999) y
entre insectos parasitoides (e.g. Rees & Onsager, 1985; Heimpel et al., 1997; Snyder &
Ives, 2003; Martinou et al., 2010; Moreno-Ripoll et al., 2012). Sin embargo para el caso de
interaccion de depredadores con parasitoides los estudios son menos abundantes. En un
estudio con Orius insidiosus Say 1832 (Hemiptera: Anthocoridae) y la avispa Eretmocerus
sp. nr. emirafus (Hymenoptera: Aphelinidae) Zolnerowich and Rose 1998, Naranjo (2007)
encontrd que este depredador tleva a cabo depredacion intragremial sobre la avispa y que
bajo ciertas condiciones prefiere incluso depredar moscas blancas parasitadas que moscas
blancas no parasitadas.

Para el caso del sistema G. punctipes-E. eremicus, en el laboratorio de control biologico del
Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias (UdG) se realizé un estudio
que demuestra que existe DIG de Geocoris punctipes sobre ninfas de mosca blanca
parasitadas por el parasitoide Eretmocerus eremicus (Michel-Rios & Ramirez-Romero

2011).

2.4.1 Semioquimicos

Los semioquimicos o infoquimicos, se definen como un quimico que transmite informacion
en una interaccion entre dos individuos, provocando en el receptor un comportamiento o
respuesta fisioldgica que resulta adaptativa a uno o ambos interactuantes (Dicke & Grostal,

2001).



En los insectos la informacién semioquimica puede ser adquirida a través del olfato
(antenas), a través del gusto (partes bucales, patas) o por una combinacién de ambas
(Gullan & Cranston 2010). Tipicamente, a través del olfato se da la deteccion de seiiales
quimicas que estan disueltas en el medio ambiente (aire o agua), lejos de su fuente original.
Por otra parte, a través del gusto, se da la adquisicion de sefiales semioquimicas por
contacto directo con la fuente o con un producto no disuelto. Por lo tanto algunos
semioquimicos pueden ser de vida corta (e.g. volatiles), y otras pueden ser detectadas por
relativamente un large periodo de tiempo después de que estas son depositadas o liberadas

y son importantes a corta distancia (e.g. huevos, excretas, exuvias, etc.) (Wajnberg et al.,
2008).

[Los enemigos naturales basan sus decisiones de forrajeo en la informacién proveniente de
diferentes niveles troficos (presas, plantas, etc.). Entre la informacion utilizada por los
enemigos naturales, la informacién quimica juega un papel muy importante y se sabe que
un amplio nimero de artropodos pueden reconocer un riesgo de depredacion mediante
sefiales quimicas (Vet & Dicke, 1992; Dicke & Grostal, 2001, Ahamad et al., 2004). Por
ejemplo, Pope et al., (2008) encontraron que la produccion de glucosinolatos por plantas
cruciferas como consecuencia del ataque de plagas funcionan como sefiales indirectas de
respuesta de defensa. Estos compuestos mejoran la atraccion de parasitoides de la especie
Diaeretiella rapae Mclntosh 1855 (Hymenoptera: Braconidae), la cual utiliza las sefiales
quimicas para localizar a sus presas (afidos).

Asi mismo la informacién quimica puede mediar las interacciones entre animales y sus
recursos, competidores y enemigos. De toda la informacion quimica generada por animales,
las sefiales acerca del riesgo de depredacion son de especial significancia porque el riesgo
de depredacion usualmente tiene importantes e inmediatas consecuencias en la adecuacion
(Dicke & Grostal, 2001). La eficiencia en reconocer enemigos y la reaccion oportuna en
respuestas defensivas (escape, activacion de defensas directas o la proteccion de la
progenie) tiene obvias ventajas, especialmente para las especies que estan bajo presion

selectiva de organismos de niveles tréficos mas altos (Vet & Dicke, 1992),
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Existen por ejemplo, casos en los cuales la presa-intragremial es capaz de detectar
semioquimicos de contacto y evitar la DIG (Janssen et al., 1997; Ruzicka, 2002; Agarwala
et al., 2003; Nakashima et al., 2004; Almohamad et al., 2010; Choh et al, 2010; Tapia et al.,
2010).

Algunos ejemplos de parasitoides que evitan la DIG mediante modificaciones conductuales
se mencionan a continuacion. Taylor et al., (1998) encontraron que el parasitoide Aphidius
ervi Haliday 1834 (Hymenoptera: Aphidiidae) forrajeaba menos tiempo en parches que
habian sido expuestos previamente al depredador Coccinella septempunctata 1.. 1758
(Coleoptera: Coccinellidae). Estos resultados fueron confirmados por Nakashima & Senoo
(2003) quienes ademas determinaron que un compuesto de contacto (n-tricosano y n-
pentacosano) en particular producia el efecto repelente a los parasitoides. Otros ejemplos
donde el rol de los semioquimicos es importanie en la mediacion de interacciones
intragremiales es el realizado por Nakashima et al., (2004) quienes observaron el papel de
semioquimicos de contacto entre Coccinella septempunctata y el parasitoide de afidos
Aphidius ervi, donde mencionan que hembras parasitoides evitan hojas visitadas por adultos
y larvas de C. septempunciata. Para el 2006 Nakashima, et al., probaron a Aphidius eadyi
Stary, Gonzalez y Hall 1980 (Hymenoptera: Braconidae), Aphidius ervi (Hymenoptera:
Braconidae) y Praon volucre Haliday 1833 (Hymenoptera: Braconidac) en caminos de
rastros quimicos depositados por Coccinella septempunctata y Adalia bipunctata L. 1758
(Coleoptera: Coccinelidae) donde las hembras parasitoides evitaron hojas previamente

visitadas por los depredadores.

Por otra parte, varios estudios han documentado que algunas especies de insectos son
capaces de utilizar semioquimicos voldtiles para evitar la depredacién intragremial
(Almeida et al., 2007; Almohamad et al., 2010; Zahedi-Golpayegani et al., 2007). En el
caso de parasitoides utilizando volatiles para evitar DIG de depredadores, los estudios son
escasos; por ejemplo, se ha reportado el estudio de Raymond et al., (2000) donde el
parasitoide Lysiphlebus fabarum Marshal 1896 (Hymenoptera: Braconidae) fue expuesto a
plantas de V. faba con afidos y/o coccinélidos, el parasitoide selecciond en menor
frecuencia el campo con &fidos y coccinélidos (2/30) y permanecié menos tiempo en

campos con coccinélidos y mas tiempo cuando no los habia.
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Nakashima et al., (2004) también demuestra que el parasitoide Aphidius ervi
(Hymenoptera: Braconidae) detecta volatiles del depredador C. Septempunciata y evita
ovipositar en poblaciones de afidos cercanas. Sin embargo hacen falta estudios que
demuestren el uso de volatiles en interacciones de artrépodos en situaciones donde se

presente DIG.
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3. HIPOTESIS

5.1 El parasitoide Fretmocerus eremicus preferird forrajear en zonas libres del depredador
Geocoris punctipes.
5.2 El parasitoide Eretmocerus eremicus se orientari preferencialmente hacia zonas libres

del depredador haciendo uso de informacion semioguimica volatil.

4. OBJETIVOS

3.1 Determinar st el parasitoide Eretmocerus eremicus evita la depredacion intragremial

mediante modificaciones en su conducta de forrajeo.

3.2 Determinar si el parasitoide Erefmocerus eremicus se orienta preferencialmente hacia

zonas libres de depredador Geocoris puncfipes haciendo uso de informacion

semioquimica volatil.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Jitomate Solanum lycopersicum

Las plantas de jitomate que se utilizaron fueron de semillas comerciales variedad saladette
compradas en Casa del Hortelano en Guadalajara, Jalisco. Las semillas se sembraron en
macetas (9 cm alto por 8 cm de didmetro) que contenian tierra Nutrigarden®, 50% tierra
negra y 50% tierra de hoja (Sulfatos y Derivados, S.A. de C.V., México) y perlita (Agrolita
de México, S.A. de C.V.) en una proporcién 50:50. Las plantas se fertilizaron con
fertilizante “triple 18” (SQM Comercial de México S.A. de C.V.) el cual contiene 18% de
nitrogeno, 18% de fosforo, 18% de potasio, 1% de azufre y 1% de magnesio y el porcentaje
restante contiene otros elementos como fierro, cobre, zinc, manganeso, molibdeno y boro.
Estas plantas se desarrollaron en condiciones de 24 + 3°C, 50 £10% HR y un fotoperiodo
de 14:10 (luz: obscuridad). Las plantas se utilizaron cuando tenian entre dos y cinco meses
de edad o bien cuando alcanzaron entre cinco y siete hojas de desarrollo. Las plantas fueron

mantenidas en un ambiente libre de herbivoros antes de su utilizacion.

