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PARAMETROS DE LAS INTERACCIONES PLANTA-HERBIVOROS-ENEMIGOS
NATURALES EN Schoepfia schreberi J.F. Gmel. (Olacaceae): EL FRUTO ES
EL DETALLE
Maurilio Lopez Ortega, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2012

En este trabajo se describe de manera general las interacciones de las especies
de herbivoros asociados a los frutos de Schoepfia schreberi (Olacaceae). La
investigacion se llevd a cabo en tres sitios experimentales durante tres afios
(2009-2011). Los arbustos de S. schreberi producen frutos de enero a mayo,
periodo en el que se establecen relaciones directas e indirectas por el uso de sus
frutos entre la mosca de la fruta Anastrepha spatulata (Diptera: Tephritidae), dos
especies de palomillas; Coleotechnites sp. (Lepidoptera: Gelechiidae) y una
especie de tortricido no identificada, y dos especies de hemipteros Ramosiana
insignis y Vulcirea violacea (Hemiptera-Heteroptera: Pentatomidae). Con A.
spatulata y las palomillas se evalu6 la accion de diversas especies de parasitoides
en los estados inmaduros de éstas. Los experimentos de campo revelaron que A.
spatulata posee superioridad competitiva, ya que individuos de esta especie
infestaron un mayor numero de frutos, desplazando significativamente a las
palomillas. La presencia, en espacio y tiempo de poblaciones de R. insignis en el
uso de los frutos de S. schreberi, regula las poblaciones de A. spatulata y niveles
troficos superiores. La dinamica poblacional de R. insignis fue afectada por la
precipitacion pluvial en contraste, A. spatulata incrementa sus poblaciones en
ambos sitios de estudio. La heterogeneidad del hébitat, contribuye a la relaciones

planta-herbivoros y niveles troficos superiores. En general, los resultados indican



la ocurrencia de un nivel de coexistencia en el uso de los frutos por las especies
de insectos estudiadas, aunque la accién en gremio de todas las especies induce
a una limitada formacion de semillas, las semillas tienen una viabilidad de mas del
60%. La percepcion y respuesta a las sefiales quimicas de S. schreberi por parte
de R. insignis es clave para que las hembras encuentren los sitios adecuados de
oviposicion. Las caracteristicas fisicas de los frutos, son seleccionadas antes de
ovipositar en el caso de A. spatulata.

Los andlisis fitoquimicos mostraron una mayor cantidad y calidad de flavonoides
en los extractos crudos de hojas, mientras que en los extractos de frutos se
identificaron terpenoides.

Palabras clave: Anastrepha spatulata, relaciones planta—insecto, depredacion de

frutos y semillas, Coleotechnites sp, parasitoides, coexistencia, busqueda de
hospedero, preferencia de oviposicion, reparticion del recurso.



PARAMETERS OF THE INTERACTIONS PLANT-HERBIVORES-NATURAL
ENEMIES IN Schoepfia schreberi J.F. Gmel. (Olacaceae): THE DETAIL LIES
IN THE FRUIT
Maurilio Lopez Ortega, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2012

In this paper the general interactions of herbivorous species associated with the
fruits of the plant Schoepfia schreberi (Olacaceae) are described. The study was
performed in three experimental sites for three years (2009-2011). Shrubs of S.
schreberi produce fruits during January through May, a period during which direct
and indirect relationships are established among the species that exploit these
fruits including: the fruit fly Anastrepha spatulata (Diptera: Tephritidae), two species
of moths [Coleotechnites sp. (Lepidoptera: Gelechiidae) and an unidentified
tortricid species], and two species of Hemiptera: Ramosian insignis and Vulcirea
violacea (Hemiptera-Heteroptera: Pentatomidae). In A. spatulata and moths the
action of natural enemies was evaluated, particularly focusing on different
parasitoid species of the immature stages. Field experiments showed that A.
spatulata is a superior competitor because females of this species infested more
fruit, and displaced a large proportion of the moth population. The presence in
space and time of populations of R. insignis that feed on the fruits of S. schreberi,
regulate populations of flies and those of higher trophic levels. The population
dynamics of R. insignis between years was affected by rainfall. In contrast
populations of A. spatulata, increased at both study sites. Habitat heterogeneity
contributed to the dynamics of plant-herbivore interactions and those of higher

trophic levels. Overall, the results indicate the occurrence of a level of coexistence



in the use of S. schreberi fruits for the phytophagous insect species tested.
Although the action of the entire species guild resulted in reduced seed set, seeds
had a viability of more than 60%. The perception and response to chemical cues
from S. schreberi by R. insignis seem to be key to the females’ ability to locate
suitable oviposition sites. In the case of A. spatulata, the physical characteristics of
the fruits seem to be are the primary criteria for host acceptance. Phytochemical
analysis revealed a higher quantity of flavonoids in fractions of crude extracts of
leaves, whereas in fractions of extracts of fruits, terpenoid were identified.

Keywords: Anastrepha spatulata, plant—insect interactions, fruit-seed predators,

Coleotechnites sp, parasitoids, species coexistence, host-finding behavior,
oviposition preference, resource sharing.
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Introduccion general

Las comunidades ecolégicas son grupos de especies con diferentes
adaptaciones espaciales y temporales. Una de las mas comunes, Yy
potencialmente importante, es la coexistencia e intercambio (e.g. mutualismo,
simbiosis) entre especies, que incluye la utilizacién de recursos entre insectos
herbivoros y sus enemigos naturales (Strong et al., 1984; Price, 2003; Craig,
2007). En el que las caracteristicas de los organismos tales como morfologia,
comportamiento y su historia de vida influyen fuertemente en sus relaciones
ecologicas (Price, 2003).

Los insectos representan mas de la mitad de toda la diversidad
biolégica. Se encuentran en movimiento constante en busqueda de alimento,
apareamiento, refugio, y hospederos para ovipositar, hasta alcanzar el objetivo
de acuerdo a sus necesidades fisioldgicas. Ese objetivo son las plantas que
representan el primer nivel tréfico (Schoonhoven et al., 2005; Schowalter,
2006).

En ecologia de comunidades el estudio de las relaciones troficas ha ido
de un enfoque bitréfico, por ejemplo planta—herbivoro o presa-depredador, a un
enfoque mas complejo, ya que en la naturaleza, las interacciones entre
organismos son mas complejas, generalmente involucrando tres 0 mas niveles.
Este es un enfoque que trata la complejidad de las cadenas alimenticias de
manera mucho mas realista (Tscharnke y Hawkins, 2002; Fagundes, et al.,
2005). Las interacciones entre una especie de insecto y su planta hospedera
pueden ser afectadas por otras especies directa e indirectamente (Ohgushi et
al., 2007). Al poseer diversas especies de plantas una comunidad grande de
herbivoros, las plantas responden al dafio por herbivoria con cambios en su
composicién quimica, crecimiento y estructura de la célula, en su fisiologia,
morfologia y fenologia (Karban y Baldwin, 1997; Ode 2006; Hilker y Meiners,
2011) que puede beneficiar o perjudicar a otros niveles troficos (Turlings et al.,
1990; Dicke, 2009; Wu y Baldwin, 2010).

Los insectos herbivoros tienden a especializarse a una especie de
planta para su alimentacion y también al érgano vegetal (e.g., fruto, hoja, tallo,
raiz) (Schoonhoven et al., 2005). Varios insectos herbivoros utilizan como

recurso alimenticio los frutos y semillas de sus plantas hospederas. La



depredacion pre dispersion de frutos y semillas por insectos es frecuentemente
la causa mas importante del aborto de los frutos o la mortalidad de semillas
(Herrera, 1989; Sallabanks y Courtney, 1992) el efecto de la depredacion
puede determinar fuertemente la regeneracion (e.g. germinacion, sobrevivencia
y crecimiento de plantulas) de muchas especies de plantas (Wenny, 2000;
Maron y Crone, 2006).

Muchas especies de insectos se especializan en una o algunas plantas
hospederas relacionadas (Bernays y Chapman, 1994). La hipotesis de
“‘preference-performance” (Jaenike, 1978) indica que la preferencia de
oviposicion de los adultos, esta determinada por la calidad del sitio para
maximizar el desarrollo y supervivencia de la progenie (Mayhew 1997; Scheirs
et al., 2000; Gripenberg et al., 2010; Shikano et al., 2010; Clark et al., 2011). En
la localizacion del hospedero puede haber variaciones individuales asociadas
con las decisiones de oviposicion (Papaj y Rausher, 1983; Craig et al., 2000).
Los patrones de adaptacion, también, influyen en la seleccion del hospedero
(Prokopy et al., 1994; Davis et al., 2011). Esto hace que las comunidades estén
dominadas por las especies que son superiores en la obtencién de recursos; es
decir, una especie puede ser desplazada o eliminada por otras a través del
principio de la exclusién competitiva (Hardin, 1960). Cuando los recursos son
abundantes y ricos en nutrientes es posible observar individuos de varias
especies utilizando el recurso y formando gremios ecolégicos, conformando
modelos ideales con interacciones complejas de competencia intra- e inter-
especificas (Denno et al., 1995; Munday et al., 2001), como la reparticion de
recursos esenciales entre especies (Behmer y Joern 2008).

Las plantas son el componente base de todas las cadenas alimenticias y
un sitio para vivir, es decir, son los recursos esenciales para los herbivoros y
otros niveles tréficos superiores. Schoepfia schreberi J. F. Gmel. (Olacaceae)
es una planta endémica de México que se encuentra en el estado de Veracruz
(Sanchez, 1996); sus frutos son utilizados por un gremio de insectos de
diversos Ordenes. Esta planta ha sido reportada como hospedera natural de la
mosca de la fruta Anastrepha spatulata Stone de la que es especialista, y de
varias especies de parasitoides (Hymendptera). Por lo anterior, S. schreberi es
relevante como reservorio de enemigos naturales asociados a especies de

moscas de la fruta que son de importancia econémica (Aluja et al., 2000; Lopez
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y Khalaim, 2012). Ademas, la planta alberga a dos especies de hemipteros
Ramosiana insignis (Blanchard) y Vulcirea violacea (F) y sus parasitoides
(Lopez y Cervantes, 2010). Los frutos también son usados por dos especies de
micro-lepidopteros, una es Coleotechnites sp (Lepidoptera: Gelechiidae) y otra
de la familia Tortricidae y su gremio de parasitoides de diferentes familias
(datos no publicados). Con base en estos antecedentes dada la riqueza de
especies de insectos y observaciones preliminares a los frutos de este sistema,

es posible sugerir, la existencia de interacciones multiples en varios niveles.

Las interacciones inter-especificas afectan los procesos de una poblacion
cuando las acciones de sus individuos, originan cambios en los atributos de las
especies de otra poblacion. Entre los cambios esta la tasa demografica como
sobrevivencia, crecimiento, reproduccion, tamafio y emigracion (Barber et al.,
2012). Lo anterior puede dilucidarse si se conocen las interacciones y los

mecanismos de como ocurren.

El conocimiento de las relaciones plantas-insectos que se alimentan de frutos y
sus semillas ha sido motivado por los impactos negativos socioecondmicos
(Clarke et al., 2005), principalmente por las pérdidas en las cosechas causadas
por los insectos, mas que el efecto en las aptitudes de la planta; ya que, a
diferencia de los que se alimentan de hojas o tallos, los frugivoros
depredadores de semillas, tiene un impacto directo y negativo en la aptitud de
la planta hospedera, pues se alimentan directamente sobre el tejido
reproductivo. Por ello, la informacién ecoldgica basica es necesaria para
entender la organizacién de las comunidades e identificar los mecanismos
esenciales del mantenimiento de la biodiversidad (Tscharntke y Hawkins,
2002). Sin embargo, las interacciones directas e indirectas, sus efectos y
caracteristicas en la organizacion de las comunidades ecoldgicas han sido
estudiadas escasamente debido a su complejidad y diversidad biologica
(Ohgushi, 2005).

En la presente investigacion se aborda el enfoque tedrico y empirico con base
en la informacion de la teoria ecoldgica generada hasta hoy, se explica lo que
ocurre en dos sitios de estudio con caracteristicas ambientales diferentes

(composicion vegetal, clima, altitud) y las interacciones naturales. Para lo
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anterior, se evaluaron las comunidades de insectos y semillas y su impacto en
la adecuacion de S. schreberi durante un periodo de tres afos. En el
laboratorio, mediante técnicas fitoquimicas, se detectd la presencia de algunos
compuestos organicos en los frutos de S. schreberi y fueron contrastados con
los de sus hojas para determinar aquellos compuestos quimicos mas
abundantes y observar cuales influyen en la ecologia de los insectos (e.g. en la
localizacion de su planta hospedera).

Entre las cuestiones que surgen estan las siguientes:

1) ¢Coémo la ubicacién de los sitios de estudio, la fenologia de fructificacion y el
namero de frutos por arbol, influyen en la utilizacibn de las especies, la
coexistencia de sus poblaciones y en los niveles troficos superiores
(parasitoides)?

2) ¢Los factores abidticos y los efectos a nivel intertréfico durante un periodo
de tres afios, influyen en la dinAmica espacio-temporal, del sistema tritrofico

planta—herbivoro—parasitoide?

3) ¢ Las especies de insectos herbivoros, tienen algin impacto en la capacidad
reproductiva de la planta dependiendo del contexto de la exclusion?

4) ¢Cual particularidad puede conducir a una especie a ser mas exitosa que

otra en la utilizacion del recurso?

El modelo (Figura 1) que incluye a los frutos de S. schreberi, permitird
identificar las interacciones directas e indirectas: planta-insectos herbivoros
clasificados en tres oOrdenes con una o dos especies por orden y de los
enemigos naturales de los herbivoros, que son las especies de parasitoides de
cada uno de los insectos herbivoros, donde la planta y las especies que
interactian pueden ser afectadas positiva o negativamente por la accién de
una o cada una de las especies participantes. La explotacién de los recursos es
debido a la relacion directa planta-herbivoro, herbivoro-parasitoides o la
interferencia por parte de otros organismos. La relacion indirecta planta-

parasitoides y entre especies de parasitoides de los diferentes herbivoros.



Enlaces de las interacciones a nivel tritrofico en S. schreberi

\ 4 \

Diptera Lepidoptera Hemiptera

ANV S

Planta hospedera (frutos)

Figura 1. Interacciones multitréficas en frutos de Schoepfia schreberi. El uso de los recursos
establece la competencia indirecta (lineas punteadas) o la competencia directa o interferencia
(lineas solidas) por otros organismos.

Los objetivos del estudio fueron dilucidar las interacciones directas e indirectas
de un gremio de insectos herbivoros y sus enemigos naturales, con los frutos
de S. schreberi como un recurso compartido y evaluar la influencia de los

factores abioticos.

Estimar el efecto del uso de los frutos y la habilidad de los insectos herbivoros
en reducir la capacidad reproductiva de la planta (produccion de semillas).
Explicar como los insectos herbivoros, encuentran la planta hospedera y
seleccionan los recursos como sitio de oviposicion o alimentacion.

Identificar los tipos de compuestos en frutos y hojas de S. schreberi,

Las hipétesis planteadas fueron:
Las interacciones interespecificas de diversos herbivoros que utilizan los frutos
de S. schreberi estan influenciadas por las caracteristicas fisiolégicas y



morfologicas de los frutos, los factores ambientales, los niveles poblacionales

de cada miembro del gremio y sus enemigos naturales.

Las caracteristicas fisicas y quimicas del hospedero influyen en la preferencia
como sitio de oviposicion o alimentacién, de las especies de insectos

herbivoros que lo utilizan.

No existen efectos directos e indirectos sobre los frutos de S. schreberi, debido

a las interacciones entre insectos herbivoros.



Capitulo I. Dinamica de las interacciones entre depredadores de frutos-

semillas y sus parasitoides en Schoepfia schreberi J.F. Gmel (Olacaceae)

Resumen

Se estudiaron durante tres afios y en dos sitios experimentales los patrones
temporales y espaciales de la infestacion por la mosca de la fruta A. spatulata
(Diptera: Tephritidae) y 3 especies de parasitoides, dos especies de palomillas
Coleotechnites sp. (Lepidoptera: Gelechiidae) y una no identificada de la familia
Tortricidae y 12 especies de parasitoides, dos especies de hemipteros;
Ramosian insignis y Vulcirea violacea, Hemiptera-Heteroptera: Pentatomidae)
en los frutos de Schoepfia schreberi (Santalales: Olacaceae) y su relacion con
la producciéon de semillas. Estudios en campo con condiciones de abundancia
del recurso (frutos), revelaron que A. spatulata posee superioridad competitiva,
ya que individuos de esta especie infestaron un nimero mayor de frutos y
desplazé significativamente a las palomillas. Las condiciones ambientales y el
tipo de vegetacion prevalecientes en los sitios de estudio, tuvieron efectos
positivos y negativos asociados a la fructificacion y presencia e infestacion de
insectos herbivoros. Existid una fuerte asociacion entre la cantidad de frutos
disponibles y la presencia de R. insignis (P= 0.002), sin embargo su dinamica
poblacional entre afios fue afectada por la precipitacion pluvial, en contraste A.
spatulata, aumenta su porcentaje poblacional en ambos sitios. La accién de los
niveles troficos superiores, parasitoides de palomillas y A. spatulata fue
afectada por la ubicacién del sitio de estudio y por la interferencia directa entre
sus hospederos y los hemipteros. La heterogeneidad del habitat contribuye a la
relaciones planta-herbivoros y niveles troficos superiores. La proporcion total
de semillas intactas, producida por S. schreberi, no difiri6 entre lugares y la
variacion interanual en la produccion de semillas, se debio a la presion ejercida

por las especies del sistema.

Palabras clave: Anastrepha spatulata, fluctuaciones, interferencia directa,
parasitoides, condiciones ambientales.



Dynamic interactions between fruit-seed predators and their parasitoids in
Schoepfia schreberi J.F. Gmel (Olacaceae)

Abstract

Temporal and spatial patterns of infestation associated with fruit and seed
production of Schoepfia schreberi (Santalales: Olacaceae) by a phytophagous
insect community and its parasitoids were studied for three years at two study
sites. The community consisted of a fruit fly Anastrepha spatulata (Diptera:
Tephritidae) with three associated parasitoid species, two species of moths
[Coleotechnites sp. (Lepidoptera: Gelechiidae) and an unidentified species of
the family Tortricidae] with 12 associated parasitoid species, and two species of
Hemiptera, Ramosiana insignis and Vulcirea violacea. Field studies conducted
under conditions of resource abundance (fruit), at the population level revealed
that A. spatulata was a superior competitor, and individuals of this species that
infested fruit displaced a large proportion of the moth populations.
Environmental conditions and the prevailing vegetation type in the study sites,
had positive and negative effects, respectively, associated with fruiting and the
presence and levels of infestation by herbivorous insects. A strong association
was observed between the amount of fruit available and the presence of R.
insignis (P = 0.002). However annual variation in population dynamics was
affected by rainfall, whereas A. spatulata populations increased in both sites.
The action of higher trophic levels, parasitoids of moths and flies, was affected
by the location of the study site and direct interference between their hosts and
hemipteran species. Habitat heterogeneity contributed to the dynamics of plant-
herbivore interactions and those of higher trophic levels. The total proportion of
intact seeds produced by S. schreberi not differ between sites but the inter-
annual variation in seed production was related to the feeding damage exerted

by the herbivorous species in this system.

Keywords: Anastrepha spatulata, fluctuations, direct interference, parasitoids,
environmental conditions.

Introduccion
Los insectos herbivoros tienden a especializarse en su alimentacion en una

especie de planta y también en el tipo de recurso (e.g., fruto, hoja, tallo, raiz)



(Schoonhoven et al., 2005). Varios insectos herbivoros utilizan como recurso a
los frutos y semillas de sus plantas hospederas. Las especies interactian de
formas diversas a través del mutualismo, antagonismo, facilitacion,
transformacién de recursos, zoocoria, suministro de sitios de reproduccion,
modificacion del habitat, y otros (Berlow et al., 2004; OIff et al., 2009; Barber et
al.,, 2012; Track et al.,, 2012). El conocimiento de las interacciones entre
plantas, dispersores vertebrados e invertebrados depredadores de semillas, es
utilizado para discernir la importancia de cada factor en la dinamica de la
poblaciéon de una especie vegetal, ya que determinan en gran medida su
regeneracion (Wenny, 2000; Maron y Crone 2006; Andreazzi et al., 2012). Las
adaptaciones de la fructificacion, para minimizar o compensar la depredacion
de frutos y semillas, incluye sincronia o asincronia de este evento fisioldgico
(Korine et al., 2000; Bourchier y Crowe, 2011), aborto de frutos y semillas
(Stephenson, 1981; Ostergard et al., 2007), veceria (Lazaro et al., 2006) y
cambios en el crecimiento (apariencia) de la planta (Juenger et al., 2005).

