COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO
POSGRADO EN FITOSANIDAD
ENTOMOLOGIA Y ACAROLOGIA

BIOLOGIA Y RESPUESTA COMPORTAMENTAL DE Tamarixia
triozae (HYMENOPTERA: EULOPHIDAE) SOBRE Bactericera
cockerelli (HEMIPTERA: TRIOZIDAE) EN JITOMATE Y CHILE

Salvador Hernandez Moreno

T E S I S

PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL

PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTOR EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. DE MEXICO

2016



La presente tesis titulada: "BIOLOGIA Y RESPUESTA COMPORTAMENTAL DE
Tamarixia triozae (HYMENOPTERA: EULOPHIDAE) SOBRE Bactericera
cockerelli (HEMIPTERA: TRIOZIDAE) EN JITOMATE Y CHILE" realizada por el
alumno Salvador Hernandez Moreno, bajo la direccion del Consejo Particular
indicado, ha sido aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial para la
obtencion del grado de:

DOCTOR EN CIENCIAS

FITOSANIDAD
ENTOMOLOGIA Y ACARY

[

CONSEJERO:

ASESOR:

ASESOR:

D( Ref{fgléjjh Flores
ASESOR: =

Dr.Juan CIW‘
ASESORA: .@7@2 /22

Dra. Graciela Margarita Bueno Aguilar

Montecillo, Texcoco, Estado de México, Junio de 2016.



BIOLOGIA Y RESPUESTA COMPORTAMENTAL DE Tamarixia triozae
(HYMENOPTERA: EULOPHIDAE) SOBRE Bactericera cockerelli
(HEMIPTERA: TRIOZIDAE) EN JITOMATE Y CHILE

Salvador Hernandez Moreno, DR.

Colegio de Postgraduados, 2016
RESUMEN

En el consenso general se acepta la necesidad de estudiar las interacciones
tritréficas,  planta-herbivoro-enemigo natural, para comprender mejor cémo
suceden estos fendmenos y cdmo se podria contribuir a incrementar el parasitismo
exitoso dentro de propuestas de control biolégico. En este trabajo se utilizé el
modelo solanaceas-Bactericera cockerelli-Tamarixia triozae para evaluar el
desempefio del parasitoide cuando se reproducia sobre su huésped (B. cockerelli)
en una planta (planta de origen), y después se ofrecia el huésped en una planta
diferente (planta alterna). Primero se compararon los parametros biolégicos de T.
triozae ante dos plantas (chile y jitomate), y en experimentos diferentes se evalud la
respuesta conductual a volatiles. El parasitismo de las hembras que se originaron
en chile fue 3% mayor que las originadas en jitomate. Los parasitoides realizaron
mas alimentacion sobre el huésped sobre plantas de chile (2.4%) que sobre plantas
de jitomate. La sobrevivencia y proporcion sexual de T. triozae fue mayor, 4.3% y
9.8% respectivamente, si su origen fue jitomate. Por ultimo, la longevidad fue 62.8%
mayor si su origen fue en chile. En la respuesta conductual del parasitoide, T. triozae
no manifesto preferencia innata por los volatiles de la planta de donde se origind, ni
por los volatiles de la planta con dafo respecto al testigo (maceta). Sin embargo,
cuando el parasitoide tuvo experiencia sobre plantas con dafio por B. cockerelli

entonces manifestd, claramente, la preferencia por el complejo planta con dafo del



herbivoro contra un testigo (maceta), aun si la experiencia ocurrié en una planta de
origen o en una planta alterna. En un experimento diferente T. friozae debid elegir
entre dos fuentes de volatiles (planta de origen vs planta alterna). Cuando la
experiencia ocurrio en la planta de origen se presenté una marcada preferencia por
la planta de origen contra la planta alterna. No obstante, si la experiencia en planta
con dafio ocurria en la planta alterna, se inducia respuesta a plantas con dafo pero
ninguna preferencia por alguna planta en particular (ni la de origen ni la alterna).
Estos resultados confirman la importancia de valorar las interacciones tritréficas, y
como el efecto de un nivel tréfico puede influenciar a otro. Esta contribucidon puede
ser util para realizar propuestas en la cria de T. friozae que podrian mejorar su

desempefio como agente de control bioldgico.
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ABSTRACT

In general consensus, it is well known that studying the tritrophic interactions, plant-
herbivore- natural enemy, is the best way to understand how these phenomena
occur, and how it could help to increase successful parasitism in biological control
proposals. In this study, the model: Solanaceae plant-Bactericera cockerelli-
Tamarixia triozae was used to evaluate the parasitoid performance when it was
developed on its host in a rearing plant (plant of origin) and it has to look for the
same host in a different plant (alternative plant). First, the biological parameters in