5.2 Trialeurodes vaporariorum

Las mosquitas blancas utilizadas fueron de una colonia del laboratorio de Control
Biologico, del Centro Universitario de Ciencias Biologico y Agropecuarias (CUCBA) de la
Universidad de Guadalajara, esta colonia fue fundada con individuos donados por la Dra.
Carla V. Sanchez-Herndndez (Departamento de Produccion Agricola, CUCBA, UDG) en
junio del 2010 y verificados taxondmicamente por el especialista en Aleyrodidae, Dr.
Vicente Carapia (Universidad Autonoma del Estado de Morelos). Son moscas blancas
libres de virus y mantenidas en condiciones de 24 + 3°C, 50 £10% HR y un fotoperiodo de

14:10 (luz: obscuridad) sobre plantas de jitomate.

5.3 Eretrmmocerus eremicis

Las avispas parasitoides que se utilizaron fueron adquiridas a la compaiia Koppert México
S.A. de C.V. Los individuos se mantuvieron desde su emergencia hasta su uso en los

experimentos en jaulas de acrilico (45cm de alto x 38 cm de largo x 30 em de ancho) y
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alimentados ad libitum con una solucion de miel diluida en agua (proporcién 7:3 ml miel:
agua). Esta solucion de miel fue reemplazada cada 2 dias. Las avispas también fueron
provistas con agua simple mojando una servilleta de papel doblada (7em x 7 cm) puesta
sobre la base de una caja petri (8.5 cm de didmetro), el agua era renovada cada 2 dias. Las
hembras parasitoides se utilizaron cuando tenian entre 2 y 8 dias de edad para aumentar la
probabilidad de apareamiento, asi como el que estén listas para ovipositar, pues se sabe que
a partir del primer dia de vida pueden aparearse y poner huevecillos (Asplen et al., 2001).
La diferenciacion del sexo se hizo en observaciones previas y con base en caracteres
representativos como las antenas (Basado en la descripcion hecha por Gould et al., 2008).
Para ello, los parasitoides (15 machos y 15 hembras) de 1 dia de edad fueron puestos en
cajas petri con una hoja de jitomate que tenia ninfas de segundo y tercer estadio para que
los parasitoides tuvieran experiencia de oviposicion. Se busco que tuvieran experiencia para
evitar que empezaran a reabsorber sus huevecillos (Asplen et al., 2001) y que tuvieran
propension a seguir ovipositando durante los experimentos (Nakashima & Senoo, 2003).
Las avispas tuvieron alimentacion ad libitum. Las 15 parejas de avispas fueron mantenidas
en condiciones de 24 + 3°C, 50 £10% HR y un fotoperiodo de 14:10 (luz: obscuridad) hasta

su uso en los experimentos.

5.4 Geocoris punctipes

Los depredadores de esta especie fueron adquiridos a la compaiiia Organismos Benéficos
para la Agricultura de Autlan, Jalisco, México. Desde su arribo al laboratorio, fucron
mantenidas en jaulas de poliestireno (40cm de largo x 30cm ¢m ancho y 31 em de alto) y
alimentadas ad libitum con una dieta artificial (Cohen, 1985), agua y adicionando
suplementos alimenticios como polen y semilla de sorgo para mejorar el desarrollo de los
individuos (Tillman & Mullinix, 2003; Dunbar & Bacon, 1972). La dieta artificial y el agua
fueron cambiadas diariamente, mientras que los suplementos alimenticios se cambiaron una
vez por semana. Las hembras depredadoras que fueron utilizadas en los experimentos
tenian entre una y seis semanas de edad como adultos. Lo anterior porque las hembras
necesitan un periodo de preapareamiento que va de 2 a S dias y un periodo promedio de

pre-oviposicion de 5.2 dias (Dunbar, 1972).Las hembras pueden poner huevos viables con
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un solo apareamiento por 30 (x11.5) dias en promedio y si continian apareandose la
produccion de huevos viables es continua (Champlain & Lance, 1967). Las hembras fueron
mantenidas en condiciones de 24 + 3°C, 50 £10% HR y un fotoperiodo de 14:10 (luz:

obscuridad).

5.5 Comportamiento de forrajeo selectivo de E. eremicus

El objetivo de este experimento fue determinar si el parasitoide E. eremicus evita la
depredacion intragremial mediante modificaciones en su conducta de forrajeo, evitando los
sitios con presencia del depredador o reduciendo su tiempo de forrajeo en estos sitios. Para

esto se realizaron dos bioensayos.

Bioensayo sin opcién

Todos los dias, entre 8:30 y 12:30 horas, una hembra parasitoide fue introducida en una
caja petri (que contenia una capa de agar de ~5 mm en ¢l fondo y sobre el agar, un papel
filtro (ISOLAB de porosidad media, de 8.5 cm de diametro). Este tipo de dispositivo ha
sido utilizado previamente en estudios similares (e.g. Nakashima et al., 2004). En adelante,
esta caja petri sera llamada “arena”. Cada arena contenia uno de los tres tratamientos
siguientes:

1) Hoja de jitomate con ninfas (control, en adelante referido como C): consiste de
una hoja de jitomate con 60-80 ninfas de MB de segundo y tercer estadio, que fue
introducida en un frasco de vidrio (5.8x2x1.6 cm) que contenia un papel filtro (4x3 cm)
humedo. El frasco se tapo con un pedazo de tela de organdi sujetado con una liga y se dejé
asi durante 24 horas previas a la observacion.

2) Hoja de jitomate con ninfas y con exposicion previa al depredador (en adelante
referido come EPD): Consistio en una hoja de jitomate introducida en un frasco de vidrio
con las caracteristicas del tratamiento anterior. La diferencia es que al principio, al frasco se
le introdujo una hembra depredadora a la que se dejaba forrajear en el frasco durante 24
horas. [.a hembra depredadora era retirada 10 minutos antes de iniciar la observacion.

3) Hoja de jitomate con ninfas y con presencia de depredador (en adelante referido
como PD): Consiste en una hoja de jitomate emplazada en un frasco de vidrio como en el

tratamiento 1. La diferencia es que se dejo la hoja con las ninfas dentro del frasco durante
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24 horas y 10 minutos antes de iniciar la observacion se infrodujo en la arena de
observacion una hembra depredadora de G. punctipes que forrajed de manera concomitante

con la avispa parasitoide.

Para cada hembra parasitoide se registré el nimero de ataques y oviposiciones sobre ninfas
de MB, el tiempo de residencia (i.e. el tiempo que pasé el parasitoide forrajeando sobre la
hoja en cada uno de los distintos tratamientos), y la secuencia conductual de forrajeo sobre
las ninfas. Estas variables de respuesta fueron registradas para cada hembra parasitoide

durante una hora de observacién. Cada tratamiento se replicéd 20 veces.

En base a observaciones preliminares se preparé el cuadro 1 que contiene los
comportamientos observados en el forrajeo de E. eremicus en hojas de jitomate con ninfas

de mosca blanca.

Cuadro 1. Catidlogo de comportamientos del parasitoide Erefmocerus eremicus
considerados y que fueron analizados en este estudio.

Evento Simbolo Descripcién

Antenas A Cuando el parasitoide toca las ninfas con las antenas

Ataque K Cuando el parasitoide toca la ninfa de MB con su
ovipositor

Caminar C Cuando el parasitoide camina por la hoja

Limpieza L Cuando el parasitoide se limpia antenas, patas, ovipositor y
alas.

Quieto Q Cuando el parasitoide se detiene

Arrastre Ao Cuando el parasitoide saca su ovipositor y lo arrastra por la

ovipositor hoja

Patas P Cuando el parasitoide toca las ninfas con las patas

Succién S Cuando el parasitoide pega su aparato bucal a la ninfa y

chupa la ninfa.
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Bioensayo con opcién

En este bioensayo, una hembra parasitoide fue introducida en una caja petri (en adelante
arena) que contenia de manera simultanea los tres tratamientos descritos en el bioensayo sin
opcion. Esta arena (Figura 4) tenia en el fondo, papel bond (8.5 cm de diametro) y un
pedazo de servilleta de papel doblado. Sobre esta base se colocaron los tres diferentes
tratamientos. Los tratamientos se encontraban separados fisicamente por divisiones de
plastico. Cada division contenia 56 hoyos de ~2 mm de didmetro cada uno, lo cual permitia
el paso de la avispa entre los tratamientos pero no del depredador.