Las interacciones entre las especies son modificadas por los cambios
ambientales, ya que afectan a todos los atributos del ecosistema desde la
productividad primaria hasta la dinamica de la poblaciones (Tylianakis et al.,
2007). El funcionamiento de las comunidades ecoldgicas estd criticamente
relacionado con la diversidad de las especies de plantas, que son la base de
las cadenas troficas terrestres y el microhabitat para la mayoria de las especies
de insectos (Price, 2003). Los herbivoros afectan a las plantas con efectos
directos, como el dafio a los tejidos. Asi, la depredacion por insectos es
frecuentemente la causa mas importante del aborto de frutos o la mortalidad de
semillas (Sallabanks y Courtney, 1992) y a través de efectos indirectos que
alteran las interacciones entre especies y niveles troficos superiores, por lo
tanto, los efectos a traveés del sistema tréfico de abajo hacia arriba se
consideran enérgicos (Price, 2002; Ohgushi et al., 2007).

Los frutos de Schoepfia schreberi J.F. Gmel (Olacaceae) son utilizados
por un gremio de insectos de diversos 6rdenes. Esta planta en México ha sido
reportada como hospedera natural de la mosca de la fruta Anastrepha
spatulata Stone (Diptera: Tephritidae) de la que es especialista, y de tres
especies de parasitoides (Hymenoptera). En Florida los frutos de esta planta

son utilizados por Anastrepha interrupta Stone y dos especies de parasitoides,
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que no se han encontrado en los frutos de S. schreberi en nuestro pais. Por lo
anterior la planta es relevante como reservorio de enemigos naturales
asociados a especies de moscas de la fruta que tienen importancia econémica
(Aluja et al., 2000; Pereira et al., 2007 Lépez y Khalaim, 2012). Asimismo, la
planta alberga a dos especies de hemipteros Ramosiana insignis (Blanchard) y
Vulcirea violacea (F) y sus parasitoides (Lopez y Cervantes, 2010). Los frutos
también son usados por dos especies de micro-lepidépteros y su gremio de
parasitoides de diferentes familias (datos no publicados). Observaciones
preliminares en frutos de este sistema sugieren la existencia de interacciones
multiples en varios niveles.

Los objetivos de este estudio fueron estimar el efecto de la herbivoria de
los insectos sobre los frutos de S. schreberi, su distribucion espacio temporal,
reparticion y utilizacién del recurso. Ademas, conocer la dinAmica poblacional
de los insectos parasitoides (enemigos naturales), a la vez que se estimoé el

namero de frutos con semilla viable y su porcentaje de germinacion.

Materiales y métodos

Sitios de estudio

Las dos sitios se ubican en el estado de Veracruz, México: (1) “La Camelia”
(CM; 20° 85" N, 97° 83" 0, altitud 245 msnm), municipio de Alamo. Esta
localidad se caracteriza por la asociacion de bosque de Quercus sp con bosque
tropical mediano subperennifolio, rodeado de extensas plantaciones de citricos
(Figura 1); (2) El area natural conservada “Osto” (OT; 19° 18" N, 96° 50" O,
altitud de 838 msnm), cerca del municipio de Tlaltetela. Es una zona de
fragmentos de bosque de encinos mezclados con bosque seco, praderas de

pastos y plantaciones de cafa de azucar (Figura 1).
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En estos lugares se seleccionaron arboles de S. schreberi de entre 2.5 my 3.5

m de altura, para realizar el estudio.
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Figura 1. Mapa y ubicacién de los sitios de estudio en El estado de Veracruz México.

Sistema de estudio: planta e insectos

Schoepfia schreberi (Olacaceae). Nombres comunes registrados:
coloradillo, its’am te’ (lengua huasteca) en Alamo, guayabillo en Osto y Tejeria,
en otros lugares de México; palo de hamaca o guayabillo (zoque, Chiapas);
palo fierro, tecolotillo (Sinaloa); sak-baké (Yucatan) sip che' (maya) (Calderén
de Rzedowski, 1995). Es una especie hemiparasita, que obtiene nutrientes a
través de las raices de otros arboles (Werth et al., 1979), el arbusto es glabro o
con una fina e inconspicua pubescencia, sobre todo en las partes jévenes, de 2
a 7 m de alto, a veces con tronco bien definido, hasta de 40 cm de diametro,
crece desde la selva baja caducifolia hasta en el bosque seco de Querqus sp. y

se distribuye desde Venezuela, en toda América Central y México hasta Florida
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y en algunas islas del Caribe (tropicos.org). Las hojas son simples y alternas de
forma lanceolada y margen entero. El haz es verde oscuro y el envés verde
claro. Su longitud aproximada es de 4 a 5 cm, la nervadura media es evidente
en ambas caras, es prominente sobre todo en el envés y las laterales pueden
ser 4 a 6 pares. El peciolo es cilindrico y mide aproximadamente 0.4 cm.

Las inflorescencias son racimos axilares, las flores son de color rosa a
rojo, los pétalos estan fusionados en la base, el pistilo es amarillo, los
estambres son blancos y estan adheridos a la parte superior de la corola. Las
flores son perfectas (ambos sexos en la misma flor), son conspicuas desde
mediados del otofio y hasta mediado del invierno, que es cuando ocurre el
amarre del fruto ocurre, ocurre entre diciembre-febrero. Los frutos son
indehiscentes, drupas globosas o elipsoidales de 5al2 mm, de color verde
cuando estan inmadura y rojo obscuro cuando el fruto llega a la madurez, este
contiene solo una semilla. La semilla esta cubierta con un arilo rojo (Sanchez,
1996).

En los sitios de estudio, se han detectado A. spatulata, dos especies de
palomillas (Lepiddptera) de las familias Tortricidae (spl.) y Coleotechnites sp
Gelechoideae (sp2.), estos depredadores son pre dispersores de semillas,
ovipositan los frutos y en el caso de A. spatulata una larva se desarrolla por
fruto, en las palomillas, una larva puede abandonar un fruto e invadir a otros
para completar su desarrollo. Otras caracteristicas son que la larva de la sp
lforma su pupa en el exterior del fruto, mientras que la sp 2 lo hace
internamente para esto la larva hace un agujero antes de pupar y lo sella con
una capa fina de moco cementante que luego facilita la salida del adulto recién
emergido (datos no publicados). A. spatulata es univoltina y especialista en S.
schreberi, sus larvas pueden ser infestadas por tres especies de parasitoides
himendpteros: Doryctobracon  areolatus  (Szepligeti),  Doryctobracon
toxotrypanae (Muesebeck) (Braconidae) y Calliephialtes sittenfeldae Gauld
Ugalde-Gémez et Hanson (Ichneumonidae). Los parasitoides ovipositan en
larvas dentro de los frutos. En larvas y pupas de palomillas se han encontrado
12 especies de parasitoides de diferentes familias (en proceso de
identificacion). El estudio involucra a las especies de hemipteros R. insignis y
V. violacea que se alimentan de los frutos. Aunque pueden estar presentes en

la misma planta, R. insignis aparece desde el inicio de la época reproductiva de
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S. schreberi, se alimenta de los botones florales y demas estructuras
reproductivas; mientras que, debido al desplazamiento del ciclo de vida, V.
violacea soOlo utiliza frutos inmaduros y frutos maduros mas tarde en la
estacion. La presencia de insectos herbivoros puede afectar de manera
significativa la reproduccion de S. schreberi. La produccion de semillas se
afecta por el desarrollo de los estadios inmaduros de los insectos, la
sobrevivencia del embrién no es posible debido a que el contenido total del

endospermo que formaria la semilla, es consumido.

Disefio del experimento

En el sitio de OT el numero de arboles censados fue 114, el nUmero de arboles
utilizados cada afio fue 22, el tamafio de muestra obtenido fue de 16.6 arboles
(Cuadro 1). No fue posible utilizar los mismos arboles cada afio porque su
fructificacion es irregular. El total de arboles muestreados en los tres afos fue
36 (Figura 2). El mismo disefio con el mismo numero de arboles fue empleado

para CM.

NzZ,,,P{L—P)

T (1-Pet+22,,P(-P)

@)
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Cuadro 1. Calculo del tamafio de muestra obtenido para determinar el nUmero de arboles de

Schoepfia schreberi

Tamafio de la poblacion N 114
Error Alfa a 0.05
Nivel de Confianza 1-a 0.95
Cuantil (1-a) de la Z (1-q) 1.96
distribucion normal

estandar

Proporcion de arboles p 0.50
con frutos

Complemento de p 0.50
Precision e 0.05
Tamano de la muestra n 16.6

Osto (OT)

# Arboles muestreados
Arboles no muestreados

*
564,855.958 M2

SUP. TOTAL

a *

SIMBOLOGIA: NOTA:

N
\

N
v BUENggVISTA &

—— LINDERO COTAS EN METROY

Figura 2. Ubicacion de arboles de Schoepfia schreberi en el sitio Osto en una superficie de
aproximadamente 60 has, simbolos en rojo indican la ubicacion de los 36 arboles muestreados,
mas la ubicacion de 78 arboles no muestreados.

Recolecta de frutos, evaluacion de la comunidad de insectos y semillas

La evaluacion de las unidades de estudio fue en dos areas; de 60 ha en OT y
100 ha en CM. En un muestreo aleatorio simple a través de un transecto se
eligieron 22 arboles de S. schreberi. En cada sitio se coloc6 por arbol, una
trampa tipo embudo de 0.60 m x 0.08 m de diametro superior e inferior y 0.50

m de altura, hechas de un aro metalico de 60 cm de diametro y tela trasltcida
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de color blanco (tergal francés), en el fondo del embudo se adecu6 un cubo de
pvc de 7.62 cm de diametro y 8 cm de altura con una rejilla para capturar los
frutos, la cual permitia el paso de las larvas a un recipiente plastico con
capacidad de un litro, conteniendo vermiculita, como sustrato de pupacion
(Figura 3). En total se colocaban 44 trampas por afo.

Datos de temperatura, humedad relativa y precipitacion fueron tomados
con un sistema automatizado tipo “data logger” (HOBO H8 Pro Series, Onset
Computer Corporation; Bourne, MA) y de los registros de informacion
meteoroldgica de las estaciones cercanas o ubicadas en los municipios de
Alamo, Teocelo y Jalcomulco (cerca de Osto), en Veracruz. La informacién fue
proporcionada por el Departamento de Hidrometria de la Subgerencia de
Generacion Hidroeléctrica Golfo (CFE, Xalapa, Veracruz) y del Organismo de
cuenca Golfo Centro (CONAGUA quapa, Veracr'u‘z)..

]

Figura 3. A) trampa colocada en campo, B) Recipiente de plastico que retiene los insectos, C)
Tubo o cilindro de pvc para retener los frutos, D) Sustrato de pupacion.
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La recolecta de frutos fue sistematica desde el amarre del fruto y durante
la abscision por efecto del dafio de los insectos, madurez u otros factores
desconocidos, hasta que ningun fruto permanecié en el arbol. Los frutos fueron
transportados al laboratorio del INBIOTECA (Instituto de Biotecnologia y
Ecologia Aplicada) ubicado en Xalapa, Veracruz. A un grupo de los frutos se
les midi6 (longitud y anchura) y biomasa individual. Una parte de los frutos se
colocaron individualmente en cajas con compartimentos individuales (Catalog
#8530B, BioQuip Products, Inc.) y otra parte, en grupos en recipientes plasticos
de 100 ml (Solo Cup, Urbana ILL., EUA), cubiertos con una tapa de tela de
organdi, en condiciones ambientales estandar hasta que sucedié la emergencia
y se realiz6 la identificacion, recuento de los insectos adultos y se cuantifico el
namero de semillas producidas. Ejemplares de las dos especies de palomillas
fueron depositados en el Mississippi Entomological Museum y en Arizona State
University-Hasbrouck Insect Collection. La palomilla de la familia Gelechiidae
fue identificada como Coleotechnites n. sp (Sangmi Lee, Arizona State
University, comunicaciéon personal). Algunas de las especies de insectos
parasitoides de palomillas han sido enviadas a entomdlogos especialistas de
México y otros paises para su identificacion; los parasitoides de A. spatulata D.
areolatus y D. toxotripanae ya han sido identificados con anterioridad, la
especie C. sittenfeldae es el primer registro ya fue publicado como parte de

este proyecto por Lopez-Ortega y Khalaim (2012).

Pruebas de infestacion y viabilidad de la semilla

Prueba de rayos X. Para conocer el estado de desarrollo de los insectos en el
interior del fruto, identificar el dafio producido por cada especie de insecto a la
semillas del fruto y contabilizar las semillas no dafadas, con potencial para
germinar, parte de lotes de frutos recolectados fueron analizados con un
método no destructivo, que involucro el uso de una maquina de rayos X
Faxitron (MX-20 Faxitron X-Ray Corporation, Wheeling, IL., EUA) (Figuras 4A,
4B). Ademas, debido a que la cantidad de frutos obtenidos, el muestreo
destructivo eventualmente fue utilizadé para determinar el dafio por los insectos
y obtener semillas viables. Los frutos radiografiados se colocaron en cajas

plasticas con compartimentos individuales hasta la emergencia de los insectos
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y confirmar la identidad de las especies y obtener las semillas viables (Figura
4C).

Coleotechnitessp. A.spatulata R. insignis Fruto-semilla formada

Figura 4. Frutos de Schoepfia schreberi (A) visualizados a través de una maquina de rayos X
(B). Los frutos presentan en su interior el dafio por las diferentes especies de insectos de
izquierda a derecha Coleotechnites n. sp, Anastrepha spatulata, Ramosiana insignis y fruto sin
dafio con semilla viable (C).

Pruebas de germinacion
Este estudio fue realizado en 2009 y 2010 con lotes de semillas de frutos

separados en dos categorias; los utilizados por insectos y los maduros sin
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dafio, de diferentes arboles, e identificados con esta caracteristica por el
método no destructivo o directamente, después de colocarlos en vasos de
precipitados con agua. Se consideraron viables aquellos que flotaban. Las dos
categorias de semillas se sembraran en cajas germinadoras con tierra para
macetas (The Scotts Miracle-Gro Company LLC) como sustrato. Después de
75 dias se cuantificé el numero de semillas germinadas en cada categoria y las
plantulas fueron trasplantadas.

Andlisis estadisticos
Para determinar si habia diferencias entre los sitios de recolecta, los datos del
namero total de frutos recolectados de las especies de insectos y de las
semillas producidas, se analizaron con la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney y
entre los afos, dentro del sitio, se realiz6 un analisis de varianza y su
respectiva comparacion de medias entre las variables, con la prueba de
Duncan. Se realizé el analisis de correlacion de Pearson (Cox y Hinkley, 1974)
para determinar el grado de asociacion lineal entre el nimero de A. spatulata y
el nimero de frutos recolectados. La asociacion entre la cantidad de frutos
disponibles y la presencia de R. insignis, se cuantific6 mediante regresion lineal
simple.

Todos los analisis estadisticos se realizaron en SAS/STAT 9.1 para
Windows utilizando las rutinas LOGISTIC y GLIMMIX.

Resultados

Nivel de infestacion los insectos y efecto en la produccién de semillas

Se recolectaron 51,909 frutos durante los tres afios. EI mayor niamero se
obtuvé en OT (62.95%, CM 37.05%). En CM el periodo de produccion de frutos
fue de enero a mayo y el pico de fructificacion ocurrié en marzo (Figura 5A);
mientras que, en OT el periodo de producciéon de frutos ocurrié de enero a
marzo, con el pico de fructificacion en febrero (Figura 5C). La intensidad en la
depredacion de frutos fue elevada y pocos formaron semillas (Figuras 5A, 5C).
En ambos sitios las plantas produjeron frutos sé6lo una vez al afio en el periodo

estudiado.
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Figura 5. Cantidad de frutos por unidad de &rea recolectados en trampas y el niumero total de
semillas viables durante la temporada de fructificacion, en La Camelia (A) y en Osto (C),
namero de insectos obtenidos de los frutos recolectados en La Camelia (B) y en Osto (D)
durante 2009, 2010 y 2011.

La temperatura y la precipitacion promedio en los meses de estudio
difiri6 entre sitios, durante los tres afios de estudio, el promedio de la
temperatura en CM fue 22.44 °C, la minima y la maxima fueron 12.1 y 35.08
°C, en OT el promedio fue 23.64 °C, la minima y la maxima fueron 8.00 y 45.00
°C, el promedio de la precipitacion en CM fue 34.69 mmy en OT fue 20.74 mm
(Figura 6 y Figura 7 A, B). Los datos de 10 afios de 2002 a 2011 indican que
las temperaturas son menos variables en CM (Figura 8) y que la planta
fructifica en los meses de la estacion seca del afio, en ambos sitios; también se
muestran gue la precipitacion fue mas alta en CM que en OT (Figura 7C). Las
temperaturas promedio (Figura 8) se relacionan con la precipitacion y también

son menores en la época de fructificacion de la planta.
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Figura 6. Temperatura promedio en Alamo (A) y Osto (B), Veracruz, México, registrada durante
el estudio, de diciembre a mayo de 2009, 2010 y 2011.
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Figura 7. Precipitacion promedio en Alamo (A) y Osto (B), Veracruz, México, registrada durante
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afios de 2002 a 2011 en los sitios de estudio (C).
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Figura 8. Temperatura promedio mensual de 10 afios de 2009 a 2011 en los sitios de estudio

(A). Temperatura promedio, minima y maxima en Alamo (B) y en Osto (C) Veracruz, México.

El nivel de infestacion total de los frutos por los insectos difirid entre los
lugares de estudio y fechas de recolecta y fue significativa para la palomilla
spl. (p < 0.008), para Coleotechnites sp (p < 0.002) y para A. spatulata (p <
0.04). Existié una asociacion positiva entre la disponibilidad de frutos en cada
una de las fechas de recolecta (por mes) y el nimero de frutos utilizados por A.
spatulata (r = 0.6459 p = 0.0021) (Figura 9) y el numero de individuos utilizados
por palomillas: spl. (r = 0.5812 p = 0.0072) y por Coleotechnites sp. (r = 0.7588

p= 0.0001).
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Figura 9. Relacion entre el nimero de frutos recolectados por unidad de area y el nUmero de
Anastrepha spatulata que emergen de ellos (P= 0.0020, y = nimero de A. spatulata x= nimero
de frutos).

En el nimero de frutos que formaron semillas no se encontraron
diferencias significativas (r= 0.0014, p = 0.9697), del total de frutos examinados
se obtuvé 2.44% de semillas en CM y 1.61% en OT. El nUmero de individuos
de A. spatulata obtenidos presentdé una tendencia de picos maximos que
coincidieron con las fechas de mayor abundancia de frutos; el mayor nimero
de individuos de la palomilla sp1. ocurrié al inicio de las recolectas, mientras
que el numero de individuos de Coleotechnites sp. se distribuyd
proporcionalmente hasta el final (Figuras 5B y 5D).

Fluctuaciones en la cantidad frutos y niveles de infestacion por afio
Se encontraron diferencias altamente significativas en el namero de
frutos, semillas y especies de insectos entre aflos en ambos sitios, con

excepcion del numero de semillas y palomillas en CM (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Resultados de los analisis de varianza para variables del nimero de frutos y semillas

y el uso por las especies de insectos durante tres afios de estudio (2009-2011).

Fuente Frutos Semillas  Palo- A. Parasito- Parasito-
De millas spatulata ides de ides de A.
Variacién palomillas spatulata
ALAMO

Afios 336359.52** 73.62 N.S. 56.60 N.S. 4275.35** 42.87** 117.62**
(cm.)

C.V. (%) 65.31 172.91 79.29 85.84 101.65 120.10
OSTO

Afios 1559794.65** 1101.05** 10144.12** 19750.12** 137.45** 27.72%*
(cm)

C.V. (%) 63.55 161.53 94.26 93.09 118.27 234.76

** F_’s _0'.05= Altamente significativo; N.S.= No significativo; C.M.= cuadrado medio; C.V. = porcentaje del coeficiente de
variacion.

Los resultados muestran que hubo mayor efecto en el aumento
poblacional de A. spatulata entre los afios en ambos lugares y que las
palomillas no se incrementaron significativamente en CM (Cuadro 2, Figura
10A, 10B).