two host plants (jalapeno pepper and tomato) were compared. After that, using
different experiments the behavioral response to volatiles was evaluated.
Performance of T. triozae was influenced by the plant of origin, T. triozae reared on
pepper parasitized 3% more nymphs than those reared in tomato. Host feeding on
psyllid nymphs was bigger on jalapeno pepper (2.4%) than on tomato. If the origin
was tomato then the survival rate and sex ratio of T. triozae was higher (4.3% and
9.8% respectively). Finally, longevity was 62.8% higher using jalapeno pepper than
tomato. Working on behavior response, the parasitoid did not show innate
preference neither by the volatiles of intact plants or volatiles of damage plants (by
the psyllid), compared to the control (pot). However, when the parasitoid got
experience on damage plants then it showed clearly preference for the complex
damage plant-psyllids instead of the control (pot), even so if the experience occurred
in the plant of origin or alternative plant. In a different experiment, T. triozae had to
choose between two sources of volatiles (plant of origin vs alternative plant). If the
experience (damaged plant) occurred at the plant of origin a remarkable preference
for the plant of origin instead of alternative plant was developed. However, if the
experience (damaged plant) occurred on the alternative plant the parasitoid
responded to the volatiles of any damage plants (the plant of origin or the alternative
plant). The results confirmed the importance of assessing the effect of tritrophic
interactions in biological control programs, and how a tritrophic level can influence
another one. The results of this study could be useful to propose some change on
the rearing system of T. triozae; and these changes could increase the effectiveness
of this biological control agent.

Keywords: Parasitoids, biological control, tritrophic interaction, learning, plant of

origin.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Interaccion tritrofica

En la naturaleza las interacciones biolégicas entre organismos ocurren todo
el tiempo a través de cadenas alimenticias y éstas comprenden una extensa red
que se extienden en varios niveles tréficos (Rasmy y Elbanhawy 1974; Schmitz
1998; Ohgushi 2005). La interaccion de tres niveles troficos (tritréfico): planta
hospedera, insectos herbivoros y sus enemigos naturales es un buen ejemplo de

esta complejidad.

Estas interacciones tritroficas ocurren dentro de un ambiente fisico y quimico
espacialmente diverso y dinamico, e incluyen diversas interacciones agresivas y
defensivas entre los niveles tréficos (incluyendo factores morfologicos,
comportamentales y fisiolégicos). Tales interacciones estan estrechamente

entrelazadas y son altamente interdependientes (De Moraes et al. 2000).

1.1.1 Primer nivel tréfico (plantas)
Las plantas juegan un papel clave en las interacciones tritréficas, ya que son

el micro habitat para la mayoria de insectos y median las interacciones entre
herbivoros y enemigos naturales (Price 2003). Se conoce que las plantas pueden
tener efectos directos en los herbivoros y a su vez indirectos en los parasitoides
(Ramazan y Heather 2009; Jandricic et al. 2014 ), basicamente por metabolitos que
contiene la planta. Ya que cuando los herbivoros se alimentan de éstas deben estar
preparados para el consumo de ciertos fitoquimicos que la planta tiene o produce
en su defensa (Elliger et al. 1981; Barbosa et al. 1991). Estos metabolitos también
pueden ser secuestrados por los herbivoros y tener efectos sobre los parasitoides

o depredadores (Van Haren 1987; Vet y Dicke 1992; Caron et al. 2008). Por ejemplo,



pueden modificar sus parametros biolégicos como el desarrollo (Azimi et al. 2012),

la fecundidad, longevidad y mortalidad (Barbosa et al. 1991; Reitz y Trumble 1997).

Por otro lado, las plantas pueden tener efectos directos en ambos niveles
troficos (herbivoros y parasitoides) fundamentalmente por la liberacién de
infoquimicos (volatiles) producidos por la planta, interviniendo en la localizacion y
aceptacion del alimento, huéspedes y presas (Vet y Dicke 1992; Rose et al. 1996;
Alborn et al. 1997; Pare y Tumlinson 1997; Gingras et al. 2002). Estos volatiles
pueden beneficiar tanto a la planta que los produce como a los enemigos naturales,
volatiles denominados “sinomonas”, y son altamente detectables y fiables para el
enemigo natural. Este tipo de compuestos quimicos inducidos son importantes en
el control biolégico ya que evitan que los enemigos naturales pierdan tiempo vy

energia buscando a un huésped o presa incorrecto (Vinson 1976).

1.1.2 Segundo nivel tréfico (herbivoros)
Los herbivoros pasan por una serie de pasos para la localizacion del habitat

y su alimento (planta hospedera), y estan sujetos a contender con diferentes
adversidades, como el estado de desarrollo de la planta y distinguir entre una planta
hospedera y una no hospedera (Panda y Khush 1995; Schoonhoven et al. 2005).
Para ello los herbivoros usan los diferentes estimulos quimicos y fisicos
provenientes de la planta (Bernays y Chapman 2007); especialmente volatiles

como terpenos y volatiles que son emitidos por hojas, frutos, flores y raices.