Las hojas en cada tratamiento fueron puestas con un
pequefio pedazo de espuma floral “OASIS®” (NUEVO
NOVA, SMITHERS-OASIS de México S.A. de C.V.)
esto con la finalidad de mantener hidratada la hoja. Cada

hembra fue observada durante ocho minutos, al término

de este periodo de tiempo se dejoé de observar la hembra
. - durante 52 minutos. Este procedimiento se repitié ocho

Figura 4. Arena de bioensayo con

opcion. Foto: MC Velasco H. veces, de tal forma que la hembra se observéd durante 64

minutos en total, este procedimiento constituyd una réplica. Para cada nueva réplica se

utilizé una nueva hembra y nuevas hojas para evitar la pseudoreplicacion.

Para cada hembra parasitoide se registré el tiempo de residencia (i.e. el tiempo que pasa el
parasitoide forrajeando sobre la hoja con los distintos tratamientos), el nimero de ataques
sobre ninfas de MB, y la frecuencia de eleccion de los tratamientos que hizo la avispa.

Este experimento se replico 24 veces.

Anadlisis de datos

Para el Bioensayo 1 se analizaron como variables de respuesta: nimero de ataques sobre
ninfas de MB, niimero de oviposiciones sobre ninfas de MB, tiempo de residencia sobre
cada tratamiento, tiempos de duracion de los ataques, tiempos de duracion de las
oviposiciones (para estas variables nos basamos en la definicion de Ardeh et al., (2005) que
define una oviposicion como: el parasitoide desciende e inserta el ovipositor debajo de la

ninfa y deja un huevo donde la duracion es mayor a 50 seg. (Los tiempos inferiores a 50
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seg. se consideraron como ataques); y la secuencia conductual de las avispas sobre cada
uno de los tratamientos.

En el segundo bioensayo se analizaron como vartables de respuesta el nimero de ataques,
el tiempo de residencia en cada uno de los tratamientos y la frecuencia de eleccién del

tratamiento por parte de las avispas.

Los tienmpos de residencia, el nimero de ataques, y el nimero de oviposiciones fueron
comparados entre Jos tratamientos mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y
con un andlisis pos-hoc de comparaciones multiples no paramétricas. La duracion de los
ataques y oviposiciones se analizé con ANOVA y prueba de Tukey correspondiente. La

frecuencia de eleccion de tratamientos en el bioensayo 2 se compararon mediante la prueba
de Chi-cuadrada (Zar, 1998).

Para el analisis de las secuencias conductuales se siguid el procedimiento descrito en
detalte en Ramirez-Romero et al., 2012. Que consiste en términos generales en analizar las
transiciones conductuales, las cuales son agrupadas en una matriz global que es comparada
con una matriz esperada a través de un test de G y cuando se encontraron desviaciones
estadisticamente significativas se analizaron los residuales estandarizados de la matriz
global para encontrar la diferencia significativa especifica a la transicion del
comportamiento (MacDonald & Gardner, 2000). Los resultados del analisis de las

secuencias conductuales de las avispas se representan graficamente mediante etogramas

(Field & Keller, 1993; Mondor & Roland, 1998).

5.6 Comportamiento de orientacion preferencial de E. eremicus hacia zonas
libres de Geocoris punctipes haciendo uso de informacion semioquimica

El objetivo de este bioensayo fue determinar si la presa-IG hace uso de semioquimicos

volatiles para evitar zonas con presencia del depredador.

Para esto, una a hembra parasitoide de dos a seis dias de edad fue introducida en un
dispositivo de vidrio similar al descrito por Ardeh et al., (2004), el cual estaba compuesto

por una camara de cristal de 1cm3unida a un tubo de cristal de 11 ¢m de largo por 0.5 cm @.
gop
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Este dispositivo presenta en un extremo la fuente de aroma y en el otro extremo se
introduce la avispa, (Figura 5). Ademas, el tubo de vidrio se dividié en tres 4reas
equidistantes: cercana a la fuente aromatica (en adelante referida como E3), media (en

adelante referida como E2) y distal (en adelante referida como E1) (Figura 6).

Figura 5. Dispositivo similar al de Ardeh et al., (2004) utilizado en bioensayo de volatiles. Foto:
MC Velasco H.

En este tubo de vidrio se hizo circular aire a una velocidad de 500 cm’/min, humidificado y
previamente filtrado en un filtro de carbono (Whatman; Whatman Inc., Springfield Mill,
Reino Unido). Primero, en base a los resultados reportados por Ardeh et al., (2004),
validamos nuestro dispositivo experimental registrando la actividad que machos
parasitoides virgenes mostraban hacia los siguientes tratamientos:

i) ninguna fuente aromatica (control negativo) y

i1) 5 hembras conespecificas virgenes (control positivo).

Una vez validado el dispositivo (ver fig. 13 para detalles), se procedid a probar tres
tratamientos bajo un disefio completamente aleatorio en bloques. Los tratamientos probados
fueron:

1) Hoja con ninfas (control, en adelante referido como C): consistio de un pedazo de
hoja (~lem?) de jitomate con ~15 ninfas de MB de segundo y tercer estadio que fue
introducido en un frasco de vidrio (5.8%2x1.6 cm) que contenia un papel filtro (4x3 c¢cm)
humedo, el frasco se tapé con un pedazo de tela de organdi sujetado con una liga y se dejo
asi durante 24 horas previas a la observacion.

2) Hoja con ninfas y con exposicion previa al depredador (en adelante referido
como EPD): consistié de un pedazo de hoja (~1em?) de jitomate con ~15 ninfas de MB de
segundo y tercer estadio que es introducido en un frasco de vidrio con las caracteristicas del
tratamiento anterior. La diferencia es que al principio, al frasco se le introdujo una hembra
depredadora a la que se le dejé forrajear en el frasco durante 24 horas. La hembra

depredadora fue retirada 10 minutos antes de iniciar la observacion.
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3) Hoja con ninfas y con presencia de depredador (en adelante referido como PD):
consistio de un pedazo de hoja (~1em?®) de jitomate con ~15 ninfas de MB de segundo y
tercer estadio que fue introducido en un frasco de vidrio como en el tratamiento 1. La
diferencia es que se deja la hoja con las ninfas dentro del frasco durante 24 horas y 10
minutos antes de iniciar la observacion se introdujo en el dispositivo de observacién el
pedazo de hoja y una hembra depredadora.

Los tubos de vidrio se lavaron después de cada observacion con agua destilada y jabon
neutro, posteriormente se dejaron secar y finalmente se limpiaron con alcohol al 70% para
remover residuos, como se realiza cominmente en estudios de olfatometria (e.g. Desneux
& Ramirez-Romero et al., 2009; Ramirez-Romero et al., 2012). Un nuevo parasitoide fue
utilizado en cada nueva observacion. Cada observacion tuvo una duracion de 10 minutos
(tiempo definido de acuerdo al experimento piloto). Para cada tratamiento, se midio el
tiempo que tomaba cada avispa en llegar al extremo de la zona E3, también se registro el

tiempo que las avispas pasaron en cada area. Este procedimiento se replico 22 veces.

Figura 6. Dispositivo con divisiones utilizado en observaciones bioensayo de volatiles.
Foto: MC Velasco H.

Andlisis de Datos

En la validacion del dispositivo experimental se compard el tiempo promedio que las
avispas macho tomaban para llegar al extremo de la zona E3 entre el tratamiento control
positivo y control negativo a través de pruebas de Kruskal-Wallis y comparaciones

multiples no paramétricas correspondientes (Zar 1998).