Los parasitoides de A. spatulata y palomillas fueron mas abundantes en
CM e incluso estos se incrementaron en el afio 2011 (Cuadro 2, Figura 10A).
En OT incrementaron las poblaciones de A. spatulata pero no el nimero de
parasitoides; estos se mantuvieron en densidades bajas e incluso existié una
perceptible disminucion en el afio 2011 a pesar de la abundancia de

hospederos (Figura 10B).

23



w
o
J

N
w
L

= 2009
m2010

N
o
L

Individuos (%)

Semillas Palomilla A. spatulata Pal.-parasitoides A. spa.-parasitoides

w
o
J

N
v

N
o

10 -

Individuos (%)

Semillas Palomilla A. spatulata Pal.-parasitoides A. spa.-parasitoides

semillas y especies de insectos obtenidos

Figura 10. Fluctuaciones a través de los afios del numero de semillas producidas y de las
poblaciones de insectos herbivoros y sus parasitoides asociados a frutos de Schoepfia
schreberi en Alamo (A) y en Osto (B) Veracruz, México durante tres afios de estudio (2009,
2010y 2011).

Se encontrdo que la cantidad de recursos disponibles y el grado de
infestacion de R. insignis en el tiempo y el espacio tiene un efecto negativo en
las poblaciones de A. spatulata y en las de parasitoides (Figura 11). Un ataque
de los hemipteros provoco la abscision de los frutos, que en algunos casos
estaban infestados por estados inmaduros de A. spatulata que no lograron

desarrollarse.
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Figura 11. Numero de Anastrepha spatulata (A. spatulata) y sus parasitoides (Asp-parasitoid)
por arbol en relacién con el grado de infestacion de Ramosiona insignis (R. insignis) y la
cantidad de frutos de Schoepfia schreberi (Frutos) en Alamo (A) y en Osto (B).
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Existi6 una asociacion altamente significativa entre la cantidad de frutos
disponibles y la presencia de R. insignis en el afio 2009 (r= 0.6411862 t =
3.5449, gl = 18, p = 0.002314). En 2010 y 2011, se observé la disminucion de

las poblaciones de hemipteros y de frutos también (Figura 12).
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Figura 12. Analisis del nimero de Ramosiana insignis en relacion al nimero de frutos por arbol
de Schoepfia schreberi en Alamo (A) y en Osto (B) durante tres afios de estudio (2009-2011).

Infestacidn y germinacion de semillas

La produccién de semillas se increment6 en CM en los afios 2010 y 2011 y en
OT disminuy6. Los resultados mostraron que ninguna semilla de los frutos
utilizados por los insectos germiné y de los frutos maduros sin dafio de 2009
germind 68.4% de sus semillas (n = 175) y 64.6% (n = 124) de los del afio
2010.

Discusion
Los insectos herbivoros se enfrentan a las fluctuaciones de disponibilidad de
recursos (produccion de frutos) y también a las restricciones impuestas por las
interacciones con otros competidores, sus enemigos naturales y los factores
abiadticos.

La produccién de frutos fue mayor en OT que en CM. Las variaciones
observadas en el nimero de frutos entre sitios puede deberse a diferencia en la

fenologia de la planta, que es influenciada por el ambiente. Por lo que las
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diferencias abioticas (temperatura y precipitacion) observadas en OT y CM
seguramente determinaron diferentemente los procesos de desarrollo. Otros
autores sefialan que también la ubicacién geografica y cobertura vegetal,
pueden influir en la fenologia de las plantas y realzar o afectar la produccién de
frutos (Hobbs y Yates, 2003; Agren et al., 2008; Gunter et al., 2008). La
tendencia de un numero mayor de frutos en OT también se reflejo en el nimero
de individuos de A. spatulata pero no en sus parasitoides, en las dos especies
de palomillas (spl. y Coleotechnites sp.), pero tampoco para sus parasitoides,
y en el nUmero de R. insignis.

No hubo diferencia en el nimero de semillas obtenidas entre los dos
sitios evaluados. Las semillas estuvieron presentes de febrero a mayo, por el
hecho de que algunos frutos escapan de la depredacién, lo que sugiere que la
planta reacciono adecuadamente para adaptarse a la presion de los insectos
(Figuras 5A y 5C), por ejemplo una mayor inversion en la produccion de frutos
puede compensar la depredacion de semillas. Lo anterior, coincide con lo
observado por Despres y Cherif (2004) en otras especies que coexisten si la
disponibilidad del recurso del que se alimentan no es limitante; también hay
coincidencia con lo sefialado por Kolb et al. (2007) respecto a que la magnitud
en la depredacién de semillas y cambios en la produccion de ellas pueden
variar en espacio y tiempo.

En las interacciones interespecificas, las especies de palomillas,
mostraron diferencias espacio-temporal en la utilizacién del recurso (Figuras 5B
y 5D), como lo observado en otras especies de insectos (e.g., Vet y Van
Alphen, 1985; Kaplan y Denno, 2007), para minimizar algan tipo de
competencia con A. spatulata y Coleotechnites sp., la spl. fue mayor al inicio
de las recolectas, lo cual significa que utiliza los frutos tempranamente. Ya que
Coleotechnites sp., utiliza los recursos en la misma etapa de desarrollo que A.
spatulata parecen coexistir por la disponibilidad de frutos en la etapa inicial o
porque existe una sucesion en la composicion de las especies durante el
desarrollo de la semilla (Hosaka et al., 2009).

En conjunto los resultados permiten sugerir que A. spatulata, tiene
ventaja sobre las palomillas por su nimero; sin embargo, faltaria analizar otros
atributos bioldgicos de los insectos (fecundidad o capacidad de vuelo) para

determinar las diferencias en las habilidades competitivas que hacen posible
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que las poblaciones de lepiddépteros y del diptero puedan coexistir y continuar
persistiendo en otros sitios. Aunque la apreciacion creciente es que las
interacciones son inherentemente variables en el tiempo y el espacio (Strauss y
Irwin, 2004, Behmer y Joern, 2008). Cuando competidores superiores invaden
el habitat de una especie inferior, ésta frecuentemente es desplazada, por lo
menos localmente (Reitz y Trumble, 2002). Se considera que esto ocurre,
cuando poblaciones de hemipteros, principalmente R. insignis, se incrementan
y concentran en arboles especificos, en los que establecen interacciones
directas e interfieren con dipteros y lepidépteros. Las larvas en los primeros
estadios principalmente de A. spatulata, ven interrumpida su alimentacion
cuando un hemiptero al alimentarse de los frutos de S. schreberi provoca su
abscision y las larvas dentro de ellos frecuentemente no consiguen
desarrollarse y no contribuyen a la descendencia de las poblaciones de A.
spatulata.

El comportamiento reproductivo y el desarrollo de los insectos asociado
al uso de los recursos es notablemente variable (Barat et al., 2007; Van Klinken
y Flack, 2008; Rossi et al., 2011). En este estudio, por cada 100 frutos del total
recolectado en los tres afios obtuvimos 15 individuos de A. spatulata, del resto
de los frutos una parte fue utilizada por las palomillas spl. y Coleotechnites sp.
y por las dos especies de hemipteros que utilizan los frutos
independientemente de su etapa desarrollo, probablemente los individuos de R.
insignis sean los mayores consumidores, pero debido que se concentran en
ciertos arboles, redujeron la depredacion de frutos. La intensidad de la
depredacion de frutos y semillas se sabe que varia considerablemente en el
espacio y el tiempo (Kolb et al., 2007; Rossi et al., 2011). Por lo tanto, las
especies pueden vivir en el mismo habitat pero aprovechar los recursos en
forma distinta, esta facilitacion es dada por el patrén de separacion temporal y
se observa en los picos maximos de produccion de frutos en OT y CM.

Existe la apreciacion de que los factores abiodticos jugaron un papel
importante en la regulacion de las poblaciones, porque aunque en el afio 2009
existi0 una asociacion directa entre la cantidad de frutos disponibles y la
presencia de R. insignis (p = 0.002), en 2010 y 2011 no existi6 esa relacién. Se
sugiere que los factores que afectaron la dinamica de los hemipteros en el afio

2010 fueron las condiciones climaticas, principalmente la precipitacion pluvial, y
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el nimero de frutos que disminuy6 significativamente. Las ninfas de R. insignis
fueron notablemente susceptibles a la lluvia al perecer muchas por el exceso
de agua (observacion personal). La disminucion de hemipteros, mas que la
disminucién en la cantidad de frutos en 2010 y 2011, tuvo un efecto positivo en
la abundancia de A. spatulata debido a que disminuy6 la competencia por
interferencia. Esto, confirma que la competencia interespecifica ocurre en 76%
de las interacciones, y en un numero de ocasiones esta competencia es
asimétrica (Denno et al., 1995). Se observd que la regulacion de poblaciones
de A. spatulata o palomillas por los enemigos naturales es prevalente. Pero la
regulacién de alimento por las chinches es mas comun y esto puede tener
efectos en los niveles tréficos superiores, que en este caso fueron parasitoides
de A. spatulata y palomillas.

Al analizar los arboles individualmente y entre lugares se encontré que
donde existi0 interaccion significativa por interferencia con ninfas de
hemipteros los parasitoides de A. spatulata disminuyeron o estuvieron
ausentes, este efecto fue mayor en OT que en CM. Lo anterior permite sugerir
que la heterogeneidad del habitat en CM, contribuy6é a la relaciones planta-
herbivoros-niveles tréficos superiores, en este caso parasitoides y aunque el
patron de frutos recolectados en CM fue de 37.05%, la supresién de los
herbivoros por parte de las poblaciones de enemigos naturales y las
condiciones ambientales, tendieron a reducir o eliminar el agotamiento de los
recursos, esto ocurrid6 en los afios 2010 y 2011 ciclos en los que hubo
produccion mayor de semillas. Debe sefialarse que las poblaciones de
herbivoros y las densidades bajas de parasitoides en OT se debié a que los
entornos agricolas perturbados, han incrementado la exposicion a la
colonizacion de las plantas por los insectos potenciales, los que parecen
localizarlas mas facilmente y por la eliminacion de refugios de los enemigos
naturales. Se ha sefialado que la incidencia de un insecto aumenta con el
tamafio de la poblacion de las plantas hospederas y se reduce con el
aislamiento (por ejemplo, Kruess y Tscharntke, 2000; Colling y Matthies, 2004;
De Crop et al., 2012), recientemente de Sassi y Tylianakis (2012) sefialaron
que temperaturas altas incrementan la herbivoria, pero en los niveles tréficos

superiores no existe esta respuesta.
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Las interacciones multitroficas son en gran parte responsables del origen
y el mantenimiento de la diversidad de especies y las investigaciones de esas
interacciones han contribuido a avances tedricos en ecologia y biologia
evolutiva (Ohgushi et al., 2007; van Dam y Heil, 2012). Un estudio de las
interacciones interespecificas por competencia e interferencia entre herbivoros
y sus enemigos naturales, ampliarian el conocimiento del sistema. Al respecto,
Tscharntke y Hawkins (2002) sefialan que estudios multitréficos son de gran
importancia para entender la organizacion de las comunidades y también
identificar los mecanismos esenciales del mantenimiento de la biodiversidad.

En S. schreberi el nUmero de semillas viables puede ser limitado. Puesto
que ninguna semilla de los frutos utilizados por los insectos germind. Los
resultados resaltan la importancia del impacto que pueden tener los
depredadores de semillas sobre la adecuacion de la planta hospedera (Crawley
y Akhteruzzaman, 1988) y en las interacciones insecto planta, demuestran que
los efectos de abajo hacia arriba son importantes y que los depredadores de
semillas pueden tener gran influencia sobre la dinamica poblacional de las
especies y la seleccién de rasgos en sus plantas hospederas (Kolb et al.,
2007), porque afectan la diversidad y composicion de especies de las
comunidades vegetales (Lewis y Gripenberg, 2008). Aunque, el porcentaje de
semillas germinadas puede considerarse alta, lo interesante sera determinar el

desarrollo y sobrevivencia de las plantas en un estudio a futuro.

Conclusiones

Un factor determinante de la abundancia de las especies de insectos, es la
temporada de desarrollo y disponibilidad de los frutos. Lo que hace que las
poblaciones fluctien y sean reguladas o controladas por los procesos denso-
dependientes y perturbadas por procesos denso-independientes. La adaptacion
de la planta de producir muchos frutos (asignacién de recursos) permite
maximizar su reproduccion, su crecimiento y sus respuestas a la accion de la
herbivoria. Esto tiene sentido biolégico cuando no se observan otras defensas
0 los insectos son especialistas. La competencia interespecifica puede ocurrir
cuando los procesos actian en las comunidades de manera horizontal con

otras especies en el mismo nivel trofico. Las ninfas de hemipteros al
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alimentarse de los frutos infestados por larvas de A. spatulata o palomillas
interfieren en su desarrollo y sobrevivencia. Las oscilaciones en la densidad de
los parasitoides es resultado de la densidad del hospedero y de las condiciones
ambientales prevalecientes en el sitio. El aumento del consumo de frutos y
produccion minima de semillas en un arbol es dependiente de la densidad de la
poblacién de R. insignis, mas que la infestacion de frutos por A. spatulata o
palomillas. Aunque el éxito reproductivo de la planta sea incierto, un
componente para el decline de las poblaciones locales de la planta y niveles
troficos superiores, puede atribuirse en el caso de OT a la fragmentaciéon del

paisaje y otros factores no determinados en este estudio.
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Capitulo II. Interacciones en el uso y reparticion de los frutos infestados

por insectos en Schoepfia schreberi J.F. Gmel (Olacaceae)

Resumen

Las interacciones interespecificas entre la mosca de la fruta Anastrepha.
spatulata (Diptera: Tephritidae) dos especies de palomillas Coleotechnites sp.
(Lepidoptera: Gelechiidae) y una especie de tortricido no identificada, dos
especies de hemipteros; Ramosiana insignis y Vulcirea violacea (Hemiptera-
Heteroptera: Pentatomidae) se observaron durante dos afios en dos sitios
naturales. Se examiné el efecto de excluir a las especies de insectos en su
probabilidad de infestacion y alimentacion de los frutos. Los resultados
revelaron que A. spatulata posee superioridad competitiva ya que las hembras
de esta especie infestaron una cantidad mayor de frutos (44.3%) y pueden
duplicar la probabilidad de uso de los frutos con respecto a las palomillas,
desplazandolas significativamente. La depredacion mayor es por hemipteros,
principalmente de R. insignis, al alimentarse de los frutos afectan la regulacion
de las poblaciones de A. spatulata. Observaciones In situ, en ambiente con
recurso ilimitado, revelaron que las hembras de A. spatulata tienen la
capacidad de localizar y seleccionar el uso del recurso. R. insignis al
alimentarse no discrimina entre frutos infestados o no infestados por A.
spatulata, dando lugar a una interaccion antagonista. Se observo un nivel de
coexistencia en el uso de los frutos por las especies de insectos estudiadas.
Los frutos no dafiados producen una semilla viable pero la interaccion de todas

las especies induce a una limitada formacion de semillas.

Palabras clave: Anastrepha spatulata, depredadores de semillas
Coleotechnites sp., competidor superior, coexistencia de especies, hemipteros.

Host use and resource sharing by fruit/seed-infesting insects on
Schoepfia schreberi J.F. Gmel (Olacaceae)
Abstract
The interactions between the fruit fly Anastrepha spatulata Stone (Diptera:
Tephritidae), two species of moths, the gelechiid Coleotechnites sp. and an

unidentified tortricid species, and two hemipterous Vulcirea violacea
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(Hemiptera-Heteroptera: Pentatomidae) were examined in terms of their
exploitation within fruits of Schoepfia schreberi J.F. Gmel (Santalales:
Olacaceae) and their effects on seed production. The study was carried out in
two natural sites during two years. Under conditions of abundant fruit, A.
spatulata was the dominant exploiter at the population level, as shown by its
ability to infest the largest number of fruits of the three herbivores and
substantially displace its moth competitors. In a separate experiment, when
resource-partitioning species were excluded, A. spatulata infested twice as
many fruits as the two moth species (44.3%). The high predation Hemiptera,
mainly R. insignis, by feeding on the fruits had an effect on the regulation of fly
populations. Field observations showed the ability of A. spatulata to locate
suitable fruits. R. insignis by feeding does not discriminate between infested or
uninfested fruits A. spatulata, resulting in an antagonistic interaction.

A division of resources among the fruit-attacking insects allowed a level of
coexistence among them. Uninfested fruits produce viable seed but the

interaction of all species (exploiting for the fruits) led to limited seed formation.

Keywords: Anastrepha spatulata, depredadores de semillas Coleotechnites sp.,
competidor superior, coexistencia de especies, hemipteros.

Introduccion

Las comunidades ecoldgicas son grupos de especies con estrategias
espaciales y temporales diferentes. Una de las mas comunes y potencialmente
importante, es la coexistencia e intercambio entre especies, que incluye la
utilizacion de recursos entre insectos herbivoros y sus enemigos naturales
(Strong et al., 1984; Price, 2003; Craig, 2007). Las interacciones entre una
especie de insecto y su planta hospedera pueden ser afectadas por otras
especies, con efecto directo e incluso en varios niveles troficos con efecto
indirecto (Ohgushi et al., 2007).

Muchas especies de insectos se especializan en una o varias plantas
hospederas relacionadas (Bernays y Chapman, 1994). Esto hace que las
comunidades estén dominadas por las especies con mayor capacidad para la
obtencion de recursos; por lo tanto, una especie puede ser desplazada o

eliminada por otras a través del principio de exclusion competitiva (Hardin,
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1960). Cuando los recursos son abundantes y ricos en nutrientes es posible
observar individuos de varias especies utlizando el recurso y formando
gremios ecoldgicos, mismos que conforman modelos ideales para observar las
interacciones complejas de competencia intra-e inter-especificas (Denno et al.,
1995; Munday et al., 2001). Asi, la reparticion de recursos esenciales entre
especies puede ocurrir (Behmer y Joern, 2008).

Los frutos de Schoepfia schreberi J.F. Gmel (Santalales: Olacaceae),
son utilizados por un gremio de insectos de diversos ordenes. Esta planta ha
sido reportada como hospedera natural de la mosca de la fruta A. spatulata
(Diptera: Tephritidae) de la que es especialista, asi como de varias especies de
parasitoides del orden Hymenoptera. Por lo anterior, la planta es relevante
como reservorio de enemigos naturales, asociados a especies de las moscas
de la fruta que son de importancia econémica (Aluja et al., 2000; L6pez-Ortega
y Khalaim 2012). Asimismo, la planta alberga a las especies de hemipteros:
Ramosiana insignis (Blanchard) y Vulcirea violacea (F) y sus parasitoides
(L6pez y Cervantes, 2010). Los frutos también son usados por dos especies de
micro-lepidopteros y su gremio de parasitoides de diferentes familias (datos no
publicados). Observaciones preliminares de los frutos en este sistema sugieren
la existencia de interacciones multiples en varios niveles. Los objetivos de este
estudio fueron, conocer el efecto de la interaccion prevaleciente en el uso y la
reparticion de los frutos de S. schreberi, por A. spatulata, dos especies de
palomillas Coleotechnites sp (Lepidoptera: Gelechiidae) y una no identificada
(spl.) de la familia Tortricidae, y R. insignis y V. violacea, asi como el impacto
de estas especies en la formacion de semillas.

Experimentos de exclusion de especies de insectos fueron realizados
para estimar la probabilidad del uso de los frutos y la habilidad de las especies
para reducir la aptitud (fitness) de la planta al reducir la produccion de semillas.
Se emple6 a A. spatulata, la especie mas abundante, para saber si las
caracteristicas de los frutos influyen en la preferencia de uso como sitio de
oviposicion y a R. insignis en la preferencia de uso de los frutos como
alimentacion. En particular se consideraron las siguientes preguntas: ¢existe
algun nivel de coexistencia de las poblaciones de especies dependiendo de la
disponibilidad del recurso? y ¢qué particularidad puede conducir a que una

especie sea mas exitosa que otras en la utilizacion del recurso?.
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Materiales y métodos

Sitios experimentales

El estudio se realizo en dos sitios en el Estado de Veracruz, en el area natural
conservada, llamada “Osto” (OT; 19° 18" N, 96° 50" O, altitud 838 msnm), cerca
del municipio de Tlaltetela. Se trata de una zona con fragmentos de bosque de
encinos mezclados con bosque seco, praderas de pastos y plantaciones de
cafa de azucar. El segundo sitio, fue en Tejeria (TJ; 19° 21" N, 96° 54" O,
altitud 924 msnm), en el municipio de Teocelo, esta representado por
fragmentos de bosque de encino, mezclados con plantaciones de café y
huertos de arboles frutales como naranja y guayaba.