Entre los tres tratamientos (i.e. C, EPD y PD), se compar¢ el tiempo promedio que tomaron
las avispas hembras para llegar al extremo E3 y el tiempo promedio que las avispas pasaron
en la zona E1 del tubo a través de la prueba de Kruskal-Wallis y comparaciones multiples

no paramétricas correspondientes (Zar, 1998).
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6. RESULTADOS

6.1 Comportamiento de forrajeo selectivo de Eretmmocerus eremicus en zonas
libres de depredador.

Bioensayo sin opcién

Cuando se comparo el nimero promedio de ataques se detectd una diferencia
marginalmente significativa entre los tratamiento (KW-H 60, = 06,4348, p= 0.0401), Sin
embargo, cuando se realizd la comparacidn maltiple, ésta diferencia dejdé de ser
significativa (C contra EPD: p= 0.2513, C contra PD: p= 1.000 y EPD contra PD: p=
0.0636) (Figura 7a). Cuando se compar6 el nimero de oviposiciones, se encontraron
diferencias significativas (KW-H 60 = 11.8056, p= 0.0027). En el tratamiento EPD, el
numero de oviposiciones fue significativamente més alto que el observado en el tratamiento
PD (KW-H 260y = 11.8056, p= 0.0023). No obstante, en el grupo control ¢l nimero de
oviposiciones no fue significativamente diferente del observado en EPD (KW-H 40 =

11.8056, p= 0.3424) 0 PD (KW-H (240 = 11.8056, p= 0.2234) (Figura 7b).
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Figura 7. Promedios (+EE) del biocensayo sin opcién, a) nimero de atagues, b) niimero de
oviposiciones de Eretmocerus eremicus en los diferentes tratamientos que son: Control (C) con
exposicion previa al depredador (EPD) y con presencia de depredador (PD),
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Respecto al tiempo promedio de duracién de los ataques no se encontro diferencia
significativa entre los tratamientos (F 146y = 0.3147, p= 0.7305) (Figura 8a). Cuando se
analizo el tiempo promedio de duracion de las oviposiciones si se encontrd diferencia
significativa entre los tratamientos (F 46y = 4.515, p= 0.012). El parasitoide tarda
significativamente menos tiempo ovipositando en el tratamiento EPD  respecto del
tratamiento PD (F 514) = 4.515, p= 0.0191). Sin embargo, cuando se compara el
tratamiento EPD con el tratamiento C no existen diferencias significativas (F 116y = 4.515,
p=0.1085); al igual que no se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento PD

con el tratamiento C (F 146y = 4.515, p= 0.4396) (Figura 8b).

Cuando se compard el tiempo promedio de residencia del parasitoide entre los tres
tratamientos, se encontraron diferencias significativas (KW-H (260) = 25.5395, p< 0.0001).
Se observa que la avispa parasitoide permanece significativamente mas tiempo en C y EPD
respecto a P (para C vs PD= KW-H (5 0, = 25.5395, p= 0.0008; para EPD vs PD= KW-H
2.60) = 25.5395, p= 0.00007) (Figura 8c).
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Figura 8. Promedios (+EE) de bioensayo sin opcidén a) tiempo de atagues, b) tiempo de
oviposiciones y ¢) tiempo de residencia del parasitoide Eretmocerus eremicus en los
diferentes tratamientos: con exposicién previa al depredador (EPD), con presencia de
depredador (PD) y control (C).
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Frecuencias de los comportamientos

Las frecuencias para cada uno de los ocho comportamientos en cada uno de los tres
tratamientos se reportan en los cuadros 2, 3 y 4. Las frecuencias de transiciéon entre un
comportamiento y otro para cada uno de los tres tratamientos se representan en la figura 9.
Al analizar las frecuencias de los 8 comportamientos registrados, se observa que para las
hembras de E. eremicus, los comportamientos mas frecuentes fueron (se indica el
comportamiento, seguido de la frecuencia relativa y el tratamiento): /impiarse (0.35-C,
0.33-EPD vy 0.34-PD), caminar (0.34-C, 0.34-EPD y 0.30 PD) y gntenas (0.13-C, 0.15 EPD
y 0.14-PD), cuya suma es 0.82 para el tratamiento C, 0.82 para el tratamiento EPD y 0.78
para ¢l tratamiento PD (Cuadro 2, 3 y 4).

Al analizar las secuencias conductuales (etogramas) durante el forrajeo de las avispas en los
diferentes tratamientos, se observa una secuencia de comportamientos estereotipada, esto
es, no aleatoria (Figura 9). En el etograma del tratamiento C (Figura 9a) y en el etograma
del tratamiento PD (Figura 9c) el parasitoide presenta 6 comportamientos principales que
son: caminar, antenas, limpiarse, ataque, patas y quieto. Para el tratamiento EPD (Figura
9b) se observan los mismos comportamientos con excepcion del comportamiento guieto,

ausente en EPD.

Las secuencias conductuales pueden describirse de la siguiente forma: En el tratamiento C
(Figura 9a) el parasitoide llega, camina, después de caminar se limpia el cuerpo (69.6%) o
comienza a tocar ninfas con las antenas (30.4%). Si toca las ninfas con las antenas, puede
tocar las ninfas con las patas delanteras (32.1%) o puede hace un ataque (67.9%). Después
de un ataque, la avispa generalmente se limpia. Si después de caminar, la avispa se limpia,
usualmente toca las ninfas con las antenas (30.6%) o bien vuelve a caminar (69.4%).
Después de descansar, las avispas generalmente se limpian (Figura 9a). En el tratamiento
EPD (Figura 9b) los parasitoides realizan basicamente las mismas secuencias conductuales
que en el tratamiento C. Sin embargo, en EPD después de limpiarse generalmente vuelven a
caminar y no van a explorar con las antenas. Otra diferencia es que en EPD el

comportamiento guiefo y las secuencias relacionadas no se presentaron. En el tratamiento
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PD (Figura 9¢), se observa un comportamiento similar al descrito en el tratamiento C. La
diferencia es que en PD después de limpiarse, las avispas pueden caminar (59%), pueden
quedarse quietas (10.8%) o de manera aleatoria pueden explorar con las antenas (30.2%).

Cuadro 2. Frecuencias para cada comportamiento registrados en el tratamiento control (C)
en las 20 replicas para cada hembra parasitoide de Eretmocerus eremicus.

Replica/Comportamiento | A K| C L Q | Ao | P S
1 3 0 | 31 | 28| 2 0 1 0
2 5 1 35 | 31 1 0 2 0
3 28 | 16 | 48 | 51 2 0 15 1
4 0 0 4 5 2 0 0 0
5 0 0 10 | 28 [ 14 0O 0 0
6 10 7 1 6 1 0 4 7
7 0 0 7 4 6 0 0 0
8 25 | 14 | 46 | 33 | 2 0 11 0
9 23 | 11 | 29 | 39 1 0 8 0
10 17 1 9 | 41 | 42 | 11 0 3 1
11 17 | 11 | 56 { 62 | 4 0 6 0
12 ] 0 141 9 12 1 0 0 0
13 3 2 13 | 11 1 0 0 0
14 12 3 24 | 31 9 \ 2 0
15 0 0 1 1 0 0 0 0
16 17 { 6 58 | 54| 0 0 6 4
17 1 1 12 | 21 | 11 0 0 4
18 19 | 18 | 21 | 17 1 0 3 0
19 27 | 23 122 20| O 0 0 0
20 12 7 125 19 1 3 0 0
Frecuencia 220 | 129 | 498 | 505 | 81 3 61 | 17
Frecuencia relativa 0.13(0.06 {0.3410.35|0.06(0.0010.0510.01
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Cuadro 3. Frecuencias para cada comportamiento registrados en el tratamiento con

exposicion previa a depredador (EPD) en las 20 replicas para cada hembra parasitoide de
Eretmocerus eremicus.

Replica/Comportamiento | A K C L Q |Ao | P S
1 0 0 13 | 12 7 0 0 0
2 32 f 16 | 38 | 43 7 0 17 0
3 35 | 13 | 66 | 54 | 2 0 19 I
4 29 | 11 | 44 | 42 3 0 10 0
5 12 | 4 51 | S8 | 9 0 6 0
6 4 0 51 | 82 | 2 0 2 0
7 19 6 22 | 31 1 0 7 2
8 31 | 17 | 29 | 29 1 0 16 0
9 17 | 12 | 33 | 31 1 0 6 0
10 24 | 12 | 28 | 37 1 0 5 2
11 27 | 26 | 66 | 59 | 2 8 3 1
12 14 | 12 | 44 | 53 4 1 5 0
13 4 2 38 | 27 | 8 0 0 4
14 0 0 6 5 0 0 0 0
15 25 1 20 | 38 | 37| 0 2 4 1
16 12 9 39 | 38 | 7 0 3 3
17 7 4 52 | 46 | 11 0 2 0
18 24 | 21 | 28 | 25 1 0 0 1
19 15 9 6 12 | 3 0 2 0
20 13 | 12 | 21 | 23 2 0 0 1
Frecuencia 344 |1 206 | 713 | 714 | 72 | 11 | 107 | 16
Frecuencia relativa 0.1510.08 034 |0.33[0.03|0.01|0.05]0.01
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Cuadro 4. Frecuencias para cada comportamiento registrados en el tratamiento con presencia

de depredador (PD) en las 20 replicas para cada hembra parasitoide de Erefmocerus
eremicus.

Replica/Comportamiento | A K C L Q |Ao | P S
1 1 1 11 | 10 1 1 0 0
2 14 5 14 4} 19 3 0 8 0
3 26 | 12 | 36 | 39 1 0 12 0
4 0 0 ] 0 0 0 0 0
5 5 3 4 6 0 0 1 0
6 2 1 10 7 | 0 i 0
7 22 |12 | 12 | 16 | 5 0 4 5
8 2 7 14 | 17 | 2 0 0 0
9 0 0 1 1 0 0 0 0
10 0 0 0 1 0 0 0 0
11 0 0 1 0 0 0 0 0
12 11 1 31 | 33 3 0 0 2
13 0 0 1 0 0 0 0 0
14 0 0 | 3 3 0 0 0
15 0 0 14 | 11 3 0 0 1
16 0 0 1 14 | 13 0 0 0
17 0 0 23 | 22 | 2 0 0 10
18 16 | 13 | 30 | 22 | 2 5 1 0
19 8 3 2 8 0 0 0 3
20 1 0 4 3 0 0 0 0
Frecuencia 108 | 58 1211 ) 232 39 6 27 1 21
Frecuencia relativa 0.1410.07 | 0.30 | 0.34 | 0.06 { 0.00 | 0.04 | 0.03
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Figura 9. Etogramas del bioensayo sin opcidén mostrando la secuencia de comportamiento de forrajeo del parasitoide £.
eremicus en cada uno de los distintos tratamientos: a) Control {C}, b) con exposicién previa al depredador (EPD} v ¢} con
presencia de depredador (PD). Nimeros dentro de los circulos representan las repeticiones del comportamiento y los
numeros al lado de las flechas representan el nimero de transiciones. Flechas solidas representan transiciones
significativamente diferentes a las esperadas (no aleatorias) y lineas punteadas representan transiciones no
significativamente diferentes de las esperadas (azar}. Transiciones menores al 3% no son mostradas.
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Bioensayo con opcién
El nimero promedio de ataques entre los tres fratamientos no fue significativamente

diferente (KW-H (3, 7= 0.4691, p= 0.7909} (Fig. 10a). Cuando se analizé el tiempo
(2. 72) p g
promedio de residencia y se compard entre los tres tratamientos no se encontré diferencia

significativa (KW-H (3, 72=5.2201, p=0.0735) (Fig. 10b).
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Figura 10. Bioensayo con opcién a) Numero de ataques del parasitoide E. eremicus sobre ninfas de
mosca blanca (Promedio + EE) y b) Tiempo de residencia del parasitoide E. eremicus sobre los
distintos tratamientos (Promedio + EE).

La figura 11 muestra la proporcion del niimero de selecciones de tratamiento por el
parasitoide, no existiendo una diferencia significativa entre los tratamientos cuando dichas

proporciones se compararon (X” = 4.463, gl=2, P= 0.107).
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Figura 11. Bioensayo con opcion, proporcion de seleccion (Promedio + EE)de E. eremicus frente a

los tres tratamientos: control (C), con exposicion previa a depredador (EPD} y con presencia de
depredador {PD).

6.2 Comportamiento de orientacion preferencial de Erefmocerus eremicus
hacia zonas libres de Geocoris punctipes haciendo uso de informacién

semioquimica,
Como se menciond previamente, primero se realizd la validacion del dispositivo

experimental similar al utilizado por Ardeh et al., (2004), ya que se habia planeado usar un

olfatdémetro de cuatro vias {Ver anexo 2).

Cuando se realizd la prueba de validacion del dispositivo se encontré que existen
diferencias significativas entre los machos parasitoides, los cuales en promedio tardan
menos tiempo en llegar al extremo con el aroma (KW-H (44= 7.7533, p= 0.0054) en el
cual se localizan las 5 hembras virgenes y tardan mads tiempo en llegar al extremo E3
cuando solo se conduce aire humidificado sin ninguna fuente aromatica. De igual manera

en promedio los parasitoides pasan mas tiempo en la zona més lejana E3 cuando hay
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ausencia de fuente aromatica que cuando existe la fuente aromatica (KW-H (5.44= 7.5427,

p= 0.0060}, esto corroboré la efectividad del dispositivo utilizado (Figura 12).
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Figura 12. Promedios (+EE) de experimento 2 a) tiempo que tarda en llegar el parasitoide
Eretmocerus eremicus al extremo con fuente aromatica y b) tiempo que permanecié el parasitoide
en el espacio distal del dispositivo en el control positivo (5 hembras virgenes: SHV) y en el control
negativo (Aire humidificado: AIRE).

Al analizar los tratamientos de interés, se encontrd que cuando se compard el tiempo
promedio que tarda el parasitoide en llegar al extremo de la fuente aromadtica entre los
tratamientos C, EPD y PD, no se encontr6 diferencia significativa (KW-H (246= 2.9238, p=
0.2310) (Figura 13). Cuando se analizd y comparé el tiempo promedio que permanecit el
parasitoide en el espacio distal entre los tratamiento C, EPD y PD no se encontraron

diferencias significativas (KW-H (3.46= 2.7074, p=0.2583) (Figura 13).
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Figura 13. Promedios (+EE) de de experimento 2; a) tiempo que tarda en llegar el parasitoide
Eretmocerus eremicus al extremo con fuente aromatica y b) tiempo que permanecié el parasitoide
en el espacio distal del dispositivo en los diferentes tratamientos: con exposicion previa al
depredador (EPD), con presencia de depredador (PD) y control (C).
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7. DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que el parasitoide E. eremicus no modifica de
manera radical su conducta para evitar la depredacién intragremial causada por G.
punctipes le infringe. Lo anterior cuando es confrontado a semioquimicos de contacto y
cuando se encuentra con semioquimicos voldtiles relacionado con el depredador G.
punctipes. Sin embargo, algunos resultados como los relacionados con el numero y tiempos

de ataques y oviposiciones sugieren la posible deteccion del depredador.
Comportamiento de forrajeo selectivo de E, erenticus

En el presente estudio el niunero de ataques no presenta diferencias significativas entre los
tratamientos en el bioensayo sin opcién (Figura 7) y en el bioensayo con opcion (Figura
10). Probablemente no existe diferencia en el nimero de ataques porque el parasitoide no
percibe los rastros dejados por la chinche, a pesar de que en ocasiones el depredador dejo
huevecillos y excretas sobre la hoja. Postulamos esta hipétesis de que el parasitoide
preferiria forrajear en zonas libres del depredador porque en estudios anteriores se ha
demostrado que otros parasitoides (como A. ervi, A. colemani) si son capaces de reconocer
semioquimicos de su depredador intragremial y evitar las zonas de forrajeo (Martinou et al.,
2009; Martinou, et al., 2010; Nakashima & Senoo, 2003; Shiojiri & Takabayashi, 2005;
Meisner et al., 2011). Evitar la DIG haciendo uso de semioquimicos de contacto del
depredador puede resultar adaptativo ya que la probabilidad de supervivencia del
parasitoide puede aumentar. En el caso de E. eremicus observamos que su numero de
ataques no difiere cuando hay o no depredador. Lo cual contrasta con Taylor et al., (1998)
porque ellos encuentran que parasitoides Aphidius ervi tienen significativamente un mayor
nimero de ataques con sus hospederos cuando no han sido expuestos a sus depredadores.
Durante un ataque no existe necesariamente la puesta de un huevecillo (Burguer et al.,
2005, Taylor et al., 1998) y por lo tanto su adecuacidén no se veria necesariamente afectada
al atacar en EPD y PD. Sin embargo, es posible que la avispa al atacar en cantidades
similares en los tres tratamientos si aumente su exposicion y riesgo de depredacion por G.

punctipes.
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En términos de control biolégico, consideramos que el hecho de que la avispa ataque
indiscriminadamente con presencia o ausencia del depredador podria resultar ventajoso.
Esto porque en ocasiones cuando una avispa ataca a un hospedero le puede infringir la
muerte al inyectarle veneno junto con sus huevecillos (Godfray, 1994). Sin embargo no
sabemos si en el caso de F. eremicus, se le infringe un dafio a la ninfa de MB durante el

ataque, se necesitarian estudios que determinen esto.