Insectos

Los adultos de A.spatulata y las dos especies de palomillas, la spl. y
Coleotechnites sp., en la planta de S. schreberi ocurren entre diciembre y
enero, y coinciden con la floracién y el desarrollo inicial de lo frutos. Por cada
fruto, se desarrolla una larva de A. spatulata y en el caso de las palomillas una
larva puede abandonar un fruto e invadir a otros para completar su desarrollo
(datos no publicados), ademas los hemipteros, R. insignis, estan presentes
desde el inicio de la época reproductiva de S. schreberi y V. violacea se
presenta mas tarde, ya en la época de fructificacion. La presencia de estos
herbivoros puede afectar de manera significativa la reproduccién de S.

schreberi.

Exclusion de insectos
Para estimar nivel de infestacion y el impacto de estos en la produccion de
semillas de S. schreberi se realiz6 un estudio para determinar el efecto de
excluir a los insectos, en enero y febrero de 2009 y 2010, en TJ y OT. En cada
sitio, se seleccionaron y marcaron cinco arboles adultos de S. schreberi con
altura de 3 a 5 m, dispersos a través de los sitios de estudio.

Para evaluar el efecto de los insectos en los frutos, en cada arbol se
seleccionaron aleatoriamente seis ramas, antes de la oviposicion, con 60 a 80
frutos; y se cubrié cada una con una bolsa de tela organdi totalmente sellada

(de 40x50 cm y con un soporte de alambre flexible para mantener las bolsas
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rigidas en forma de cubo) para evitar la entrada de cualquier insecto (Figura
1A). Después de 10 o 15 dias se dejaron solo 50 frutos por rama. Los
tratamientos evaluados fueron seis: (1) Uso de los frutos por palomillas (T1);
para esto, sustituimos la bolsa de organdi inicial, por una con orificios de 5.0
mm de diametro (Figura 1B) que permitia la entrada de las palomillas adultas
(tortricido= 1.5 de anchura por 4.0 mm de longitud y Coleotechnites sp.= 3.9 de
anchura por 7.1 mm longitud) para ovipositar, y excluia a A. spatulata. (2) Uso
de los frutos por palomillas y hemipteros (T2), como en T1 primero se permitid
la entrada de las palomillas adultas para ovipositar y después de 10 a 12 dias
se sustituyd la tela de organdi de 5.0 mm por una totalmente sellada, y un par
de ninfas de hemipteros de la especie R. insignis 0 V. violacea, fue introducido
simultaneamente a cada bolsa, en este caso las ninfas no fueron removidas.
(3) Oviposicion por A. spatulata (T3), consisti6 en introducir a la rama
embolsada un par de hembras gravidas de A. spatulata. Para obtener una tasa
de oviposicion similar a la que hubiera ocurrido en forma natural, las hembras
fueron capturadas cuando ovipositaban en frutos no cubiertos del mismo arbol,
y fueron removidas 10 dias después. (4) Oviposicidn por A. spatulata mas
hemipteros (T4), se realiz6 con la introduccién, a la rama embolsada, de un par
de hembras gravidas de A. spatulata, capturadas cuando ovipositaban en frutos
no cubiertos del mismo arbol, removidas 10 dias después y se introdujo a la
bolsa de cada arbol un par de ninfas de hemipteros de una de las dos especies
(R. insignis o V. violacea), en este caso las ninfas no fueron removidas. (5)
Tratamiento sin insectos (T5), en él los frutos permanecieron protegidos todo el
tiempo con la bolsa de organdi totalmente sellada. (6) Tratamiento sin
exclusion de insectos (T6). En este caso a los frutos se les retird la bolsa de
organdi, y se colocé una trampa tipo embudo para recolectarlos.

Cuando los frutos habian alcanzado la madurez fisiologica y antes de
gue los insectos finalizaran su ciclo dentro del fruto, las ramas con los
tratamientos fueron cortadas y transportadas al laboratorio para contabilizar los
frutos utilizados y los no utilizados por las especies. Para esto, se obtuvo el

namero de larvas y pupas de A. spatulata y palomillas y el de semillas.
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Figura 1. Bolsa de tela organdi totalmente sellada (40x50 cm) con soporte de alambre flexible,
protegiendo una rama con frutos (A). Bolsa de tela organdi con orificios de 5.0 mm protegiendo
una rama con frutos (B). Bolsa de tela organdi con rama con frutos para observacion de
oviposicion-alimentacion (C).

Uso de los frutos como sitios de oviposicidbn o alimentacion: Interacciones
directas

Para evaluar los factores que determinan el uso de los frutos, como sitios de
oviposicion o alimentacion se realizd un experimento observacional en 2010 y
2011 en TJ y OT, con frutos de cuatro arboles de S. schreberi. En cada arbol
se eligieron cuatro ramas con 80 a 100 frutos, en postantesis, se protegieron
con una bolsa de tela organdi fino de 50x50cm. Después de observar por una
semana, la llegada de hembras a ovipositar a los frutos no protegidos de los
arboles seleccionados (Figura 2A), Se realizaron observaciones regulares, en
un horario de 9 de la mafiana a 5 de la tarde. En un primer arbol, a una de las
ramas, se le retird la bolsa dejando al descubierto los frutos y por lo general de
1 a 3 hembras gravidas de A. spatulata eran atraidas a la rama con frutos
(Figura 2B). Cada vez que una hembra se detenia e insertaba su ovipositor, se
media el tiempo hasta que lo sacaba (Figura 2C) y si empezaba a recorrer la
superficie alrededor del fruto arrastrando su ovipositor y dejando la huella de su

feromona de marcaje, se consideraba que la oviposicién se habia realizado con
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éxito (Figura 2D). Se observo la oviposicion en diez frutos por rama, los cuales
fueron cortados e identificados, en ese momento también se tomaron 40 frutos
al azar de la misma rama y se obtuvo el peso de estos en una balanza de
precision (The Ohaus Adventurer™Pro, Parsippany, NJ) y la longitud y anchura
con un vernier digital (Hangzhou United Bridge Tools Co., Ltd. Hangzhou,
China).

Este procedimiento se repiti6 en cada una de las cuatro ramas
embolsadas, de cada uno de los cuatro arboles; el nimero de frutos por arbol
fue de 200, de ellos 40 fueron ovipositados y 160 no ovipositados, en total se

evaluaron 800 frutos.

Figura 2. Eleccion de frutos de Schoepfia schreberi por Anastrepha spatulata Hembra
ovipositando (A) hembra buscando (B) hembra ovipositando (C) Hembra marcando el fruto

ovipositado (D).

Alimentacion de R. insignis en frutos sanos y frutos ovipositados por A.
spatulata

Se realizO este experimento para estimar la competencia directa
interespecifica en dos especies, dipteros y hemipteros, después de observar el
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comportamiento de oviposicion de los dipteros y posteriormente el
comportamiento de alimentacion de los hemipteros. Se eligieron cuatro arboles,
en cada uno se eligieron cuatro ramas y estas se embolsaron (Figura 1C). El
namero de frutos por arbol fue 120, de ellos 48 fueron ovipositados y 72 no lo
fueron, se tuvo en total 480 frutos, en los que la oviposicion por A. spatulata fue
observada como se describié en el parrafo anterior. Los frutos ovipositados
fueron marcandose con un punto de pintura acrilica no téxica (Politec, Rodin
S.A. de C.V. Mexico), hasta contabilizar doce por rama. Los frutos que
permanecieron sanos se cubrian nuevamente con la bolsa de tela tul para
protegerlos. Aproximadamente después de 20 dias, cuando las larvas estaban
en segundo estadio, se dejaron 10 frutos ovipositados por los dipteros y 10
frutos sanos, el resto fue cortado. Las ramas se cubrieron nuevamente con la
bolsa y 1 dia después, se observo la tendencia de alimentacion del hemiptero
en los primeros cinco y luego en 10 de ellos (Figura 3). Para lo anterior, se
colocaron dos hemipteros de IV estadio, se observo los frutos que usaron para
alimentarse, estos eran cortado y las chinches retiradas. Después se colocaron
otras dos chinches nuevas. La secuencia se repiti6 hasta completar 10 frutos
seleccionados por las chinches, los frutos se disectaron para determinar Si
estaban sanos o infestados.

%Una rama S. schreberi con 20 frutos de
los cuales 10 fueron ovipositados por
A. spatulata

A Una ramas S. schreberi con 20 frutos
de los cuales 10 fueron ovipositados por A.
spatulata +2 ninfas de R. insignis.
Determinar eleccion

Figura 3. Eleccion de Ramosiana insignis entre frutos infestados y no infestados.

Analisis estadisticos
Para los experimentos de exclusion se analizaron cada uno de los tratamientos,

mediante un modelo jerarquico binario con tres niveles; nivel 3: lugar (k
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=1,...,2), nivel 2: &rbol (j = 1,...,10) nivel 1: frutos (i = 1,...,50), modelando la
probabilidad de que un fruto fuera utilizado dados los tratamientos, la variable
de respuesta en este caso fue una variable binaria es decir y = 0 (fruto no
utilizado) y y = 1 (fruto utilizado). Asi, que las probabilidades de usar un fruto
pueden modelarse con:
. Pi
logitp ik — log 1_7"(: By * B Dlijk +p, D2ijk +5, D3ijk +5, D4ijk + s D5ijk Tw, +U; @
ijk
D1, D2, D3, D4 y D5 son variables indicadoras, utilizadas para identificar el

efecto del tratamiento y se codificaron de acuerdo al método de la celda de

referencia, tomando como base el tratamiento 5, W, ~ N(0,57) yu; ~N(0,07)

indican una estructura de correlacién entre las observaciones.

Para saber si hay diferencias entre tratamientos se plantea la hipétesis:
Ho:fo=p=8,=Ps=p,=Ps=Ps=0 vs H, :existe al menos una £ distinta
de 0.

Se rechaza la hipétesis nula si p—value<a.

Se identificaron cuales son las covariables que influyen en la preferencia
de uso de los frutos como sitio de oviposicion de A. spatulata. Este proceso se
inicié ajustando el modelo, con los 50 frutos de cada rama y de cada planta y
las variables de los frutos (peso, longitud y anchura) y se plantearon tres juegos
de hipétesis para determinar que variable fue determinante en la oviposicion
del hospedero.

El modelo usado para conocer las probabilidades de oviposicién fue el
modelo logistico mixto o también llamado modelo jerarquico binario con 3
niveles; nivel 3: arbol (k=1,...,4), nivel 2: ramas (j=1,...,4) y nivel 1: frutos
(i=1,...,50).

La variable respuesta se denota pory, , es decir, es la variable para el

ijk
fruto i-ésimo en la rama j-ésima y el arbol k-ésimo, y toma solo dos valores 0 6
1, y = 0 para el fruto no ovipositado y y = 1 fruto ovipositado. Las
probabilidades del uso de los frutos en funcion de su longitud, anchura y peso
pueden modelarse como sigue:

Piji
1- pijk

Iogitpijk =log = f, + B, Pesoy, + ﬂZLongitudijk + ﬂ3Anchuraijk + W, +Uy (2)
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Donde w, ~N(0,62) y U ~N(0,Uf), consideran el hecho de que las

observaciones estan correlacionadas.

Las hipotesis fueron:

a) Hy: B, =0vsp, #0

b) H,: 8, =0vsp, #0

c)H,: B, =0vsp, #0

En todos los casos, la regla de decision fue rechazar la hipotesis nula si el
p-value<a.

En la eleccion de frutos infestados y no infestados, por los individuos de
R. insignis, se tendrd Yi, Yo, ..., Yx Para el problema de interés K= 16= 4
arboles x 4 bolsas. Es decir Y1, Yo, ..., Y16, Se tiene Xy, Xz, ..., X410 -Bernoulli,
P=p(X=1) P= probabilidad de que se seleccione un fruto infestado - binomial
(10,p). Los datos fueron analizados con el estadistico de prueba X?

Todos los analisis estadisticos se realizaron en SAS/STAT 9.1 para
Windows utilizando las rutinas LOGISTIC y GLIMMIX.

Resultados
Exclusion de insectos y su impacto en la produccién de semillas
Dada la probabilidad de que un fruto fuera utilizado, los resultados indicaron
gue existi6 al menos un tratamiento con efecto distinto al de los otros (p <
0.001). ElI mismo resultado se obtuvo para el lugar y el aifio (p= 0.0469); la
abundancia de frutos fue la misma pero la respuesta de los insectos vari6é entre
un afio y otro. En los cinco tratamientos las especies de insectos utilizaron los
frutos con diferentes magnitudes de infestacion, en comparacion con el
tratamiento control sin insectos (T5) y en todos existié un efecto distinto (Figura
4A).

Para el tratamiento (T1), se encontré que fue 4.57 veces mas probable
que un fruto fuera utilizado por una de las larvas de las palomillas, segun el

exponencial del coeficiente estimado para el tratamiento, i.e exp(-1.52) =4.57

(Cuadro, 1) (Hosmer y Lemeshow, 2000). En el (T2) la probabilidad aumenta a
21.11 veces. En el (T3) la probabilidad de que un fruto fuera utilizado por A.

spatulata fue 7.8 veces mayor en comparacion con el control, y para el (T4) fue
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30.57. Mientras que la interaccion de las especies de los tres 6rdenes en (T6),
mas otros factores no controlados, la probabilidad se increment6 a 79.04

veces.

Cuadro 1. Coeficientes estimados para el modelo (1) exclusién de insectos. La comparacion de
los tratamientos se hizo con el control sin insectos (T5). Las tasas de ataque son mas altas en
el tratamiento sin proteger (T6), y en los tratamientos con hemipteros (T2y T4).

Tratamiento Estimados E.e. t P
Intercepto -0.01603 0.1295 -0.12 0.9216
Palomillas 1.5223 0.1159  13.13 0.0001
(dos especies) 1

Palomillas + hemipteros 2 3.0512 0.1456 20.96 0.0001
A.spatulata 3 2.0450 0.1204  16.98 0.0001
A.spatulata + hemipteros 4 3.4281 0.1601 21.42 0.0001
Sin proteger 6 4.3713 0.2232 19.58 0.0001
Sin insectos 0

(Control) 5

Los porcentajes de palomillas y A. spatulata entre los tratamiento fueron;
para palomillas en (T1) 11.4%, en (T2) 8.07% y (T6) 2.53%, mientras que para
A. spatulata (T3) 44.29%, en (T4) 16.44% y (T6) 5.07%.

Las frecuencias de la produccion de semillas en el tratamiento control sin
insectos fue de 62.7%, mientras que un escenario con palomillas Unicamente
fue de 28.9% con palomillas + hemipteros de 9.0% solo A. spatulata de 20.6%

A. spatulata + hemipteros 6.5% y sin proteger de solo 2.6% (Figura 4B).
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Tratamientos

n o A W N =

0 10 20 30 40 50
' Promedio de las frecuencias

Figura 4. Promedio de las frecuencias de los frutos utilizados por los insectos en cada
tratamiento (A), porcentaje de frutos con semillas viables producidas por tratamiento (B). Los
tratamientos fueron: 1= palomillas (dos especies), 2= palomillas + hemipteros 3= Anastrepha
spatulata (acceso solo A. spatulata) 4= Anastrepha spatulata + hemipteros 5= control
(protegido), 6= sin exclusién (no protegido).

Efecto de las interacciones directas entre insectos

El efecto de R. insignis en la produccién de semillas fue 3.02% en su
interaccién con palomillas y 2.95% en su interaccién con A. spatulata, mientras
que con V. violacea fue 16.25% con palomillas y 9.38% con A. spatulata. Lo
anterior indica que V. violacea tuvo un efecto menor al alimentarse de los
frutos, comparados con R. insignis (Figura 5). En el caso especifico de A.
spatulata el porcentaje de individuos obtenidos, difirieron cuando estan sin
competencia en comparacion con sus interaciones con las demas especies, se
observa que una disminucién mayor en el porcentaje de los individuos ocurre

principalmente con R. insignis y en su interaccion con todas (Figura 6).
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Figura 5. Semillas producidas por la interaccion de palomillas y A. spatulata con Ramosiana
insignis o Vulcirea violacea.
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Figura 6. Porcentaje de individuos de Anastrepha spatulata obtenidos sin competencia y con
interaccion entre cada una y todas las especies.
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Factores que influencian el uso de los frutos para oviposicion
Los resultados muestran que en particular en A. spatulata, el peso (p= 0.003) y
anchura (p= 0.0001) (Cuadro 2) de los frutos influyeron en la tasa de

oviposicion.

Cuadro 2. Coeficientes estimados de las variables que afectan la seleccion de frutos de
Schoepfia schreberi por Anastrepha spatulata.

Variable Estimados E.e. t P
Anchura -0.7930 0.1585 -5.00 0.0001
Peso 31.0245 10.4426 2.97 0.0031

La tasa de oviposicion se modific6 en funcién de la anchura y peso
(Figura 7). Los coeficientes del modelo se interpretan como sigue: la anchura

del fruto exp(1x—0.7930) = 0.4524 indica que por cada mm que incremente esta

caracteristica del fruto, la probabilidad de oviposicibn se reduce
aproximadamente a la mitad cuando las otras variables permanecen

constantes. En el caso del peso del fruto exp(0.023x31.0245) =2.04, por cada

0.023 mg de aumento, la probabilidad de oviposicién se duplica. La variabilidad
minima y maxima en el total de frutos evaluados (n=800) estuvo entre 0.0150
mg y 2.610 mm de anchura (los pequefios) y 0.0900 mg con 5.840 mm de
anchura en los frutos grandes. Aunque en las palomillas se ha determinado el
periodo de oviposicion en los frutos, se desconoce si existe algun tamafo de
ellos que sean mayormente ovipositados. En este estudio, se observo que A.
spatulata incrementaron la oviposicién en frutos con tamafio (promedio * el
error estandar) de 0.0618 + 0.0005 mg y 4.1261 + 0.0272 mm de anchura (n =
160)
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Figura 7. Probabilidad de oviposicion por Anastrepha spatulata en dependencia del peso y
anchura de los frutos de Schoepfia schreberi modelado como

exp (—0.7930Anchura + 31.0245Peso)

" 1+ exp(~0.7930Anchura + 31.0245Peso)
jerarquico binario.

con los coeficientes estimados del modelo

La seleccién de frutos por R. insignis no mostro una tendencia identificable (X?
= 24.99 gl =397 P = 0.9950); ya que, los individuos se alimentaron tanto de

frutos infestados por A. spatulata como de frutos no infestados.

Discusion

Seleccion y uso del recurso

El hecho de que A. spatulata haya tenido los niveles mayores de infestacion y
correlacion positiva con la disponibilidad de frutos se considera que es
altamente capaz de localizar frutos viables. Interesante es la comparacion que
existe con mas del 35% de frutos abortados, entre el promedio de las
frecuencias del tratamiento T2 (insectos obtenidos 44.29% + semillas 20.63% =
64.92% fruto no abortados) y el control T3 (semillas 62.74% = 62.74% fruto no
abortados). Este resultado sugiere que las hembras de A. spatulata parecen

elegir ovipositar en los frutos que la planta no abortara. La habilidad de elegir
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frutos fue acentuada en un ambiente donde los recursos no son limitados
(Figura 1) aunque los frutos difieran en peso y tamafio; ambas caracteristicas
parecen condicionar en gran medida su uso. En algunos estudios se ha
examinado directamente la seleccion del recurso como sitio de oviposicion y
sus restricciones. Por ejemplo, Ostergard et al. (2007) observaron que las
hembras de Bruchus atomarius son capaces de detectar frutos con
probabilidad de ser retenidos, principalmente por su posicién y fenologia. A.
Spatulata usa particularmente frutos con cierto intervalo de peso que al
aumentar duplica las probabilidades de oviposicién hasta el limite en que un
incremento en la anchura de los frutos, disminuye esa probabilidad. En todo
caso las larvas de A. spatulata requieren de un tamafio de fruto que les permita
desarrollarse y alcanzar el estadio adecuado para abandonar el fruto, antes de
la abscision o de que madure. Probablemente la planta reacciona al detectar a
los herbivoros con sefiales mecanicas y quimicas (Erb et al., 2012) y promueve
un desarrollo acelerado de los frutos, mientras que la estrategia de los insectos
es el uso de los frutos de mayor calidad con un cierto intervalo de tamafo.
Frutos mas grandes pueden tener restricciones fisiolégicas o fitoquimicas
haciéndolos menos deseables (Janzen, 1975; Juenger et al., 2005).