Respecto al numero de oviposiciones de E. eremicus sobre ninfas de MB, se encontrd que
el tratamiento C no difiere de los tratamientos EPD y PD (Figura 7b). Lo anterior en
términos de adecuacion para la avispa puede interpretarse como algo negativo pues estaria
poniendo huevecillos en numeros similares en lugares amenazados por un depredador. Sin
embargo, la tendencia que se observa de que el parasitoide oviposite mas en el tratamiento
EPD respecto a C y PD, podria ser explicado como una estrategia de sobrevivencia. Es
decir, el parasitoide al detectar un riesgo de depredacion (en EPD) podria verse estimulado
a maximizar la oviposicion ignorando el riesgo de depredacion (Weisser et al., 1994). Esto
podria significar una estrategia adaptativa por parte del parasitoide para aumentar la
sobrevivencia de su progenie. Esta estrategia ha sido demostrada en otros insectos como
por ejemplo parasitoides de la especie Lysiphlebus cardui Marshall 1896 (Hymenoptera:
Braconidae) que ovipositan mas namero de huevos cuando se encuentran con su
depredador, respecto a cuando el depredador estd ausente (Vilk, 1994). Finalmente, cuando
se compard EPD y PD se encontré una diferencia significativa. Las avispas ovipositaban
mas sobre el tratamiento EPD respecto a PD. Es posible que esto se explique por lo
discutido anteriormente pero también se deba a que en el tratamiento PD, el depredador G.
punctipes generalmente ataca al parasitoide (en 19 de las 20 replicas el depredador mato al
parasitoide) con lo cual reduce significativamente su tasa de oviposicién. Esto contrasta con
lo reportado por Taylor et al., (1998) quienes observan que parasitotdes 4. ervi ovipositan
mads en tratamientos con presencia del depredador y menos cuando el depredador es
removido. Putra et al., (2009) observan un comportamiento similar cuando la especie
Episyrphus balteatus Geer 1776 (Diptera: Syrphidae) oviposita menos cuando es puesta en

tratamientos con presencia de depredadores que cuando no existe la presencia de estos.
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Estos autores explican este fenomeno como el resultado de una larga historia de
coexistencia entre la presa 1G y el depredador 1G. En la cual, E. balteatus obtiene que,

parece mal adaptativo poner huevecillos donde hay un depredador.

En términos de control biologico, el hecho de que la oviposicion no sea diferente entre el C
y los tratamientos con depredador no deberia afectar la supresion de la plaga, sino
mejorarla. Lo anterior porque aquellas moscas blancas que escapen al depredador

posiblemente serian atacadas por la avispa.

En el tiempo promedio de duracion de los ataques no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos. Esto va en relacion directa con el numero de ataques,
donde tampoco hubo diferencias significativas y fue anteriormente discutido. En contraste,
cuando se analizd el tiempo de oviposicion se encontré que el parasitoide tarda
significativamente mas tiempo en ovipositar en el tratamiento con PD, que en ¢l tratamiento
con EPD (Figura 8). Cuando se observa el numero de oviposiciones (Figura 7) y el tiempo
que duran las oviposiciones (Figura 8) se observa un patron: en el tratamiento C y EPD se
observdé un mayor numero de oviposiciones pero con una duracién menor respecto al
tratamiento PD. Esto es, la avispa en ausencia del depredador tiende a tardar menos y
ovipositar mas huevecillos. En contraste, cuando hay presencia de depredador, no sdélo
oviposita menos sino ademds toma mas tiempo ovipositando. Desconocemos las
implicaciones que una oviposicion mas larga tiene en términos de parasitismo, por ejemplo,
es posible que esto implique un mayor numero de huevecillos puestos por hospedero. Es

necesario realizar estudios que permitan elucidar esto.

Para el tiempo de residencia promedio del parasitoide, se encontrd que este permanece mas
tiempo en ¢l tratamiento C y en EPD y menos tiempo en PD (Figura 8¢). Esto posiblemente
se explica con el hecho de que en el tratamiento PD, el parasitoide E eremicus es
consumido por el depredador G punciipes. Esto se reafirma cuando observamos esta misma
variable de respuesta en el bioensayo con opcion (Figura 10). En este bioensayo, la avispa
pasé tiempos similares y no significativamente diferentes en las tres zonas C, EPD y PD.

Esto coincide con Meyhofer & Klug (2002) quienes encuentran que parasitoides 7.
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fabarum permanecen tiempos similares en actividades de forrajeo frente a depredadores;
ademas de que en ocasiones los parasitoides son matados por su depredador. Y contrasta
con lo observado por Taylor et al., quienes demuestran que el parasitoide A. ervi pasa
significativamente mayor tiempo en zonas donde no hay rastros del depredador o cuando
estd presente. Meyhofer y Klug (2002) explican sus resultados como una falta de

comportamiento de adaptacion por parte del parasitoide frente a sus depredadores.

Los comportamientos mas frecuentes realizados por el parasitoide en los tres tratamientos
fueron: caminar, limpiarse y antenas. Eretmocerus eremicus presenta un comportamiento
relativamente simple, conformado principalmente por 6 comportamientos, esto en
comparacion con otras especies (Ramirez-Romero et al., 2012; Lopez-Guillen et al., 2010).
Sin embargo en el tratamiento con exposicion previa a depredador el parasitoide presenta
baja frecuencia del comportamiento quedarse gufeto. Esto indica que en EPD el parasitoide
se encuentra mas activo respecto al C y PD. Esto va en la misma direccion con el hecho de
que en EPD, la avispa tiende a atacar mas y a ovipositar mas que en los otros tratamientos.
Una posible explicacion es que la avispa detecte alguna huella quimica del depredador y
esto la estimule a estar mas activa, como una estrategia de sobrevivencia de su progenie.
Esto coincide parcialmente con lo encontrado por Martinou et al., (2009 y 2010), quienes
mencionan que el parasitoide Aphidius colemani Viereck 1912 (Hymenoptera: Aphidiidae)
permanece menos tiempo en actividades secundarias semejantes a acicalarse y descansar
cuando el depredador (Macrolophus caliginosus) esta presente. Estos autores explican este

patrén como una tactica de forrajeo adaptativa para minimizar la DIG.

En el bioensayo con opcidon no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos cuando se comparé la proporcién de seleccion de tratamientos. Esto indica que
¢l parasitoide no tiene una preferencia definida por parasitar en lugares libres del
depredador cuando se le presenta esta oportunidad. Estos resultados coinciden con lo
observado por Bilu y Coll (2007) donde encuentran que los parasitoides Aphidius
colemani, no dejan las hojas donde se localiza el depredador. Estos autores explican estos
resultados como una improbable consecuencia de depredacidn intragremial entre estas

especies; es decir, que el depredador no ejerce depredacion intragremial sobre el
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parasitoide. Sin embargo G. punctipes si ejerce depredacion sobre E. eremicus y al no
alejarse del riesgo de depredacién podria sugerir el desarrollo de alguna estrategia para
disminuir el impacto de la depredacién sobre la poblacion del parasitoide. Esto afirmaria el

hecho de que esté ovipositando mayor nimero de huevecillos frente riesgo de depredacion.

Comportamiento de orientacion preferencial de Eretmocerus eremicus hacia zonas

libres de Geocoris punctipes haciendo uso de informacioén semioquimica

Los resultados del presente estudio muestran que no hay diferencias significativas entre los
tratamientos C, EPD y PD cuando se compar¢ el tiempo que las avispas llegaban a la fuente
aromatica y el tiempo que pasaban en la zona distal. Lo anterior indica que no hay
respuesta atractiva ni repulsiva por parte del parasitoide a los distintos volatiles de los

tratamientos (Figura 13).