Estudios con otras especies confirman la seleccién en funcion de las
caracteristicas de los frutos.Marchand y McNeil (2006) sefialaron que las
hembras de Acrobasis vaccinii (Riley) (Lepidoptera: Pyralidae) prefieren
ovipositar en frutos grandes, con lo que aseguran los recursos suficientes para
las larvas. Por otro lado, hembras de Curculio elephas Gyll (Coleoptera:
Curculionidae) al parecer explota solo hospederos de la mejor calidad en

recursos, sin importar que estos ya estén ocupados (Desouhant, 1998).

Efecto de la depredacion de frutos en la produccion de semillas viables

En este sistema, la historia de vida de los insectos influye en la produccion de
semillas, ya que los resultados del estudio de exclusion, indican que tanto las
palomillas como A. spatulata, en estado unico, sin competencia interespecifica
carecerian de importancia en la reduccién de la adecuacion de S. schreberi.
Takahashi y Huntly (2010) demostraron que la remocion de los herbivoros
incrementa la produccién de semillas en Artemisia tridentata L. (Asteraceae).

Sin embargo, las dos especies de hemipteros y especificamente R. insignis,
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que utilizan los frutos para su desarrollo tienen un impacto mayor al alimentarse
en botones florales y flores cuando aun no hay frutos disponibles; los
inmaduros emigran una vez que terminan el recurso, la etapa adulta la
alcanzan al alimentarse del contenido seminal de S. schreberi. En el caso de V.
violacea la oviposicién sucede en condiciones que aseguran que cuando la
progenie eclosione se alimenten de los frutos disponibles, la saciacion no
ocurre en estos insectos debido a que como adultos pueden seguir
alimentandose. Los resultados de la interaccion de todas las especies
utilizando los frutos, mostraron una formacion limitada de semillas. Por lo tanto,
se sugiere que la abundancia y dinamica de las poblaciones de los insectos
como depredadores de los frutos y semillas tiene un impacto sobre la
adecuacion de la planta hospedera (Crawley y Akhteruzzaman, 1988; Maron y
Crone, 2006; Lewis y Gripenberg, 2008).

Efecto de las interacciones directas entre insectos

Los resultados indicaron que en la interaccién de R. insignis con A. spatulata,
ocurre un efecto antagonista que conduce a la competencia por interferencia
cuando los individuos de R. insignis, que no discrimina entre frutos ya
ocupados, interfieren con la alimentacién y reproduccién de las larvas, y
afectan su sobrevivencia; ademas, el fruto cae y la larva muere cuando esta en
los estadios iniciales, dando como resultado la exclusibn competitiva de A.
spatulata. Esto es sobresaliente, puesto que diversos estudios de depredacion
y control de larvas de insectos herbivoros son enfocados con parasitoides y
depredadores, a través de interacciones indirectas mediadas por las sefiales
de la planta hospedera y las del huésped (Dicke y Baldwin, 2010; Segura et al.,
2012). Sin embargo, las interacciones a través de la competencia intra e
interespecifica por lo recursos, juega un papel importante en la dinamica de las
poblaciones de insectos (Fréchette et al., 2007). Es probable que también las
palomillas y los niveles troficos superiores parasitoides principalmente se vean
afectados, entonces R. insignis estaria afectando indirectamente a la diversidad
de los niveles troficos superiores y controlando la abundancia de los
consumidores de nivel intermedio. La capacidad o necesidad de R. insignis de
utilizar el recurso, rebasa obstaculos, ya que también utiliza frutos infestados

por pulgones y a la vez son cuidados por hormigas (M. Lépez observacion
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personal). Mientras que la presencia e interaccién de V. violacea con palomillas
0 A. spatulata, tienen un efecto menor en la adecuacién de la planta, en
comparacion con R. insignis (3.02% y 2.95 respectivamente); por lo que, esta
especie tiene un impacto menor tanto en la produccion de semillas, como en la
capacidad de compartir los recursos con individuos de palomillas o A.
spatulata. Una posible explicacion, es dada en el numero de individuos y el
tamafo de estos, un adulto hembra de V. violacea mide 15.71 + 0.63 mm y un

adulto de R. insignis 23.93 £ 0.98 mm (L6pez y Cervantes, 2010).

Conclusiones

Anastrepha spatulata fue mas abundante y competitiva, su éxito se debe a la
sincronizacion con el hospedero, a la capacidad para localizar frutos viables y
se atribuye la particularidad de seleccion en el uso del recurso. La probabilidad
de éxito reproductivo de A. spatulata es mayor cuando no existe interaccion
con hemipteros o la presencia de todas las especies.

El uso de los frutos de S. schreberi, por R. insignis puede tener un efecto en la
regulacion de las poblaciones de A. spatulata y palomillas. La depredacion alta
de frutos por hemipteros y la accién en gremio de las especies de insectos y
otros factores tienen un impacto en la formacién de las semillas, lo que

conduce al hecho de que el éxito reproductivo de S. schreberi sea incierto.
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Capitulo Ill. Hembras de Ramosiana insignis (Hemiptera: Pentatomidae)
ponen sus huevos lejos de la planta hospedera, pero son atraidas por los
volatiles de ésta

Resumen

En este estudio, se investigd en experimentos en campo en condiciones de no
manipulacion y manipulacion, si la oviposicion de las hembras de Ramosiana
insignis (Hemiptera: Pentatomidae) es influenciada por la planta hospedera
Schoepfia schreberi (Santalales: Olacaceae) y una planta no hospedera Coffea
arabica (Rubiaceae). ElI promedio del nimero de huevos puestos por las
hembras en condiciones de no manipulacion fue mayor en la planta no
hospedera que en la planta hospedera. Hembras en condiciones de
manipulacion ovipositaron en su planta hospedera, mientras que en la planta
no hospedera también lo hicieron pero, las hembras retardaron la oviposicion
de sus huevos. El mecanismo de retencion de los huevos es atribuido a la falta
de sefiales y del contacto con la planta hospedera. Adicionalmente, se
investigd la respuesta de hembras y machos de R. insignis a los volatiles
provenientes de hojas y corteza de su planta hospedera usando un olfatometro
tipo Y. Las hembras pero no los machos fueron atraidos a los voléatiles de hojas

y corteza asi como a extractos hexanicos de estos materiales.

Palabras clave: Busqueda de hospedero, hospedero adecuado, atraccion
olfativa, preferencia de oviposicion, Hemiptera, experimento de campo,
retencién de huevos, bioensayos.

Abstract

In this study, was investigated the influence of two plant species, a host plant
(Schoepfia schreberi) and a non-host plant (Coffea arabica) on the oviposition
of the stink bug Ramosiana insignis, using both field surveys and no-choice
bagged studies. Under non-manipulated field conditions, egg masses found on
coffee bushes contained more eggs than egg masses on the normal host plant
(S. schreberi). When confined in organdy bags over either S. schreberi or coffee
branches, female bugs deposited similar numbers of eggs but on the non-host
plant (coffee), oviposition was significantly delayed, which seemed to be related

to the lack of stimulus provided by normal host plant. Volatiles from S. schreberi
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were found to attractive to adult bugs in a Y-tube olfactometer. Females were
attracted to fresh foliage, as well as extracts of leaves or bark. Males were
attracted to fresh leaves or extracts of fresh leaves.

Key words: Host-finding, suitable host, olfactory attraction, oviposition
preference, Hemiptera, field experiment, egg retention, bioassays.

Introduccion

Los insectos perciben una serie de estimulos provenientes de plantas, que
incluyen las caracteristicas visuales, mecdanicas, gustativas y olfativas, que los
guian en la ubicacién y aceptacion de sus hospederas e identificacion de sitios
de oviposicion (Visser, 1986; Schoonhoven et al., 2005). Adicionalmente, los
procesos fisioloégicos y estimulos ambientales influyen en la busqueda del
hospedero (Harris y Foster, 1995). Los compuestos volatiles de las plantas se
detectan por el sistema olfativo altamente sensible de los insectos (Bruce y
Pickett, 2011), por lo que la percepcion de los olores de hospederos y de no
hospederos en los insectos se rige por un conjunto de reglas de procesamiento
(Cunningham, 2011).

La orientacidon de artrépodos herbivoros y carnivoros en ambientes
naturales esta fuertemente determinada por la relacion entre la complejidad y
diversidad quimica de los volétiles y las especies de plantas, lo cual puede
afectar significativamente su direccion (Sabelis et al., 2007; Randlkofer et al.,
2010, Anderson y Hamback, 2011). Los componentes quimicos de la planta,
tales como los nutrientes y los metabolitos secundarios son uno de los factores
mas importantes en la decision de la hembra para ovipositar (Renwick, 2001;
Awmack y Leather 2002). El proceso de busqueda de un hospedero inicia con
la percepcion de los estimulos provenientes del habitat de la planta hospedera
y de la planta misma, posteriormente el insecto contacta la planta hospedera y
procede a su evaluacion y finalmente puede aceptarla o rechazarla (Bernays y
Chapman, 1994; Calatayud et al., 2008). La hipotesis de “preference-
performance” (Jaenike, 1978) asume que la prioridad de oviposicidn por parte
de los adultos, estd determinada por la calidad del sitio de oviposiciéon que
maximice el desarrollo y supervivencia de la progenie (Scheirs et al., 2000;

Gripenberg et al., 2010; Clark et al., 2011). R. insignis es un insecto semélparo
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univoltino, realiza su ciclo completo y se alimenta principalmente de los frutos
de su planta hospedera S. schreberi (Loépez y Cervantes, 2010). Después de
aparearse en forma agregada en arboles especificos de S. schreberi y de
Erythrina americana Miller (Fabaceae), las hembras se dispersan para buscar
las plantas adecuadas para ovipositar. Las hembras de R. insignis arriban y
establecen contacto con el follaje de S. schreberi, al finalizar el verano y parte
del otofio, una accion altamente correlacionada con el comportamiento de
oviposicion. Las hembras de R. insignis contactan los botones florales iniciales
que empiezan a formarse en los nudos. Finalmente la hembra se queda
estatica en el envés de la hoja seleccionada y entre el segundo y quinto dia
realiza una sola oviposicion. Sin embargo, hay hembras que una vez que han
establecido el contacto con la planta hospedera la abandonan, colocandose en
el envés de una hoja de una planta no hospedera en la vegetacion que rodea a
una planta hospedera donde finalmente ovipositan. Observaciones preliminares
indican que este insecto oviposita en la planta hospedera y en plantas no
hospederas (39 especies de planta) por ejemplo en cafetos Coffea arabica L.
(Rubiaceae), una de las seis especies de la familia Rubiaceae seleccionadas
como sitio de oviposicion en condiciones naturales (M. Lopez y T. Williams,
datos no publicados). Se ha observado que se agregan para poner sus huevos
solamente en plantas con una avanzada sefial de botones florales, flores o
pequefios frutos o cerca de estas que sirvan a su progenie de recursos
alimenticios, hasta el inicio del periodo normal de fructificacion de la planta
hospedera, durante los meses de enero a marzo.

Este estudio se centra en observar la interaccion entre el insecto
herbivoro R. insignis y su planta hospedera, S. schreberi. La hipétesis que se
plantea es que la atraccion de los adultos es el resultado de la percepcion de
los compuestos volatiles provenientes de la planta hospedera, y que el
comportamiento selectivo del sitio de oviposicion de las hembras de R. insignis,
se ha desarrollado para maximizar la adecuacién y desempefio de las
hembras. En experimentos en campo con manipulacién y sin manipulacién se
analizo el desempeiio de las hembras en la seleccion del sitio y la oviposicion
en la planta hospedera y en una planta no hospedera (C. arabica). Asimismo
mediante experimentos de laboratorio con ensayos de eleccion dual, se

investigd la percepcion de hembras y machos de R. insignis a los olores de su
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hospedero al dirigirse hacia material vegetativo fresco y extractos de la planta
S. Schreberi.

El objetivo fue determinar la respuesta de oviposicion de las hembras,
en la planta hospedera y en una no hospedera, y evaluar la respuesta

comportamental de los insectos a los olores/volatiles de su planta hospedera.

Materiales y métodos

Sitios experimentales

Los sitios experimentales se ubican en Tejeria, 19 © 21 'N, 96 ° 54' O, altitud
924 msnm, y Monte blanco 19° 22' N, 96° 55' O, altitud 977 msnm en el
municipio de Teocelo. El &rea comprende bosques fragmentados de encinos,
mezclados con plantaciones de café y arboles frutales como naranjos y

guayabos.

Planta

Schoepfia schreberi es una especie que crece desde el bosque tropical
caducifolio hasta el bosque seco de Querqus sp., Y con una amplia distribucién.
Después de la fructificacion, las plantas tienen rebrotes vegetativos entre
marzo y mayo. Durante el verano se mantiene siempre verde y al inicio del
otofio algunos arboles inician su periodo de floraciébn que es cuando puede

observarse el arribo de los hemipteros para la oviposicion.

Insectos

Adultos de R. insignis se recolectaron en la localidad de Osto ubicado a una
altitud de 838 msnm (19° 18' N 96° 50' O), y en la Camelia municipio de Alamo
con una altitud 245 msnm (20° 85" N 97° 83' O) en el estado de Veracruz,
México. Los periodos de recolecta fueron entre julio y agosto de los afios 2009
y 2010. Se realizaron siete recolectas en total, cuatro en Alamo y tres en Osto.
Los insectos se separaron por sexos Yy fueron colocados en jaulas de plexiglas
de 40 cm x 40 cm ramas con hojas frescas de su planta hospedera. Se
mantuvieron en un laboratorio a una temperatura de 24 °C y a una humedad

relativa del 60%, por un periodo de 10 dias, para realizar los bioensayos.
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Aceptacion y preferencia del sitio de oviposicion (condiciones de campo)
Oviposicion en condiciones de no manipulacion: Se localizaron hembras
cuidando sus huevos ovipositados tanto en plantas de S. schreberi
(hospedera) (Figura 1A) y en plantas de C. arabica (no hospedera) (Figura 1B).
Para fines comparativos con el experimento de manipulacion, se seleccionaron
22 hembras de R. insignis en arboles de S. schreberi y 22 ejemplares en
plantas de C. arabica. Se contabilizé en cada sitio de oviposicidén, el nimero
total de huevos por hembra.

Oviposicion en condiciones de manipulacion. Un total de 120 parejas de R.
insignis recolectadas en agosto del 2009 y del 2010 en los lugares ya descritos,
se mantuvieron en la localidad de tejerias en ramas de arboles de S. schreberi
en bolsas de organdi de 50 cm x 50 cm. Los apareamientos ocurrieron y las
parejas que se iban formando para su identificacién, se marcaban en el dorso
del térax con pintura acrilica no téxica (Politec, Rodin S.A. de C.V. Mexico).
Posterior a la cépula, conforme las parejas se iban separando de manera
sincronizada, una pareja se coloco en la planta hospedera y la otra en la planta
no hospedera, por lo tanto los insectos no tuvieron opcién de buscar y elegir un
sitio de oviposicién. Cada individuo se pes6, utilizando una balanza de
precision Ohaus Adventurer™Pro, Ohaus Inc. (Parsippany, NJ.).

Experimento en la planta hospedera (1). El disefio del sitio de
oviposicion, consistio en elegir cinco ramas de un arbol de S. schreberi. Cada
rama se cubrié con una bolsa de tela de organdi de 40 cm x 50 cm con un
soporte de alambre flexible para mantener las bolsas rigidas en forma de
cilindro, a la cual se le introdujo una hembra de R. insignis. Experimento en la
planta no hospedera (2). El disefio consistié en distribuir cinco macetas, cada
una con una planta de C. arabica alrededor de un arbol de S. schreberi a una
distancia de 1 m del limite del follaje. Las macetas fueron introducidas y
enterradas entre la vegetacion. La altura de la planta de C. arabica era de 80 a
90 cm con abundante follaje y se cubrié con una bolsa de tela organdi, a la cual
se le introducia una hembra R. insignis; En total fueron cinco 5 hembras en
ramas de la planta hospedera y cinco hembras en los cafetos y esto se repitio
en 10 arboles, en los afios 2009 y 2010.

Los datos registrados fueron: fecha de colocaciéon del insecto en la

bolsa, fecha de la oviposicion, el nimero total de huevos de cada hembra, en
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ambos tratamientos en condiciones de manipulacién y no manipulacion, la

revision de las oviposiciones fueron tomados cada tercer dia.

Figural. Hembra Ramosiana insignis cuidando sus huevos en su planta hospedera Schoepfia
schreberi (A) Hembra Ramosiana insignis con progenie emergida en la planta no hospedera
Coffea arabica (B).

Preparacion de los bioensayos

Recolecta de follaje y corteza de S. schreberi. EI material vegetativo se obtuvo
de diversos arboles de S. schreberi de 5 m de altura y un diametro del tronco
de 15 cm, en promedio, en el area natural de Osto y la Camelia. Se prepararon
seis bioensayos con los siguientes diferentes fuentes de olor: T1: 4 a 5 hojas
frescas y T2: 3 a 4 g corteza fresca. El testigo utilizado fue papel filtro. T3:
extracto de hojas, T4: extracto de corteza. Para la preparacion de los extractos
se utilizo materiales secos, los cuales inicialmente se maceraron con hexano
que cubrié al tejido, se dejo reposar a temperatura ambiente por 48 h y al final
de este tiempo, se decant6 el extracto, el método es descrito por Rosas (2005).
De los extractos crudos obtenidos, se tomdé una muestra de 10 pg por
repeticion, la cual se coloco sobre papel filtro. El testigo consistio en colocar 10
Ml de hexano puro sobre el papel filtro. Los tratamientos T5 y T6 consistieron de
hojas y de corteza fresca respectivamente, los cuales fueron extraidos con
hexano en una dilucién de 1:1, es decir 15 g de hojas y/o corteza en fresco

sumergidos por 1 min en 20 ml de hexano, finalmente el extracto fue
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concentrado a 15 ml. Para los bioensayos se emplearon 5 a 6 ul del extracto
por repeticion, el cual se aplico sobre papel filtro. El testigo consistié de 5 a 6 pl
de hexano puro colocado sobre papel filtro.

Respuesta comportamental de los insectos

Respuesta comportamental de R. insignis hacia los olores/volatiles de su
planta hospedera S. schreberi. Este experimento se realizé en julio y agosto en
los afios 2009 y 2010. La respuesta de hembras y machos de R. insignis a las
seis diferentes fuentes de olor fueron evaluadas utilizando un olfatbmetro de
vidrio en forma de “Y” (Rojas et al. 2002). El olor de las muestras es enviado al
olfatbmetro, por aire previamente purificado a través de un filtro con carbén
activado con un flujo de 0.2 Lmin™. El flujo del aire era regulado por un par de
fluxémetros (Gilmont Instruments, Barnant Co., Barrigton, IL, EUA), vy
humidificado mediante burbujeo en un recipiente de agua antes de pasar al
olfatbmetro. En una de las camaras de vidrio se colocé la muestra del
tratamiento a evaluar y en la otra el testigo (Figura 2B). Cada hembra o macho
se introdujo individualmente, utilizando un vaso con capacidad de 28 ml (Solo
cup CO) a través de uno de los brazos del tubo en forma de “Y”. Las
observaciones se registraron en lapsos de 5 minutos, si existia una respuesta,
se daba por terminado cuando el hemiptero llegaba al final de la camara con el
tratamiento o control elegido. Después de cada repeticidn, la posicion de las
camaras era cambiada para evitar sesgo experimental. Al final, de cada cinco
observaciones, el olfatdmetro se lavd con agua y jabén neutro, se enjuagé con
acetona y se sec6 a 100 °C en un horno durante dos horas. Los bioensayos se
realizaron en el laboratorio con una temperatura de 26 + 1 °C y una humedad
relativa de 65 a 75%. La iluminacion fue ambientada por seis lamparas
fluorescentes (39 W, General Electric, México) la intensidad fue de 1.676 lux,

proyectandola a 120 cm sobre el olfatdmetro.
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Figura 2. Representacion grafica de los ensayos de comportamiento de respuesta de atraccion
de Ramosiana insignis a los diferentes tratamientos utilizando un olfatébmetro en forma de Y.

Andlisis estadistico

El nimero de huevos ovipositados por las hembras en plantas hospederas y no
hospederas, se analizé usando pruebas t de comparacion de medias. Para
determinar si el peso de las hembras estaba correlacionado con el nimero de
huevos ovipositados, se calcul6 el coeficiente de correlacion de Pearson (Cox y
Hinkley, 1974).

Se parte de la hipotesis de que los insectos no muestran preferencia por
alguno de los tratamientos evaluados. Los datos fueron analizados utilizando la
prueba de Ji-cuadrada. Los insectos que no eligieron ninguno de los
tratamientos, fueron excluidos de los andlisis. En la seleccion de tratamientos
como funcion de tiempo y sexo, se utilizé un modelo de regresion logistica
(Nelder y Wedderburn, 1972; Dobson, 2002) para estimar la probabilidad de
que los insectos de R. insignis, seleccionaran el testigo o alguno de los
extractos incluyendo ademas el sexo de los insectos y el tiempo de respuesta a
los estimulos.

En el modelo, se incluyé el tratamiento como una variable categérica,
usando el método de la celda de referencia (Hosmer y Lemeshow, 2000),

tomando como base el tratamiento 3. La variable sexo fue incluida de manera
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similar, en este caso se tom6é como referencia a los machos. El modelo se
ajustd usando la rutina LOGISTIC del paquete SAS/STAT 9.1 para Windows.

Resultados

Numero de huevos puestos en la planta hospedera y en la no hospedera

Se encontraron diferencias significativas en el nimero de huevos ovipositados
en plantas hospederas y plantas no hospederas manipuladas con respecto a
las no manipuladas (F1118 = 5.36, P = 0.023) el promedio de huevos
ovipositados en las plantas no manipuladas fue numéricamente mayor que

aquel encontrado en la condicion de manipuladas (Figura 3).
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Figura 3. Niumero promedio de huevos (media + desviacion estandar) puesto por hembras de
Ramosiana insignis en plantas manipuladas (control del sitio de oviposicién) y no manipuladas
(eleccién natural del sitio de oviposicién) en condiciones de campo.

Al considerar por separado las oviposiciones en condiciones de no
manipulacion y manipulacién se encontraron diferencias significativas (F142 =
8.19, P = 0.007 y Fy74 = 7.30, P = 0.009 respectivamente). En condiciones de
no manipulacion, la cantidad de huevos ovipositados en la planta no hospedera
fue significativamente mayor (Figura 4) y en condiciones de manipulacion el

numero de huevos fue mayor en la planta hospedera (Figura 5).
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Figura 4. Nimero promedio de huevos (media + desviacion estandar) puesto por hembras de
Ramosiana insignis en la planta hospedera y en la no hospedera (no manipuladas).
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Figura 5. Nimero promedio de huevos (media + desviacion estandar) puesto por hembras de
Ramosiana insignis en la planta hospedera y en la no hospedera (manipuladas).

Respecto a los andlisis de los tiempos de oviposicion en condiciones de
no manipulacion, los resultados indican que no hay relacién entre el nimero de
huevos y el nimero de dias que las hembras tardan en ovipositar (r =0.085
,F174 = 0.55 P = 0.460) en este caso una hembra puede poner su carga de
huevos a los cinco dias y otra hembra, con la misma cantidad de huevos lo
hace después de 3 6 4 semanas. En contraste, en la condicién de manipulacién

se encontraron diferencias significativas entre plantas hospederas y no
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hospederas y el tiempo que tardaron en ovipositar (F1 74 = 9.09, P = 0.004). El
retraso en la oviposicion ocurrio en las plantas no hospederas, donde las
hembras no tuvieron contacto con su planta hospedera (Figura 6).

La relacion entre el peso de las hembras y el nimero de huevos
ovipositados en el hospedero y no hospedero no fue significativa (r=0.079
,F174 = 0.46 P = 0.499). Aunque se encontrdé que fue altamente significativa
para el nimero de huevos puestos y el peso de la hembra (F174 = 24.49 P =
0.0001), indicando que hembras mas grandes ponen un mayor numero de

huevos independientemente si la planta es hospedera o no.
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Figura 6. Efecto del periodo en dias en que ocurrié la oviposicion de hembras de Ramosiana
insignis en plantas hospederas vs no hospederas (manipuladas).
Respuesta comportamental de R. insignis hacia los olores/volatiles de la planta

hospedera

Los machos no mostraron una preferencia en la eleccion de los tratamientos
con respecto al control, a excepcion del tratamiento de hojas frescas ( y* = 9.93
g.l. = 1; P = 0.0016) y volatiles de hojas (7> =4.24g.l. = 1; P = 0. 04). Por el
contrario en el caso de las hembras, las diferencias en la preferencia de

eleccion fueron de significativas (x> =4.17g.l. = 1; P = 0.04) a altamente
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significativas ( > =30.10g.l. = 1; P = 0.00003), ya que mostraron una respuesta

relevante a cuatro tratamientos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Respuesta de atraccién de Ramosiana insignis machos y hembras a diferentes
tratamientos con material de su planta hospedera Schoepfia schreberi.

Prueba G con correccion de Williams
Tratamiento Machos Hembras
V. [V. 5 V. [V. 5
Obs. | Exp. | P V4 Obs. | Esp. | P X
Hoja fresco | Positivo | 41 29 55 33.5
1.5E-
Negativo | 17 29 0.0016** | 9.9310 | 12 33.5 | 07% 27.5970
Corteza
fresco Positivo | 34 30.5 31 39.5
Negativo | 27 30.5 | 0.3701 0.8033 | 48 39.5 | 0.0558 | 3.6582
Extracto
hoja Positivo | 14 14.5 18 13.5
Negativo | 15 14.5 | 0.8527 0.0345 | 9 13.5 | 0.0833 | 3
Extracto
corteza Positivo | 18 14.5 20 14.5
Negativo | 11 14.5 | 0.1936 1.6897 | 9 14,5 | 0.0411% | 4.1724
Volatiles de
hoja f. Positivo | 34 26.5 58 35
3.8E-
Negativo | 19 26.5 | 0.0394* | 4.2453 | 12 35 08Kk 30.1016
Volatiles de
corteza f. Positivo | 40 32.5 57 39.5
8.2E-
Negativo | 25 32.5 | 0.0628 3.4615 | 22 39.5 | 05% 15.5063

Los tratamientos de volétiles de hoja y el tratamiento de hoja fresca dispararon

la mayor respuesta de los insectos (Figura 7).
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Probabilidades y tiempo de eleccion
Comparando cada uno de los tratamientos, tomando como base el T3, los
resultados del ajuste del modelo de regresion logistica indican que existen

diferencias entre tratamientos ( 2 =33.4; g.l. = 5; P = 0.0001) y entre sexos (
y>=4.2; gl =1, P = 0.0398), los tratamientos; T1 (P = 0.0068) y T5 (P =

0.0169) presentan la mayor probabilidad de ser elegidos tanto para hembras

como los machos de R. insignis (Cuadro 2).

Cuadro 2. Coeficientes estimados para la respuesta de hembras y machos de Ramosiana
insignis en las probabilidad de elegir los diferentes tratamientos, en respuesta al tiempo,
tomando como base el tratamiento 3.

Tratamiento G.l. Estimados E. e. 7° P

Intercepto 1 0.3363 0.3023 1.2374 0.2660
Tiempo 1 -0.1499 0.0797 3.5375 0.0600
T_ 4 1 0.3343 0.3882 0.7414 0.3892
T_ 1 1 0.9354 0.3459 7.3146 0.0068
T- 5 1 0.8206 0.3435 5.7052 0.0169
T- 2 1 -0.3930 0.3228 1.4826 0.2234
T_ 6 1 0.4382 0.3255 1.8129 0.1782
SeXO 2 1 0.3548 0.1726 4.2244 0.0398

Con respecto al tiempo no existieron diferencias significativas ( 42 =

3.54; gl. = 1, P = 0.0600) y se observd que en el T4 (corteza extracto en
hexano) los tiempos de respuesta fueron mas cortos iban de 0.35 mins a 1.27
mins (Figura 7). En el T1 (hojas frescas) se observo un tiempo promedio de
respuesta rapido y aunque el insecto se tardé alrededor de 4 a 5 minutos, la
probabilidad de que seleccione el que tiene el T1 fue mucho mayor que los que
tienen tiempos de respuesta menores. Respecto a T3 (extracto de hojas en
hexano), en 3.5 minutos se dirigieron al tratamiento siendo que en los demas,

tienen tiempos de respuesta que oscilaban entre 4 a 5 minutos (Figura 7).
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Discusion

La preferencia de oviposicion, determinada en el campo para R. insignis, donde
las hembras fueron atraidas a su planta hospedera S. schreberi, pero una parte
de la poblacién utiliz6 como sitio de oviposicion plantas no hospederas y los
resultados de los bioensayos, mostraron una asociacion positiva, entre la
respuesta de atraccion de las hembras a las diferentes fuentes de olor
percibidos de la planta hospedera.

Una parte de la poblacion de las madres pone sus huevos en la planta
hospedera y otra en la vegetacion no hospedera. Lo interesante de este
comportamiento es que el nidmero de huevos fue mayor en las plantas no
hospederas (cafetos) en condiciones de no manipulacion. Tales resultados
aumentan nuestro conocimiento en las complejas interacciones insecto-planta,
ya que la capacidad de elegir sitios de oviposicion entre diferentes plantas,
resalta la importancia de la variacion en la capacidad de los individuos para
sobrevivir o desempefiarse en diferentes tipos de recursos (Ng, 1988). De
hecho la calidad del hospedero, la respuesta denso dependiente y los
enemigos naturales, pueden influir en las decisiones de eleccién de los adultos
(Mayhew, 1997). En este estudio la aptitud de oviposicion de R. insignis,
conlleva a grandes diferencias entre las que ovipositan en la planta hospedera
indicado la posibilidad de que puede ser influenciada por el efecto de los
enemigos naturales, mientras que en la planta no hospedera la progenie, al
emerger debe tener la capacidad limitada para trasladarse a las plantas
hospederas, tales factores pueden ser determinantes, en el éxito reproductivo y
la supervivencia de la progenie. Por ejemplo en Acanthocoris sordidus
(Thunberg) (Hemiptera: Coreidae) presiones de seleccion afectan el
comportamiento de eleccién del hospedero y la inversion en la produccion de
huevos (Nakajima et al., 2012; Nakajima y Fujisaki, 2012). Asimismo Manduca
sexta (Sphingidae) ha adoptado una nueva planta hospedera Proboscidea
louisianica (Martyniaceae) para evitar enemigos naturales, una hipotesis
conocida como espacio libre de enemigos. En estos casos, la preferencia por
plantas intrinsecamente inferiores como alimentos se favorece porque los
insectos herbivoros son menos susceptibles al parasitismo (Diamond y
Kingsolver, 2010). En el caso de Oleria onega Hewitson (Lepidoptera:

Nymphalidae), las hembras ponen la mayoria de sus huevos fuera de la planta
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hospedera (hojarasca y plantas no hospederas), el alto riesgo de depredacion
fue un factor desencadenante que hizo que O. onega evolucionara tal
comportamiento (De-Silva et al., 2011). Los patrones de preferencia de la
planta hospedera no solo forman la optimizacion del rendimiento de la
progenie, sino también la optimizacion del éxito reproductivo del adulto (Scheirs
et al., 2000; Desurmont et al., 2012). En R. insignis el poner en un solo grupo
sus huevos y ademas cuidarlos, los diferencia de estudios con otras especies
de insectos, donde las hembras distribuyen sus huevos entre las especies de
plantas de acuerdo a probabilidades especificas de oviposicion, como una
estrategia de reparto de riesgos (Janz et al., 2005). Futuros estudios con R.
insignis, son necesarios para determinar si las plantas no hospederas ofrecen
un ambiente méas benigno para sus huevos que las plantas de S schreberi.

Los resultados muestran que la cantidad de huevos puestos por
hembras de R. insignis en S. schreberi fue similar en el estudio en las
condiciones de manipulacion y no manipulacion. Lo anterior, podria sugerir que
la seleccion natural favorece el patron de comportamiento que causa que las
hembras busquen inicialmente en la planta hospedera, y una parte de la
poblacion realiza una mayor inversion en ovipositar en las plantas no
hospederas. Sin embargo, en la condicion de manipulacién resalta el hecho del
retraso en la oviposicion en dias observado en la planta no hospedera
comparada con la planta hospedera. Por esto, la seleccion de la planta
hospedera, debe ser visto en términos de la aceptacion del hospedero y no
solo de encuentro. Existe un porcentaje de informacion que una hembra debe
recibir y procesar mientras busca el sitio adecuado (Bernays, 1996) y en este
caso a las hembras no se les permiti6 buscar ni seleccionar el sitio de
oviposicion ademas de que en los cafetos se les privd de estar en contacto con
su planta hospedera.

Sin embargo, es interesante el hecho que las hembras retienen los
huevos y pueden poner la misma cantidad que las que no los retienen. Existen
ventajas y desventajas en las decisiones de las madres al ovipositar. Por
ejemplo, Benda et al. (2011) reportan que la oviposiciébn en el menor tiempo
puede ser para reducir la depredacion. Sin embargo, Monserrat et al. (2007)
seflalan que el retraso de la oviposicion puede ocurrir para evitar la

depredacion. En este sentido es posible que una parte de la poblacién de R.
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insignis su disposicion fisiolégica, sea buscar las plantas hospederas
adecuadas Yy la oviposicién es seguida por un periodo obligatorio de retencién
de los huevos. Muchos insectos ajustan su encuentro del hospedero y la
oviposicion en respuesta a la carga de huevos. Por ejemplo, Minkenberg et al.
(1992) sefialan que en hembras con cargas de huevos mayores, su busqueda
es mas intensiva y gastan un tiempo menor en el manipuleo del hospedero. En
R. insignis no hubo diferencias entre el niumero de huevos que las hembras
ponen en los primeros dias, comparadas con la cantidad de huevos puestos
semanas después debido al retraso de oviposicion 0 a otros mecanismos como
la re-adsorcién de huevos en Leptinotarsa undecimlineata Stal (Coleoptera:
Chrysomelidae) cuando no se les ofrece el hospedero adecuado (Lépez-
Carretero et al., 2005). Tampoco se encontr6 que el peso de las hembras
influyera en el nUmero de huevos ovipositados en los dos tipos de hospederos,
lo cual se atribuye al hecho de distribuir de manera sincronizada una hembra
en la planta hospedera y otra hembra en el cafeto al inicio del experimento.

Las fuentes de olor de la planta hospedera influyeron principalmente en
las hembras R. insignis, puesto que preferentemente se dirigieron hacia las
hojas del material fresco y de tres tratamientos mas con material de su planta
hospedera S. schreberi. Los machos respondieron significativamente a las
hojas frescas y a sus volatiles, pero no se compara con la respuesta obtenida
por las hembras que pueden relacionarlas con la necesidad de encontrar los
sitios adecuados de oviposicion lo cual es consistente con los resultados
obtenidos en campo. En otras especies, la diferencia en la respuesta de
atraccion entre hembras y machos, a los olores del hospedero, ha sido
previamente reportado en otros insectos (Blackmer y Cafas, 2005). La
evidencia de los resultados en laboratorio apoya la hipotesis de que las
hembras de R. insignis responden a los estimulos volatiles asociados con los
tejidos de su planta hospedera S. schreberi, actualmente desconocidos, pero
es probable que los usen en su busqueda de hospedera en campo, por ejemplo
en Lygus rugulipennis (Poppius) (Hemiptera: Miridae), la modificacion en la
emision de semiogimicos de los tejidos dafiados del hospedero hacen mas
adecuada la oviposicion que en hospederos sanos ( Conti et al., 2012). Existe
evidencia de que neuronas olfativas pareadas o agrupadas del receptor,

podrian permitir la resolucion a escala fina espacio-temporal de las sefiales
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complejas encontradas cuando se utilizan compuestos ubicuos (Bruce et al.,
2005).

Algunas especies de insectos deben invertir grandes cantidades de
tiempo en la seleccion de sitios de oviposicion (Doak et al., 2006). Los
resultados sugieren que las probabilidades de eleccién de las hembras hacia
los tratamientos de hojas frescas y a sus volatiles son mayores con respecto a
los machos, como se indica en la figura 1. Esta relacién planta insecto es
atribuible a la eficacia con la que las hembras pueden localizar la planta
hospedera en campo, que por lo general se encuentran entre una gran
variedad de otras plantas y solo ovipositan en o cerca de plantas hospederas
con una avanzada sefal de botones florales. En estudios con otras especies de
insectos, las madres pueden precisar y en corto tiempo descubrir los tejidos
mas adecuados de la planta (Damman y Feeny, 1988), o los sitios de
oviposicion (Lancaster et al., 2010) donde los inmaduros se desempefiaran
mejor
Los volatiles de la planta pueden estar involucrados en el comportamiento de
busqueda de hospedero de los insectos herbivoros y sus enemigos naturales
(Reed et al., 1988; Clavijo et al., 2012) Por ejemplo sefales olfativas emitidas
por el follaje de las plantas hospederas puede influir en hembras adultas de
Neoceratitis cyanescens (Bezzi), en la respuesta visual como un indicador de
un habitat adecuado y en la seleccidn del sitio de oviposicién (Brevault y Quilici,
2007).

Conclusiones

La percepcion y respuestas a las sefiales quimicas de S. schreberi por parte de
R. insignis es clave para que las hembras encuentren los sitios adecuados de
oviposicion, lo cual es innato bajo condiciones naturales. La falta de tales
sefales influye en la respuesta fisiolégica del insecto, retrasando la oviposicién.
Algunas hembras de R. insignis, en la misma poblaciébn, no son tan
especializadas ya que no muestran preferencia alguna de oviposicion entre la
planta hospedera y la no hospedera. Tales diferencias se dan entre individuos
que realizan una inversidn mayor en ovipositar en las plantas no hospederas
como ocurrid6 en el experimento en condiciones naturales en la misma

poblacioén.
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Capitulo IV. Analisis de extractos crudos de Schoepfia schreberi J.F.

Gmel (Olacaceae)

Resumen

Se evaluaron extractos crudos de madera, corteza, hojas y frutos secos de
Schoepfia schreberi J.F. Gmel (Santalales: Olacaceae). Los extractos se
obtuvieron con hexano, diclorometano y metanol. Se realizd un fraccionamiento
de los extractos de hojas y frutos y se analizaron las fracciones que mostraron
mayor cantidad y calidad de compuestos preliminarmente identificados, tales
como flavonoides y terpenoides con el fin de comparar su contenido en hojas y
frutos, con lo que se podria inferir su posible actividad antiherbivoria en

insectos.

Abstract

Crude extracts were evaluated from wood, bark, leaves and fruits of Schoepfia
schreberi J.F. Gmel (Santalales: Olacaceae). Extracts were obtained with
hexane, dichloromethane and methanol. Fractionation was performed of
extracts of leaves and fruits and analyzed the fractions that showed great
quantity and quality of preliminarily identified compounds, such as flavonoids
and terpenoids in order to compare their content in leaves and fruit, this

information could to explain anti-herbivory possible activity in insects.

Introduccién

La investigacién sobre los compuestos derivados de las plantas y las
interacciones planta-insecto tiene como objetivo incrementar el entendimiento
del como estos compuestos influyen en las diferentes etapas del
comportamiento de seleccion de hospedero de los insectos para alimentacion y
oviposicion principalmente (Hopkins et al., 2009; Ahuja et al., 2011). La mayoria
de los insectos tienen una estrecha gama de hospederos y utilizan estimulos
quimicos para seleccionar entre las especies de plantas (Becerra, 2007). En la
actualidad, las explicaciones adaptativas en la existencia y diversidad de
metabolitos secundarios son importantes ya que su produccion influye en la

adecuacion de las plantas y representan rasgos adaptativos que se han
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diversificado durante la evolucion por seleccion natural (Wink, 2003). La funcién
atribuida es de proteccion contra virus, bacterias, hongos, alelopatia y
principalmente contra herbivoros (Howe y Jander 2008; Arimura et al., 2010).
Las plantas liberan un gran niamero de compuestos volatiles, el analisis
de estas emisiones, ha revelado una gran variedad de moléculas organicas
como: alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, fenoles, lactonas y terpenoides
(Chapman, 2003). Estas sustancias pueden actuar para que insectos
parasitoides y depredadores obtengan informacion detallada en su busqueda
de presas u hospederos (Clavijo McCormick et al., 2012).
Los compuestos volatiles derivados de las plantas pueden afectar el
comportamiento de un insecto, al actuar como un atrayente, estimulante,
repelente, o disuasivo (Bernays y Chapman, 1994). Se sabe que los insectos
pueden discriminar entre la diversidad de flavonoides que pueden modular la
alimentacion y el comportamiento de oviposicion, pero es necesario entender
los mecanismos neurales asociados con estas respuestas conductuales, asi
como determinar su papel en la evolucion de la gama de hospederos en las
interacciones insecto-planta (Simmonds, 2003).
En la fitoquimica de la familia Olacaceae han sido reportadas proantocianidinas
de Heisteria pallida, Anacolosa species, Olax cf. Andronensis y Ximenia caffra
var. natalensis (Dirsch et al., 1993) y flavonoides de hojas para interpretar las
relaciones filogenéticas con familias relacionadas (Haro y Ping, 1997). Estudios
preliminares en Schoepfia schreberi, J.F. Gmel, demuestran que los frutos son
altamente utilizados por un gremio de insectos herbivoros y sus parasitoides.
Sin embargo, el follaje de esta especie permanece intacto, incluso por la
especie generalista Atta mexicana, donde individuos de esta especie pueden
recolectar todos los frutos, pero no cortar las hojas (datos no publicados). La
planta es un arbusto que crece desde bosques deciduos bajos hasta bosques
de encinos. Esta distribuida desde Venezuela, Centro América y México hasta
Florida y en algunas islas del Caribe (Berazain). En la medicina tradicional
local se le conoce como “palo de hamaca” 6 “guayabillo”, la corteza y madera
se utiliza para curar dolores estomacales, migrafas y fiebre, sin que exista un
registro que certifigue los compuestos que le dan esas propiedades curativas
(Calderon de Rzedowski, 1995). Este estudio tuvo como objetivo analizar la

presencia de compuestos organicos en frutos contrastandolos con los de las
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hojas de la planta S. schreberi para determinar aquellos compuestos quimicos
mas abundantes y observar si influyen en la ecologia de los insectos (e.g. en la

localizacion de su planta hospedera).