Los compuestos volatiles para los parasitoides son de gran importancia ya que de esta
manera logran localizar a su posible presa, hospedero o competidor (Vet & Dicke, 1992).
En nuestro estudio se esperaba que las avispas llegaran con mayor rapidez al tratamiento C
y que pasaran mayor tiempo en la zona distal en los tratamientos EPD y PD. Aunque estas
tendencias se observan (Figura 13), no fueron significativamente diferentes. Es posible que
el parasitoide no logra discriminar completamente la informacion semioquimica emitida
por el depredador o bien que esté solo enfocado a la presencia de la presa, y por lo tanto no
le importa si existe o no la presencia de su posible depredador. Respecto al estudio de
Raymond et al., (2000), nuestro trabajo coincide cuando ellos observan que no existen
diferencias significativas cuando el parasitoide L. fabarum es expuesto a volatiles con y sin
presencia de dépredador. Sin embargo este mismo estudio no coincide con el nuestro
cuando ellos observan que el parasitoide permanece significativamente mas tiempo en la
zona del aroma con presa (planta + 4fidos) y menor tiempo en el aroma con presa y
depredador (planta+ afidos + depredador). Estos autores explican la falta de respuesta del
parasitoide a volétiles con presencia de depredador, a que el parasitoide podria estar
adaptado a especies de afidos o plantas donde la eficiencia de depredacion (o el nimero de

especies de depredadores) se vea disminuida.
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8. CONCLUSIONES

o El parasitoide FEretmocerus eremicus no prefirid forrajear en zonas libres de
depredador. Sin embargo se mostré mas activo en zonas previamente expuestas al
depredador.

o bl parasitoide Eretmocerus eremicus no se orientd significativamente hacia zonas

libres de depredador ni mostrd aversion hacia zonas con presencia de depredador

haciendo uso de informacién semioquimica.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Proyecto de Investigacion de la Estancia Académica

Durante la estancia de investigacion se llevaron a cabo los experimentos contenidos en el
proyecto: Interacciones intragremiales de Macrolophus pygmaeus (Hemiptera:
miridae) y Eretmocerus eremicus Rose y Zolnerowich (Hymenoptera: Aphelinidae):
una aproximacion conductual

El presente proyecto tuvo como objetivo evaluar si Eretmocerus eremicus mostraba
modificaciones de comportamiento para evitar IGP. Como primer paso se evalud si
Eretmocerus eremicus hace modificaciones en su comportamiento para evitar la IGP por
Geocoris punctipes. Estas dos especies se alimentan de mosca blanca y pueden por lo tanto
ser confrontadas en varios ecosistemas. Sin embargo Eretmocerus eremicus siendo un
agente de control biologico puede estar expuesto a diferentes especies. Por ejemplo con el
depredador Macrolophus pygmaeus, el cual es un depredador de mosca blanca muy
utilizado en Europa y ha sido ampliamente estudiado como potencial depredador de MB en
invernaderos, ademds de ser utilizado con gran éxito (Bonato et al., 2006; Desneux et al.,
2010; Lykouressis et al., 2009). Evaluar las diferentes estrategias de comportamiento por
una misma especie para evitar IGP es importante para mejorar la comprension de las
interacciones ecologicas de estas especies y mejorar programas de MIP.

Materiales y Métodos

Jitomate: Se utilizaron semillas comerciales de jitomate variedad Marmande, estas fueron
sembradas en macetas de plastico (7cm x 7cm x 10em alto) que contenian 50% de tierra
organica (TONUSOL, Agriver) y 50% perlita (Perlite Italiana, AGRILIT) y regadas con
una solucion nutritiva. Las plantas fueron usadas cuando tenian entre 2 y 4 semanas. Estas
fueron mantenidas libres de herbivoros hasta su utilizacion, bajo condiciones controladas de
temperatura24+2, 70% HR y un fotoperiodo de 16:8 (Luz: Oscuridad)

Bemisia tabaci: Las mosquitas blancas utilizadas fueron de la colonia mantenida en el
laboratorio de la “Unite de Recherches Integrées en Horticultura” del INRA (Institut
Nationale de la Recherche Agronomique), las moscas blancas estaban libres de virus
(mantenidas sobre plantas de tabaco) bajo condiciones controladas a una temperatura de
temperatura de 24+2, 70 +5% HR y un fotoperiodo de 16:8 (Luz: Oscuridad).

Eretmocerus eremicus: los parasitoides utilizados para estos experimentos fueron
adquiridos a la compaiiia Koppert B. V., Netherlands; y desde su llegada al laboratorio
fueron mantenidos en cilindros (20 cm de didmetro x 45 cm de alto), alimentados con miel
puesta sobre una tapa de caja petri (4cm de diametro) y agua colocada sobre papel servilleta
en la base de la caja petri. Bajo condiciones controladas de temperatura de 24+2, 70% HR y
un fotoperiodo de 16:8 (Luz: Oscuridad). Los parasitoides a utilizar para experimento se
separaron en cajas petri (9.5cm de diametro) con 15 hembras y 15 machos desde el primer
dia de emergencia, se alimentaron con miel, agua (sobre un pedazo de servilleta) y una hoja

de jitomate con ninfas de mosca blanca, esto con el objetivo de que tuvieran experiencia de
oviposicion.
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Macrolophus pygmaeus: los individuos depredadores (adultos jovenes) fueron adquiridos a
la compafiia BIOTOP (France) y fueron mantenidos en plantas de jitomate, mantenidos en
una camara climatica a 25+2, 70 +5% HR y un fotoperiodo de 16:8 (Luz: Oscuridad). Estos
fueron alimentados con huevos de Ephestia ssp colocados sobre piececitas de plastico
pequefias puestas sobre la base de una caja petri y también fueron colocados directamente
sobre las hojas de la planta de jitomate.

Comportamiento de forrajeo de E eremicus en zonas libres de depredador

Todos los dias, entre 8:30 y 12:30 horas, una hembra parasitoide fue introducida en una
caja petri (que contenia una servilleta humeda en el fondo de 8.5 cm de didmetro). En
adelante, esta caja petri sera llamada “arena” (utilizados en estudios similares como por
ejemplo Nakashima et al., 2004). Cada arena contenia uno de los 3 tratamientos siguientes:
1) Hoja con ninfas (control, en adelante referido como C): consiste de una hoja de jitomate
con 60-80 ninfas de MB de 2°-3er estadio, que fue introducida en un frasco de plastico (2.5
cm de didmetro x10 ¢cm de largo) con espuma floral (OASIS) humeda, para mantener a la
hoja hidratada. El frasco se tapd con su respectiva tapa que tenia en la entrada un pedazo de
tela de organdi y se dejo asi durante 24 horas previas a la observacion. 2) Hoja con ninfas y
con exposicion previa al depredador (en adelante referido como EPD): Consistio en una
hoja de jitomate introducida en un frasco de plastico con las caracteristicas del tratamiento
anterior. La diferencia es que al principio, al frasco se le introdujo una hembra depredadora
a la que se deja forrajear en el frasco durante 24 horas. La hembra depredadora era retirada
10 minutos antes de iniciar la observacién. 3) Hoja con ninfas y con presencia de
depredador (en adelante referido como PD): Consiste en una hoja de jitomate emplazada en
un frasco de plastico como en el tratamiente 1. La diferencia es que se dejo6 la hoja con las
ninfas dentro del frasco durante 24 horas y 10 minutos antes de iniciar la observacion se
introdujo en la arena de observacion una hembra depredadora que forrajeé de manera
concomitante con la avispa parasitoide.

Para cada hembra parasitoide se registré el nimero de ataques (i.e. cuando el parasitoide
desciende e inserta el ovipositor debajo de la ninfa) sobre ninfas de MB, tiempo de
residencia (i.e. el tiempo que paso el parasitoide forrajeando sobre la hoja en cada uno de
los distintos tratamientos), v la secuencia conductual de forrajeo sobre las ninfas. Estas
variables de respuesta fueron registradas para cada hembra parasitoide durante una hora de
observacion. Cada tratamiento se replictd 20 veces.

Bioensayo con opcion

En este bioensayo, una hembra parasitoide fue introducida en una caja petri (en adelante
arena) que contenia de manera simultanea los tres tratamientos descritos en el bioensayo sin
opcion. Esta arena (Figura 5) tenia en el fondo papel bond (8.5 cm de didmetro) y un
pedazo de servilleta de papel doblado. Sobre esta base se colocaron los tres diferentes
tratamientos. Los tratamientos se encontraban separados fisicamente por divisiones de
plastico. Cada division contenia 56 hoyos de ~2 mm de didmetro cada uno, lo cual permite
el paso de la avispa entre los tratamientos pero no del depredador.
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Las hojas en cada tratamiento fueron puestas con un pequeiio pedazo de espuma floral
“OASIS®” esto con la finalidad de mantener hidratada la hoja. Cada hembra fue observada
durante 8 minutos, al término de este periodo de tiempo se dejo de observar la hembra
durante 52 minutos. Este procedimiento se repitid 8 veces, de tal forma que la hembra se
observd durante 64 minutos en total, este procedimiento constituyd una réplica. Para cada
nueva réplica se utilizé una nueva hembra y nuevas hojas para evitar la pseudoreplicacion.
Para cada hembra parasitoide se registro el tiempo de residencia (i.e. el tiempo que pasa el
parasitoide forrajeando sobre la hoja con los distintos tratamientos), el nimero de ataques
sobre ninfas de MB, y la frecuencia de eleccion de los tratamientos que hizo la avispa.