Materiales y métodos

Sitios de recolecta del material biolégico

Se recolectaron aleatoriamente partes aéreas de la planta S. schreberi en los
meses de diciembre 2009 y enero 2010 en tres sitios diferentes del estado de
Veracruz. El primer sitio fue en una area de conservaciéon llamada “Osto” (OT),
localizada a 19° 18" Ny 96° 50° O a 838 msnm cerca del municipio de
Tlaltetela. El segundo sitio fue la Camelia (CM), localizado a 20° 84" N y 101°
83" O a 237 msnm, perteneciente al municipio de Alamo. El tercer sitio esta en
Tejeria (TJ), localizado a 19° 21" N y 96° 54" O a 924 msnm, perteneciente al
municipio Teocelo. Especimenes de la planta estan depositados en el Herbario
del Instituto de Ecologia, A.C. (IEXA).

Secado y molido del material

Las partes aéreas recolectadas de la planta fueron separadas en cuatro
categorias: hojas, frutos, corteza y madera. Cada una de las cuatro partes de la
planta se peso6 en fresco y posteriormente se secaron en una estufa de aire
forzado Binder FED 541 (Keison.Co.UK) a una temperatura de 40 °C durante
96 h. Una vez seco el material se volvié a pesar y se procedié a molerlo a un
tamafio de 1-2 mm utilizando un molino, hasta obtener un polvo, que finalmente

se peso6 (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Cantidad obtenida del material de cuatro partes vegetativas de la planta Schoepfia
schreberi.

Material Peso fresco(Q) Peso seco(Q) Peso molido(g)
S. schreberi

Hojas 1,233.88 687.953 658.327
Corteza 1,162.45 708.431 660.564
Madera 1,025.07 578.728 562.314

Frutos verdes 852,648 266.835 257.750

Extraccidén con solvente organico

Para cada una de las cuatro partes de la planta, se prepararon los extractos en
tres diferentes polaridades, utilizando primero hexano, después diclorometano
y al final metanol. Inicialmente el material se macer6 con el disolvente que
cubrié al tejido, se dej6é reposar a temperatura ambiente por 48 h y al final de
este tiempo, se decanto el extracto y se guard6 en un frasco vial. El residuo se
extrajo dos veces mas en la misma forma, hasta la desaparicion de color. De
esta forma se obtuvieron los extractos crudos (Figura 1). Se pesé el extracto
libre de disolvente para obtener el rendimiento (peso absoluto).
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Obtencion de extractos

Secado del
Colecta de frutos y material bioldgico
hojas

Extraccion con solvente
Evaporacién orgénico

Extractos

Figura 1. Procedimiento para la obtencidon de extractos de cuatro partes vegetativas de la
planta Schoepfia schreberi.

Andlisis de los extractos mediante cromatografia en capa fina (CCF)
Con el fin de realizar una comparacién entre los extractos de cada una de las
partes de la planta, se llevd a cabo un analisis de cromatografia en capa fina
utilizando reveladores especificos para flavonoides y terpenos.

Se emplearon placas de silica-gel (Merck) de 2 x 5 cm, y posteriormente
se analizaron los compuestos mayoritarios en placas de 10 x 10 cm y 20 x 20
cm. La finalidad fue detectar compuestos relacionados con el grupo de
flavonoides y con el de terpenoides. Se utilizé6 como eluyente una mezcla de
hexano:diclorometano en una proporcién 9:1 a 7:3 dependiendo de la polaridad
de los compuestos, luego se observaron las placas en una lampara de luz UV
Cole-Parmer® 9818-series Darkrooms (254 nm onda corta y 365 nm onda
larga), revelandolas después para el caso de flavonoides con el reactivo NP al
1% + PolietilenGlicol al 5%, y para terpenoides con Vainillina al 2% en etanol +
H, SO4 al 10% en etanol (Figura 2).
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Hexano

Diclorometano

MA
Metanol

Figura 2. Placas cromatogréficas de los extractos, de arriba hacia abajo: hexano, diclorometano
y metanol y de izquierda a derecha: M: Madera, C: Corteza, H: Hoja: F: Frutos de Schoepfia
schreberi. Placas vistas bajo luz ultravioleta de onda larga (1) y revelada con Vainillina (2).

Fraccionamiento de los extractos por cromatografia en columna (CC)

Por los resultados preliminares de la figura 2 y con fines comparativos, se
realizé el fraccionamiento de los extractos por CC para hojas y frutos de S.
schreberi con los extractos obtenidos de los tres solventes orgénicos: hexano,
diclorometano y metanol. Se utilizaron 4 g de extracto crudo hexanico de hoja,
el cual se colocé en la columna cromatografica empacada con gel de silice G

60 Merck (empacado en humedo); como eluyente se utilizé un litro de una
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mezcla de hexano:diclorometano utilizando polaridades crecientes, desde
100:0 hasta 50:50. Para los extractos en diclorometano la mezcla eluyente fue
diclorometano:metanol utilizando polaridades crecientes, desde 100:0 hasta
70:30 y para los extractos metandlicos fue de 100:0 hasta 30:70 . Se aislaron
fracciones crudas de 200 ml cada una en un matraz, las cuales se llevaron al
rotaevaporador y el concentrado de la muestra se coloc6 en tubos. Cada
muestra recolectada se dejé evaporar a temperatura ambiente y se monitore6
por CCF tal y como se describe en el parrafo anterior (Figura 3). EI mismo

procedimiento se realizd para los extractos de diclorometano y metanol.

Identificacion de compuestos presentes en los extractos.

Fraccionamiento por C.C &
Extracto Hexano Diclorometano Metanol b , \

Analisis preliminar de
' Revelado cromogénico metabolitos secundarios
Hi

Figura 3. Procedimiento para la separacion de los compuestos presentes en los extractos de
hojas y frutos de la planta Schoepfia schreberi.

Con la técnica de HPTLC (Cromatografia de Capa Fina de Alta
Resolucidn), se realiz6 el procesamiento y andlisis de los compuestos quimicos
principales mas abundantes con muestras de 13 fracciones de hojas y frutos de
la planta obtenidos por separacion CC. Cada una de las muestras se agrupo de
acuerdo al solvente con el que se extrajeron. Se programo un automuestreador
Automatic TLC sampler 4 (CAMAG Inc.) para aplicar 12.2 pL en placas de silica
gel (E. MERCK KGaA) por duplicado para poder revelar una para buscar
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flavonoides y otra para terpenoides con los recativos correspondientes. Los
cromatogramas obtenidos fueron analizados mediante un software de
densitometria planar video escaner (Wincats), y se observaron en una camara
de luz ultravioleta, tanto en onda larga (365 nm) como en onda corta (254 nm).
Se realizd un analisis cuantitativo para evaluar densitométricamente los

compuestos separados en la adsorcion o fluorescencia.

Resultados y discusion

Los mayores rendimientos (peso absoluto) de los extractos de las cuatro partes
de la planta fueron obtenidos con el metanol (Cuadro 2). Tomando en cuenta
su caracteristica de fluorescencia, se observa en los extractos metandlicos de
hoja la presencia mayor de flavonoides y en los extractos con frutos se observo
la presencia de terpenoides.

Del fraccionamiento de los extractos por CC para hojas del extracto con
hexano se obtuvieron 75 fracciones, con diclorometano 34 y metanol 54
(Cuadro A-1) y para frutos: 41, 40 y 50 fracciones, respectivamente (Cuadro A-
2).

Los resultados acerca del rendimiento de los extractos se presentan en el
Cuadro 2, en el cual es posible observar que el mayor rendimiento se presento
en los extractos metandlicos, seguidos de los extractos de diclorometano,
excepto en las hojas. Los menores rendimientos los presentaron los extractos

hexanicos de hojas y frutos.
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Cuadro 2. Rendimiento de los extractos de las cuatro partes vegetativas de la planta Schoepfia
schreberi.

Material Hexano Diclorometano Metanol

S. schreberi Peso absoluto (g) Peso absoluto (g) Peso absoluto (g)
Hojas 4.8 8.4 35.2
Corteza 1.75 2.1 10.0
Madera 14 2.0 3.6
Frutos verdes 12.9 3.9 16.5

De las fracciones que se iban monitoreando se juntaron aquellas que sus
resultados eran cromatograficamente similares. En la placa de cromatografia
en capa fina de 10 fracciones de compuestos de extractos metanodlicos en
hojas, revelada tanto para flavonoides como terpenoides se evidencid
similitudes en la zona de alta polaridad, fue posible observar ciertas diferencias
en las coloraciones entre flavonoides remarcados por los cuadros en amarillo y
los terpenoides remarcados por los cuadros en azul (Figura 4 A 'y B). En la
placa de cromatografia en capa fina de 18 fracciones de compuestos de
extractos metandlicos en frutos, se resaltan coloraciones para flavonoides
remarcados por los cuadros en amarillo y para los terpenoides remarcados por
los cuadros en azul (Figura 4 C y D). Por lo tanto, la presencia compuestos
entre las fracciones de los extractos en las hojas es mayor en comparacién con

la de los frutos de S. schreberi (Figura 4).
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Hojas flavonoides Hojas terpenoides

L]

[ L]

Frutos flavonoides Frutos terpenoides

Figura 4. La placa de compuestos de hojas (arriba) y frutos (abajo) revelada para flavonoides y
terpenoides evidenci6 similitudes en la zona de alta polaridad, separacién de los compuestos
presentes en los extractos de hojas y frutos de la planta Schoepfia schreberi.

En la Figura 5 se presentan los resultados de los perfiles de los extractos
metandlicos de hoja extraidos en los intervalos de solvente diclorometano:
metanol (8:2, 7:3, 6:4 y 5:5) se observa que en el intervalo 6:4 es donde puede
obtenerse el compuesto mas abundante y también el mas purificado, aunque
las otras fracciones también muestran una importante presencia de flavonoides

en hojas, este resultado evidencia la presencia de estos compuestos. Se ha
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reportado a los flavonoides como importantes inhibidores de acetilcolinesterasa
(Khan et al., 2009). Los efectos de los flavonoides en la transhidrogenacion,
oxidasa NADH, y reacciones succinato deshidrogenasa sugieren que los
compuestos de esta naturaleza pueden ser de utlidad en el control de

poblaciones de insectos (Vandock et al., 2012).

Figura 5. Cromatografia en capa fina, de fracciones (18, 32,35, 40 y 45) de compuestos
metandlicos de hojas revelada para flavonoides; Luz UV (254nm) (A); Vapores de NP al 1% +
PolietilenGlicol al 5% (B).

Del total de fracciones de hojas y frutos obtenidas, una vez que se juntaron las
cromatograficamente similares se seleccionaron 13 muestras; 7 de hojas y 6 de
frutos (Cuadro 3) que presentaron los compuestos quimicos mas abundantes.
De estos se presentan los resultados de los extractos metandlicos donde a
diferentes longitudes de onda se puede observar la presencia de compuestos,
y con luz ultravioleta de onda larga fluorecen como se observa en el carril uno y
dos y que corresponden a hojas visualizado a longitudes de onda larga donde
se observaron manchas amarillas, estos resultados revelan una presencia
mayor de flavonoides en hojas, mientras que la presencia de terpenoides se da
en frutos en el carril 3 visualizado a longitudes de onda larga, los colores

purpura revelan una presencia mayor de terpenoides.
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Cuadro 3. Numero de fracciones de hojas y frutos de Schoepfia schreberi extraidos con tres
diferentes compuestos por columna, su clave y el peso de la muestra analizadas.

No. de Material S. schreberi  Compuesto quimico Peso de la muestra
fraccion  Hojas(H) Hexano(H) ©)
Frutos (F) Diclorometano (D)
Metanol (M)

XX Hojas(H) Hexano(H) 0464
XXX Hojas(H) Hexano(H) .0170
LV Hojas(H) Hexano(H) .0368
v Hojas(H) Diclorometano (D) .0163
X Hojas(H) Diclorometano (D) .0607
I Hojas(H) Metanol (M) .0330
4 Hojas(H) Metanol (M) 1405
1 Frutos (F) Hexano(H) .2804
3 Frutos (F) Hexano(H) .2540
1 Frutos (F) Diclorometano (D) .0319
9 Frutos (F) Diclorometano (D) .0077
3 Frutos (F) Metanol (M) 0771
7 Frutos (F) Metanol (M) 2275
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Figura 6. Placa de cromatografia de capa fina con fase mévil para flavonoides: sin revelar luz
blanca (A), con luz ultravioleta de onda corta (254 nm) (B), de onda larga (366 nm) sin revelar
(C) y de onda larga (366 nm) revelada (D), los carriles 1 y 2 de cada figura corresponden a
hojas (H) y los carriles 3 y 4 a frutos.

.
l

Figura 7. Placa de cromatografia de capa fina con fase movil para terpenoides: sin revelar luz
blanca (A), con luz ultravioleta de onda corta (254 nm) (B), de onda larga (366 nm) sin revelar
(C) y de onda larga (366 nm) revelada (D), los carriles 1 y 2 de cada figura corresponden a
hojas (H) y los carriles 3 y 4 a frutos.
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Cuando se realiz6 el analisis por densitometria los resultados indican que se
tratan de al menos 18 compuestos diferentes en una misma banda como lo
indican los espectros de absorcion de la Figura 10. El andlisis de densitometria
a futuro de las figuras 8 a la 11 por video escaner permitira determinar las
similitudes y diferencias que presentan las placas cromatograficas de acuerdo

a los Rf que se detecten.
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Figura 8. Andlisis de los extractos hexanicos para terpenoides por video
escéaner.
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Track 1 @ all wavelengths

Figura 11. Andlisis de los extractos metandlicos revelado para terpenoides por
video escéaner.

El analisis de los compuestos presentes en las especies de esta familia,
es aun preliminar. Los resultados evidencian la presencia de flavonoides, en
hojas principalmente, que se sabe actlan contra la herbivoria, y terpenoides en
frutos, se ha demostrado que los terpenoides juegan un papel importante en la
defensa indirecta de las plantas (Mumm et al., 2008), faltaria analizar si en los
frutos de S. schreberi son los responsables de atraer a la diversidad de
parasitoides de A. spatulata y palomillas. Por otro lado, es probable que la
estrategia de la planta sea proteger a las hojas que concentran la energia
fotosintética, ademas, de que la produccion de compuestos fendlicos se ve
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reforzada por elevados niveles de CO, y de los niveles de luz UV que parecen
aumentar principalmente las concentraciones de flavonoides (Bidart y Imeh,
2008). Por lo tanto la produccion de un exceso de flores y frutos permite un
subsecuente aborto de los frutos y adaptacion a la herbivoria. Por ejemplo, Las
hojas de esta especie son resistentes al ataque por insectos, ocasionalmente
son atacadas por una especie de lepidoptero Calydna sturnula (Geyer)
(Lepidoptera: Riodinidae) al parecer especialista al obtener y almacenar
sustancias para defenderse de los depredadores (Hall et al., 2004). Un analisis
por GC-MS de los aceites volétiles de hojas de Ximenia americana (Olacaceae)
resulto en la identificacién de 33 componentes que representan el 98% del total
de aceites, los principales componentes identificados fueron benzaldehido
(63.5%), cianuro hidroxibencil (13%) e isoforona (3.5%) (Mevy et al., 2006).

La informacién obtenida de este proyecto se puede utilizar para hacer
frente a determinadas preguntas relacionadas a la interaccién planta-insecto.
Por ejemplo, el papel desempefiado por los terpenos en la susceptibilidad de
los frutos como hospederos de especies de insectos especialistas en la
selecciéon de hospedero, o los compuestos fendlicos que influyen en el
comportamiento y atraccién de insectos parasitoides y también polinizadores.
Se debe profundizar en el estudio de los diferentes compuestos obtenidos en
este estudio ya que, en este caso, solo sirvieron de apoyo para el conocimiento
de la especie y su posible uso como defensa, se ha contemplado a futuro
aportar conocimiento sobre el tipo de compuestos presentes en la especie en
estudio y de esta manera ver su uso potencial como compuestos activos. El
estudio de los flavonoides y terpenoides es escaso en el género Schoepfia, por
lo tanto, muchos pueden ser nuevos compuestos (Huang et al., 2008), o como
los encontrados en especies relacionadas por ejemplo X. americana (Araujo et
al., 2009). Este tipo de estudios ayuda a incrementar el conocimiento sobre la
diversa y vasta flora mexicana. Importante es también, obtener diferentes
utilidades sobre la especie, desde la creacion y obtencion de compuestos
activos, hasta la creacion de nuevos productos de aplicacion agricola, tales
como bioinsecticidas.

Futuras investigaciones aparte de identificar los compuestos presentes
en hojas y frutos, deben incluir el aislamiento y purificacion por cromatografia

de sus principales componentes y luego bioensayos insecticidas. Los
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resultados podrian contribuir al desarrollo de productos botanicos con uso y
aplicacion en el manejo de plagas como en el caso de X. americana. Al
respecto, Fatope et al. (2000) observaron que el extracto CHCI; de la raiz y
ramas de esta especie son ricos en acidos grasos acetilénicos que inhibe la
eclosion de los huevos de Clavigralla tomentosicollis Stal (Hemiptera:
Coreidae). Los metabolitos secundarios biosintetizados por especies vegetales,
son biodegradables, con actividad selectiva sobre insectos, por estar
constituidos por combinaciones de ellos actuando simultaneamente sin
generacion de resistencia (Simmonds, 2003; Eisner et al., 2004).
A la vez, un estudio de los compuestos del extracto de las partes S. schreberi
es necesario para proporcionar una base cientifica en el uso tradicional de esta
planta, con el objetivo de verificar si el uso de S. screberi podria tener
propiedades farmacolégicas como por ejemplo analgésico; Como es el caso
Ximenia americana Linneo (Olacaceae) donde en un estudio farmacolégico del
extracto acuoso de la corteza del tallo, se evalu6 la actividad analgésica en
animales (Soro et al., 2009).

También al saber que la especie en estudio presenta una amplia
distribucién y que esta expuesta a diversos ambientes, un estudio interesante
sera determinar si existen diferencias en composicién debido a los diferentes

factores ambientales.

Conclusiones
En los extractos de las hojas y frutos se detect6 la presencia de terpenoides y
flavonoides. El analisis preliminar en frutos y hojas, indica que las hojas estan

mejor protegidas quimicamente contra la herbivoria.
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Capitulo V. Discusion general

En este estudio se presenta evidencia de las relaciones directas e indirectas
que establecen diferentes especies de insectos con los frutos de la planta
Shoepfia schreberi, J. F. Gmel. (Olacaceae). Las especies interrelacionadas
que aprovechan los frutos de S. schreberi pertenecen a 4 6rdenes: La mosca
de la fruta Anastrepha spatulata Stone (Diptera: Tephritidae), dos especies de
micro-lepidopteros Coleotechnites sp (Lepidéptera: Gelechiidae) y una no
identificada (spl.) de la familia Tortricidae y dos especies de hemipteros
Ramosiana insignis (Blanchard) y Vulsirea violacea (Fabricius) (Hemiptera-
HeterOptera: Pentatomidae). El nivel tritréfico lo representan insectos
parasitoides (Hymenoptera); tres especies asociados a A. spatulata y 12
especies a las palomillas. Se discute que las especies de insectos herbivoros
no solo se enfrentan a las fluctuaciones en la disponibilidad de recursos, sino
también a las restricciones impuestas por las interacciones interespecificas,
sus enemigos naturales y los factores abidticos. El uso de los frutos por las
especies de herbivoros en conjunto, afectan directamente la produccién y
germinaciéon de semillas de S. schreberi. Por lo que estos resultados
contribuyen al conocimiento e importancia de estas relaciones, al establecer los
flujos de energia dentro de las redes tréficas y por tanto coadyuvar a la
estructuracion del ecosistema.

La hipotesis general de esta investigacion plantea que las interacciones
interespecificas de diversos herbivoros, utilizando los frutos de S. schreberi,
estan influenciadas por las caracteristicas fisiologicas y morfolégicas de los
frutos, los factores ambientales, los niveles poblacionales de cada miembro del
gremio y sus enemigos naturales. Lo cual permite observar la coexistencia
entre especies en el uso de los frutos. Al respecto se obtuvieron 15 individuos
de A. spatulata por cada 100 frutos del total recolectado en los tres afos
(Figura 9, capitulo 1) el resto de los frutos es utilizado por las palomillas y por
las dos especies de hemipteros. El uso de los recursos entre las especies es
un importante proceso de estructuracion de las comunidades ecoldgicas, ya
sea, por el nimero de especies que coexisten o la distribucién estacional
(Strong et al., 1984). En este caso, una densidad mayor de A. spatulata indica
gue es manejada por la productividad primaria, mientras que las dos especies

de palomillas, utilizan los recursos de forma distinta en tiempo y espacio
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(Figura 5 By 5 D, capitulo I). A la vez que su densidad poblacional fue baja y
se infiere que no entran en competencia directa con A. spatulata, si el recurso
no es limitante, como lo sefialado para otras especies (Kaplan y Denno, 2007).
Sin embargo, con los experimentos de exclusion y la observacion directa en
campo, se demuestra que la alimentacion antagonista de R. insignis, afecta los
procesos de desarrollo de la poblacion de A. spatulata (Figura 6, capitulo I1). El
resultado es una interaccion directa que interfiere con la alimentacion y
desarrollo de las larvas de A. spatulata, esto conduce a la exclusion competitiva
gue puede ser temporal y espacial. Los resultados de las recolectas en campo
permiten constatar la ausencia total de A. spatulata en algunos arboles, donde
la presencia de R. insignis fue mayor (Figura 11, capitulo 1). Los resultados
confirman que las interacciones son muy variables en diferentes condiciones
del medio ambiente (Herrera et al., 2002; Lewis y Gripenberg, 2008) y segun el
comportamiento reproductivo de los insectos (Barat et al., 2007; Van Klinken y
Flack 2008).

Se considera que R. insignis es una especie dominante y como
individuo, son los mayores consumidores de frutos (Figura 4 A, capitulo Il y
Figura 5, capitulo Il). Su comportamiento de agregarse en ciertos arboles
reduce la depredacién de frutos en otros, aunque es temporal porque una vez
gue agotan los recursos en un determinado sitio se desplazan en grupo hacia
otros (Figura A-1). Una de las ventajas de esta especie, es el acceso al recurso
antes, durante y después de que las otras especies asociadas hacen uso de
los frutos. Por lo tanto, una observacion importante es que la saciaciobn no
ocurre en R. insignis, esto coincide con da Silva et al. (2012) quienes no
encontraron evidencia de saciacion en tres especies de insectos de la familia
Curculionidae, depredadores de semilla de Syagrus romanzoffiana
(Arecaceae). Aunque otros estudios indican, que una produccion o tamafio
mayor de los recursos a pesar de experimentar mayores niveles de
depredacion por insectos, pueden ser capaces de sobrevivir mejor a los dafios
(Bonal et al., 2007; Espelta et al., 2009).

Los resultados de la presente investigacion respaldan la hipotesis de
que las caracteristicas fisicas y quimicas de la planta hospedera, influyen en la
preferencia como sitio de oviposicion o alimentacién de las especies de

insectos herbivoros que interaccionan. Se considera que A. spatulata al tener
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los niveles mayores de infestacion durante los tres afios y una correlacion
positiva con la disponibilidad de frutos, es por su capacidad de elegir frutos
viables o adecuados para su progenie (Figura 2, capitulo I1). Al respecto,
algunos estudios han examinado directamente la seleccion del recurso como
sitio de oviposicidén y sus restricciones (Janzen, 1975; Juenger et al., 2005;
Ostergan et al., 2007). La especificidad de A. spatulata con la planta es crucial,
tal dependencia es considerada por las observaciones de su actividad diaria,
de busqueda alimentacién y oviposicion en los frutos (Figura A-2). Lo
interesante es que oviposita en frutos comprendidos en un intervalo de peso
(Figura 7, capitulo I1), ya que, las larvas de A. spatulata requieren de un tamafio
de fruto que les permita desarrollarse y alcanzar el estadio adecuado para
abandonar el fruto, antes de la abscision (Figura A-3).

En R. insignis también se demostrd la influencia del hospedero en la
preferencia como sitio de oviposicién, ya que las hembras, preferentemente se
dirigieron hacia las hojas del material fresco (Cuadro 1, capitulo Ill). En
condiciones naturales se observo la agregacion para ovipositar solamente en
plantas con una avanzada produccion de botones florales, flores o pequefios
frutos. Ademas se estudiaron los efectos de la influencia del hospedero, como
la de una mayor inversion de huevos o el retraso en la oviposicion, al no tener
contacto con la planta hospedera (Figura 4, capitulo 11l y Figura 6, capitulo 111).
Estos resultados coinciden en que la oviposicidn por parte de los adultos, esta
determinada por la calidad del hospedero, el cual maximice el desarrollo y
supervivencia de la progenie, tal y como lo sefiala Gripenberg et al. (2010) para
diversas especies de insectos estudiadas.

Por otro lado, la planta podria estar siendo atractiva para los enemigos
naturales. Lo anterior, por la cantidad de parasitoides de A. spatulata (Figura A-
4) y la diversidad de parasitoides de palomillas (Figura A-5). y que se sabe
pueden ser atraidos por las sefiales de la planta en sinergia con sus
hospederos (Dicke y Baldwin, 2010; Poelman et al., 2011; Ero y Clarke, 2012).
Es sobresaliente, la aptitud de oviposicion de hembras de R. insignis conlleva a
grandes diferencias, entre las que ovipositan en la planta hospedera, facilitando
a los parasitoides, la busqueda de sus hospederos, ejemplo Girling et al.

(2011). Mientras que en la no hospedera, puede ser un hébitat con menos
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riesgos para sus huevos, posiblemente, por el efecto de refugio infoquimico
(Randlkofer et al., 2007).

Contrariamente a nuestra prediccion, de que los efectos directos e
indirectos en los frutos de S. schreberi no serian perceptibles, no fue asi, el
ataque a los frutos explica la nula supervivencia de semillas debido al uso de
los frutos entre las especies de insectos. A pesar de la cantidad de frutos
producidos por la planta, no se reduce la depredacion de semillas por insectos
(Figura 5 A y 5C, capitulo I). De acuerdo a Kolb et al. (2007) las tasas de
depredacion pre-dispersion de semillas son generalmente bajas, pero a veces
alta, y muestran una considerable variacion en espacio y tiempo. En este
estudio, en arboles con menor presencia de al menos de una de las especies,
por ejemplo R. insignis existi6 una cantidad mayor de semillas. De manera
similar, las exclusiones de insectos disminuyeron las probabilidades de uso de
los frutos aumentando la supervivencia de semillas, lo contrario ocurrié en la
interaccion de todas las especies de herbivoros (Figura 4 B, capitulo I1). Sin
embargo, aunque el nimero de semillas que alcanzan la madurez es un
porcentaje muy bajo, una viabilidad de mas del 60% puede considerarse como
una tendencia positiva para la repoblacion natural. En un ambiente como CM,
la dispersion puede ser favorecida por las aves que seleccionan por tamafio y
color (observacién personal), ya que en particular el tamafio de los frutos de
esta especie es un punto a su favor (Beckman y Muller-Landau, 2007). En
contraste en OT, ademas de la accién en gremio de las especies de insectos
mas otros factores como la fragmentacion del habitat, hacen que el éxito
reproductivo de S. schreberi sea incierto.

Las condiciones ambientales en los sitios de estudio si afectan las
interacciones planta—insectos. Cabe destacar, que los factores abidticos,
principalmente la precipitacion pluvial (Figura 7, capitulo 1), limitaron las
poblaciones de R. insignis en el 2010 (Figura 12, capitulo I) de tal manera que
se encontré un efecto negativo para esta especie por la mortalidad de ninfas en
ambos sitios. A la vez, fue positivo para las larvas de A. spatulata al reducirse
las probabilidades de interferencia con R. insignis. Aunque para la planta el
aumento en la produccion de semillas fue apenas perceptible (Figura 5 A, Cy
Figura 10, capitulo I). Es sobresaliente, que la superioridad competitiva de R.

insignis sobre A. spatulata disminuyera por los efectos de factores ambientales,
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gue actuaron selectivamente. Aunque una caracteristica general de los
organismos, es que estan ecolégicamente especializados con respecto a las
condiciones abidticas y recursos bidticos, y dependiendo del conjunto de
factores son los resultados de las interacciones (Thompson, 2005; Garrido, et
al., 2012).

Es importante notar que la mayor amenaza que enfrenta la planta y la
diversidad de especies asociadas en la actualidad, es la destruccion del
habitat. Los ecosistemas naturales son los principales reservorios de diversidad
y estan siendo alterados y destruidos (Schweiger et al., 2010; Kim y Holt 2012).
Las causas que estarian influyendo en la fenologia y la abundancia de frutos en
OT con respecto a CM, son principalmente, una mayor exposicion a la
radiacion solar, el descenso de la temperatura durante la noche y el periodo de
sequia mas asentado (Figura 6 B, Figura 7 B y 8 C). Las diferencias en la
fenologia de las plantas entre CM y OT estan asociadas con la estacionalidad
climatica y variables geogréaficas como en otras especies (Wright y Vanschaik,
1994; Brearley et al., 2007; Pineda-Herrera et al., 2012). La tendencia de un
mayor numero de frutos en OT se reflejo en el porcentaje de infestacion de A.
spatulata, hasta un 28.09% pero no en sus parasitoides con 0.58%, mientras
gue en CM el niumero de frutos es menor, el porcentaje de infestacion de A.
spatulata represent6 hasta un 20.66% y sus parasitoides con 3.77%. La misma
tendencia se encontr6 entre las interacciones para las dos especies de
palomillas, spl. y Coleotechnites sp. y sus parasitoides (Figura 10, capitulo 1).
La gran diversidad y abundancia de los insectos herbivoros, constituyen el
eslabon mas importante entre las plantas y niveles troficos superiores (Price
2002). Por lo que se acepta que la abundancia de insectos parasitoides y
depredadores es una consecuencia directa de la abundancia de insectos
herbivoros (Kersch-Becker y Lewinsohn, 2012), cabe destacar, que no es el
caso de Osto, cuando otras interacciones relacionadas a la pérdida de
vegetacion y la fragmentacion del habitat, afectan a las especies (Kruess y
Tscharntke, 2000; De Crop et al., 2012), ademas, variables como temperaturas
altas incrementan la herbivoria, pero en los niveles tréficos superiores no existe
tal respuesta (Sassi y Tylianakis, 2012). No hay duda que los ecosistemas
naturales son los reservorios principales de diversidad y en literatura reciente

se muestra una amplia gama de puntos de vista sobre la vulnerabilidad y
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efectos por el hecho de que estan siendo alterados y destruidos (Schweiger et
al., 2010; Kim y Holt, 2012).

Esta investigacion también abarco el interés por el estudio de la
presencia de compuestos organicos quimicos principales mas abundantes en
hojas y frutos, los resultados evidencian la presencia de flavonoides en hojas y
terpenoides en frutos (Figura 4, capitulo 1V). La acumulacion de compuestos
secundarios en las plantas puede limitar la aceptabilidad de muchas especies
de plantas por los insectos (Bernays y Chapman, 1994). Observaciones en
campo, describen que las hojas permanecen intactas, esto sugiere que la
concentracion de flavonoides las protegen de la herbivoria, en contraste los
terpenoides en frutos se infiere a los niveles de especializacion observadas en
la dieta y adaptacion de las especies de insectos en el uso de los frutos
(Cornell y Hawkins, 2003).

El estudio de los flavonoides y terpenoides es escaso en el género
Schoepfia por lo tanto, muchos pueden ser nuevos compuestos (Huang et al.,
2008). Ademas, de ayudar a incrementar el conocimiento sobre la diversa y
vasta flora y fauna mexicana. También es Importante, obtener diferentes
utilidades sobre la especie, desde la creacion y obtencion de compuestos
farmacoldgicos, hasta la creacion de nuevos productos de aplicacion agricola,
tales como bioeinsecticidas (Isman, 2006). Cabe resaltar, que en ambos sitios
de estudio coincide otra especie de la familia Olacaceae Ximenia americana
Linn, interesante por las caracteristicas de sus compuestos (Mevy et al., 2006;
Aradjo et al.,, 2009) pero ademds, estudiada por su potencial como uso
medicinal y bioinsecticida (Fatope et al., 2000; Soro et al., 2009; Bayer et al.,
2012). En contraste, X. americana produce frutos de abril a junio las especies
de insectos que utilizan sus frutos es otra mosca de la fruta Anastrepha alveata
(Aluja et al., 2000) y palomillas de la familia Tortricidae. Ademas coledpteros
(no identificados) y hemipteros de la familia Coreidae, lo que sugiere que las
especies de herbivoras difieren de las de S. schreberi. Lo anterior indica la
existencia de especializacion en A. spatulata y A. alveata en los frutos de sus
respectivas plantas, aunque comparten al menos una misma especie de
parasitoide D. areolatus (Lopez et al., 1999).

Los resultados proporcionan informacién importante sobre el valor de

llevar a cabo estudios en areas naturales, ya que nos permiten especular y
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dilucidar sobre los procesos ecoldgicos y evolutivos de los insectos. R. insignis
tiene una mayor capacidad de ataque quizas a través de la especializacidon
quimica hacia la planta y a estrategias de vida que le permiten sobrevivir hasta
la estacion de fructificacion de su hospedero. Otra de las caracteristicas
observadas de adaptacion, se refiere a que los estadios inmaduros de A.
spatulata y de la palomilla Coleotechnites sp. se alimentan de los frutos sin
provocar su caida hasta que lo abandonan. Las larvas de A. spatulata lo hacen
cuando alcanzan el tercer estadio (Figura A-3). La palomilla manipula ain mas
al fruto, porque la larva hace un agujero antes de pupar y lo sella con una fina
capa de moco cementante que facilita la salida del adulto al emerger (Figura A-
6). Cuando los hemipteros utilizan los frutos en su totalidad, una estrategia de
la planta es volver a tener una nueva floracién conocida como “fenologia
divergente”. Futuras investigaciones podrian determinar si es una respuesta al
estrés causado por el insecto. Las interacciones coevolutivas en situaciones
como antagonismo, parasitismo y mutualismo, muestran cémo estas relaciones
pueden modelar patrones de diversidad, comportamiento y caracteristicas
morfologicas de las especies (Thompson, 1999; Craig, 2007). Este enfoque
sobre las interacciones debe ser tomado como punto de partida para

investigaciones futuras en este sistema.
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Anastrepha spatulata tuvo los mayores niveles de infestacion al estar libre de
interferencia por parte de otras especies, ya que puede usar un mayor rango de
condiciones y recursos al cual esta adaptada.

Ramosiana insignis como individuo es el mayor consumidor-depredador de
frutos y semillas de S. schreberi, los cuales utiliza indistintamente de su etapa
de desarrollo.

Las interacciones antagonistas son producidas por R. insignis a la vez que

invade el habitat o nicho ocupados por otras especies.
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La especializacion en el uso de los frutos permite dilucidar los procesos
ecologicos y evolutivos de la palomilla Coleotechnites sp., su adaptacion es tal
al hospedero que lo manipula para completar totalmente su ciclo de vida en él,
esto se respalda a la vez, por la cantidad de niveles troficos superiores
(parasitoides) asociados a estas especies.

En las interacciones con los hemipteros, los efectos en el uso de los frutos-
semillas y la interferencia con A. spatulata, fueron mayores en la presencia de
R. insignis, que en la presencia de V. violacea

Los niveles tréficos formados por parasitoides en este sistema, no pueden ser
tratados como unidades homogéneas porque la respuesta a cambios debido a
factores ambientales y disponibilidad de recursos, es muy variable. La
variabilidad fue observada a través de las fluctuaciones de las especies en
tiempo y espacio.

En estas interacciones entre herbivoros y parasitoides en el uso de un fruto,
cualquiera que prevalezca, los resultados evidencian un impacto negativo al
potencial reproductivo de la planta.

El andlisis preliminar fitoquimico entre frutos y hojas de la planta en laboratorio,
indica que las hojas estdn mejor protegidas, quimicamente, contra la

herbivoria.
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ANEXO 1 (cuadros)

Cuadro A-1. Resultados del nimero de fracciones por columna; peso y rendimiento final de los

compuestos de hojas de Schoepfia schreberi extraidos con hexano, diclorometano y metanol.

No. de fraccién Peso final No. de fraccion Peso final No. de fraccién Peso final
Hojas/hexano (g) Hojas/diclorometano  (g) Hojas/metanol (9)

1 1276 I-11 2734 1-XI 2467
\Y} .0246 -1v 2179 XIH-XXI 1.4121
X .0083 V-VIII .1458 XXI-XXIX 1.1904
XV .0306 IX .0877 XXX-XXXIV 4154
XIX .1078 X .2949 XXXV-XXXIX .2623
XX .2029 XI-XIIl .1392 XL-XLVII .5802
XXX .0948 XV .0278 XLVII-XVIV .7626
XXXV .0318 XV-XIX .0202

XXXIX .0113 XX-XXII .0228

XL .0096 XXI-XXV .0106

XLIV .0558 XXVI-XXX .0104

LV .1284 XXXI-XXXIV .0072

LVII .0157

LX 4153

LXV .6276

Cuadro A-2. Resultados del numero de fracciones por columna; peso y rendimiento final de los
compuestos de frutos de Schoepfia schreberi extraidos con hexano, diclorometano y metanol.

No. de fraccion Peso final No. de fraccion Peso final No. de fraccion Peso final
Frutos/hexano (9) Frutos/diclorometano (g) Frutos/metanol (9)
XIV-XVII 6.6982 I-11 1164 -1V .3814
XVII-XXII 1.1519 -V 1.5061 V-VII 2146
XXHI-XXXI 2.2330 VII-XII 1.0229 VII-XI .6816
XXXI-XXXVI .2189 XI-X1V 4.4801 XI-XIV 1.0115
XXXVII 1337 XV-XX .2118 XV-XIX 1.9111
XXXVII-XLI 1.608 XXI-XXV .0560 XX-XXVIII 2.8642
XXVI-XXVII .0422 XXIX-XXXIX .9124
XXIX .0530 XL-L .8447
XXX-XL .0211




ANEXO 2 (figuras)

Figura A-1. Ninfas de Ramosiana insignis alimentandose de frutos (A), las ninfas de Ramosiana insignis
han agotado los frutos en un arbol Schoepfia schreberi (B).
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Figura A-2. Comportamiento de hembras de Anastrepha spatulata en frutos de Schoepfia schreberi con

temperaturas y porcentaje de humedad relativa diaria.

Figura A-3. Larva de Anastrepha spatulata totalmente desarrollada abandonando el fruto.




Figura A-4. Parasitoides de Anastrepha spatulata; hembra de Doryctobracon areolatus (Szepligeti)
ovipositando (Braconidae) (A), Hembra de Doryctobracon toxotripanae (Muesebeck) (Braconidae)
ovipositando (B) y hembra de Calliephialtes sittenfeldae Gauld Ugalde-Gémez et Hanson
(Ichneumonidae) atraida por las sefiales de la planta en sinergia con su hospedero (C a la F).

4



Figura A-5. Diversidad de parasitoides utilizando como hospederos a palomillas en frutos de Schoepfia
schreberi.



Figura A-6. Coleotechnites n. sp: larva y pupa visualizados a través de una maquina de rayos X (A), pupa
en fruto (B) caracteristicas externas de los frutos utilizados por esta especie (C) y adulto recién
emergido(D).
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