Este experimento se replicd 30 veces.

Andlisis de datos
Para el Bioensayo 1 se analizaron como variables de respuesta: namero de ataques sobre
ninfas de MB, nimero de oviposiciones sobre ninfas de MB, tiempo de residencia sobre
cada tratamiento, tiempos de duracion de los ataques, tiempos de duracion de las
oviposiciones (para estas variables nos basamos en la definicion de Ardeh et al., (2005) que
define una oviposicion como: el parasitoide desciende e inserta el ovipositor debajo de la
ninfa y deja un huevo donde la duracién va de 50 a 220 seg., los tiempos que no estaban
dentro de este rango se tomaron como ataques); y la secuencia conductual de las avispas
sobre cada uno de los tratamientos.
En el segundo bioensayo se analizaron como variables de respuesta el nimero de ataques,
el tiempo de residencia en cada uno de los tratamientos y la proporcidén de eleccion del
tratamiento por parte de las avispas.
Los tiempos de residencia, el nimero de ataques, y la duracion de éstos fueron comparados
entre los tratamientos segin la distribucion de los datos, cuando presentaron una
distribucidén normal se utilizé ANOVA con sus correspondientes pruebas de Tukey y los
datos con un distribucién no normal se analizaron mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis y con un analisis de comparaciones multiples no paramétricas para detectar
en que tratamientos se encuentran las diferencias significativas; la frecuencia de eleccion de
tratamientos en el bioensayo 2 se compararon mediante la prueba de Chi cuadrada (Zar,
1998).
Para el andlisis de las secuencias conductuales se siguié el procedimiento descrito en
detalle en Ramirez-Romero et al., 2011. Que consiste en términos generales en analizar las
transiciones conductuales, las cuales son agrupadas en una matriz global que es comparada
a una matriz esperada a fravés de un test de G y cuando se encontraron desviaciones
estadisticamente significativas se analizaron los residuales estandarizados de la matriz
global para encontrar la diferencia significativa especifica a la transicién del
comportamiento. [.os resultados del analisis de las secuencias conductuales de las avispas
se representan graficamente mediante diagramas de flujo (Field and Keller 1993; Mondor
and Roland 1998) en las figuras 15a, 15b y 15c¢.
RESULTADOS
En la comparacién del nimero de ataques (incluyendo oviposiciones) se encontraron
diferencias significativas (ANOVA F57= 4.8616 p= 0.01123) entre el tratamiento con
namero el que tenia presencia de depredador (PD) el tratamiento control no difirié de los
otros dos. En el nimero de ataques excluyendo oviposiciones loa tres tratamientos
difirieron entre si (ANOVAF (257, = 7.8582, p= 0.0010) donde el mayor nimero de ataques
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fue para el tratamiento con EPD, seguido del tratamiento control y el de menor numero fue
el tratamiento con PD (Figura 15b). Sin embargo para el nimero de oviposiciones sin tomar
en cuenta el nimero de ataques, no se¢ encontraron diferencias signiticativas (ANOVA .57
=0.6831, p= 0.5091) (Figura 15c).

Cabe sefialar que en ninguna ocasion el depredador ataco al parasitoide y cuando se¢
encontraban uno frente al otro no se confrontaban ni mucho menos huia el parasitoide. El
depredador se veia muy pasivo. Sin embargo al realizar el conteo de ninfas para ver si
alguna habia sido consumida en el tratamiento con EPD, en 14 de ellas {de un total de 20)
s¢ encontraron ninfas consumidas por ¢! depredador, mientras que en 6 no fue consumida
ninguna, en dos de estas el depredador se encontré muerto.
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Figura 14. Promedios {+EE) de bioensayo sin opcién de a) nimero de ataques , b) nimero de oviposiciones del
parasitoide Eretmocerus eremicus en los diferentes tratamientos gue son: con exposicién previa al depredador (EPD),
con presencia de depredador (PD)y control (C).

Para el tiempo de residencia del parasitoide en cada uno de los tratamientos no hubo
diferencias significativas (KW-H 60y = 5.150186, p= 0.0761) (Figura 16a). En lo referente
a los tiempos de ataque (KW-H 2515y = 8,6785, p= 0.0130) si se encontraron diferencias
significativas (Figura 16b) presentando mayor tiempo de ataque para el tratamiento control,
mientras que el menor tiempo en realizar ataques fue para el tratamiento con EPD y el
tratamiento con PD no difirio con los anteriores. Para el tiempo de oviposiciones (KW-H
(2408 = 7.6488, p= 0.0218) de igual manera que en el tiempo de ataques detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos C y PD, haciendo mayor tiempo en
ovipositar en el tratamiento con PD y menor en el tratamiento control (Figura 16c¢), el
tratamiento con EPD no difirié de los anteriores.
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Figura 15. Promedios (+EE) de bioensayo sin opcién a) tiempo de residencia, b) tiempo de ataques y ¢) tiempo de
oviposiciones del parasitoide Eretmocerus eremicus en los diferentes tratamientos: con exposicién previa al depredador
{EPD), con presencia de depredador (PD} y control (C).

Al graficar el comportamiento de Eretmocerus eremicus se observa que en los tres
diagramas de flujo (Figura 17) el parasitoide presenta 4 comportamientos principales que
son caminar, antenas, limpiarse y ataque. En el tratamiento C (Figura 17a) el parasitoide
llegan y comienzan a caminar, continta limpidndose el cuerpo o tocan una ninfa de MB con
las antenas, después de tocar las ninfas con las patas delanteras pasa a efectuar un ataque
después del cual se vuelven a limpiar el cuerpo o sigue caminando y este comportamiento
es repetitivo. La figura 17b del tratamiento con exposicion previa a depredador (EPD)
presenta el mismo comportamiento a diferencia de que se presenta la transicion de ataque a
focar una ninfa de MB con las antenas de manera aleatoria. En el tratamiento con presencia
de depredador (Figura 17¢) se muestran los mismos comportamientos pero con la transicién
ataque-antenas y ataque-caminar de manera aleatoria.
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Figura 16. Ethogramas de bioensayo sin opcidn mostrando la secuencia de comportamiento de forrajeo del parasitoide
E. eremicus en cada uno de los distintos tratamientos: a) Control {C), b} con exposicion previa al depredador (EPD} vy c)
cen presencia de depredader (PD). Numeros dentro de los circulos representan las repeticicnes del comportamiento y
los nimeros al lado de las flechas representan el nimero de transiciones. Flechas solidas representan transiciones
significativamente diferentes a las esperadas {no aleatorias) y lineas punteadas representan transiciones no
significativamente diferentes de las esperadas (azar). Transiciones menores al 3% no son mostradas.

El nimero promedio de ataques entre los diferentes tratamientos no fue significativo (KW-
H 2, 9=0,26897 p=0.8742) (Fig. 18a) y tampoco en el tiempo promedio de residencia
(KW-H (2 90=0-2721, p=0.8728) (Fig. 18b}.

La figura 19 muestra la proporciéon del numero de elecciones de tratamiento por el
parasitoide, no existiendo una diferencia significativa (X* =, gl= 2 p=) para los
tratamientos. También dentro de este experimento se encontré que de las 30 replicas
realizadas, solo en dos ocasiones el depredador atacod y consumié al parasitoide.
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Anexo 2. Experimento piloto de Olfatometro de 4 vias

Para observar el comportamiento preferencial del parasitoide haciendo uso de informacion

semioquimica de volatiles se planed un experimento con el uso de un olfatémetro de 4 vias,

el cual al hacer una prueba piloto no arrojo diferencias significativas a la hora de hacer las

comparaciones multiples, la figura 20 muestra los resultados para el tiempo promedio que

pasa el parasitoide en los espacios vacios ( K-H (2= 5.2277, p= 0.0222) y el tiempo que

pasa en el espacio con aroma (H 1= 5.2277, p= 0.0222 ), para el tratamiento control y

para el tratamiento con presencia de depredador.
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