Los herbivoros también producen sustancias quimicas que les sirven en su
comunicacién con otros insectos de su misma especie (feromonas), para colonizar
una planta, alimentarse, aparearse e incluso como defensa de enemigos naturales

(Hochberg et al. 2003). Sin embargo, en algunos casos estas feromonas junto con



otras sustancias que son liberadas por excretas, productos fisiologicos y escamas
(Salerno et al. 2013; Badii et al. 2010), son utilizadas por un tercer nivel tréfico como
parasitoides o depredadores para ubicar de manera especifica a su presa o
huésped. Estas sustancias son muy confiables para el agente de control ya que
tiene una relacion estrecha con el herbivoro, pero son pocos volatiles y son
liberadas en poca cantidad (Eller et al. 1992; Felipe-Silvestre et al. 2005; Salerno

et al. 2013).

1.1.3 Tercer nivel tréfico (enemigos naturales)

Los enemigos naturales son clave en el manejo y control de plagas, su éxito
como agentes de control bioldgico se debe en gran medida a la facilidad que tengan
para la localizacion del huésped o presa. Para lograrlo utilizan la comunicacién
quimica (Vet y Dick 1992; Poelman et al. 2008). En la mayoria de los casos se trata
de sustancias quimicas como infoquimicos (feromonas y aleloquimicos) que ayudan
al enemigo natural a localizar el habitat (planta hospedera) y su presa (Dicke y
Sabelis 1989; Meiners y Hilker 2000).

Los infoquimicos utilizados por los enemigos naturales generalmente son
producidos por las plantas al ser atacadas por el fitéfago (volatiles inducidos), o bien
compuestos quimicos producidos por el propio herbivoro que pueden funcionar
como kairomas para algunos parasitoides (Thumlinson et al. 1993; Wegener et al.
2001; Felipe-Silvestre et al. 2005).

Los parasitoides han desarrollado mecanismos que les permiten detectar y
orientarse hacia sus huéspedes desde una cierta distancia. Para ello utilizan
estimulos provenientes de la planta, mejorando asi su capacidad de busqueda, lo

cual es un atributo importante que les permite sobrevivir en bajas densidades de su



huésped (Huffaker et al. 1977; Thumlinson et al. 1993).

Los parasitoides pueden tener una gran influencia por su planta de origen
(donde fueron criados), ya que desde su nacimiento pueden presentar una conducta
innata para reconocer los estimulos de la planta que los albergd como inmaduros
(Weseloh 1986; Wanjberg 1989; Prevost et al. 1990). Este mecanismo innato es el
primero que entra en operacion para localizar la planta que los albergo (Gutiérrez-
Ibanez et al. 2007; Giunti et al. 2015), y puede ser el responsable que algunos
parasitoides sean mas eficientes en encontrar o aceptar a sus huéspedes sobre la

misma planta (Badii et al. 2010).

1.2 Bactericera cockerelli plaga de solanaceas

Bactericera cockerelli Sulc (Hemiptera: Triozidae), conocido también como
pulgdn saltador, psilido de la papa o salerillo (Pletsch 1947; Garzén-Tiznado 1984),
es una de las principales limitantes para cultivos de solanaceas en México y algunos
lugares de EE.UU., debido a su alta capacidad reproductiva, amplia distribucion
geografica, gran variedad de hospedantes silvestres y cultivadas; asi como a su
capacidad de transmitir fitopatdogenos (Bujanos et al. 2005; Liu et al. 2006). Sus
principales hospederos son especies de solanaceas, principalmente chile, jitomate,

tomate y papa (Almeyda-Ledn et al. 2008).

Los dafos de B. cockerelli pueden ser directos e indirectos. Los primeros
ocurren porque al alimentarse inyectan una toxina que provoca amarillamiento de
las hojas y disminuye la capacidad fotosintética. Los dafios indirectos se deben a
su capacidad de transmitir fitopatégenos en plantas de chile, Capsicum annuum L.
jitomate, Solanum lycopersicum L.; tomate Physalis ixocarpa Brot y papa, Solanum

tuberosum L. (Leyva-Lépez et al. 2002; Munyaneza et al. 2007; Santos-Cervantes



et al. 2007; Garzon-Tiznado et al. 2009). La importancia de esta plaga se puede
ejemplificar con los siguientes datos. En el estado de Guanajuato, durante 1990, el
complejo de B. cockerelli-fitopatogenos redujo 60% de la produccién de jitomate v,
en afos subsecuentes, la superficie cultivada con esa planta disminuyo casi 85%

(Garzoén-Tiznado 2003).

En el control del psilido las medidas culturales son de las principales
herramientas recomendadas para tratar de prevenir la presencia y dafios por este
insecto. No obstante, debido a su importancia como vector de fitopatégenos y al
impacto sobre la produccién, particularmente en papa y jitomate, se recurre al uso
de insecticidas (Trumble 1990; Liu y Trumble 2006Liu y Trumble 2006; Luna-Cruz et

al. 2015).

Debido a la complejidad en el manejo de este psilido, y que las aplicaciones
frecuentes de insecticidas no resuelven el problema pero incrementan costos,
riesgos y no seran ni sostenibles ni ambientalmente aceptables, se ha propuesto
integrar algun enemigo natural al manejo de dicha plaga. Entre los enemigos
naturales de B. cockerelli que se han caracterizado recientemente se puede citar al
parasitoide Tamarixia triozae (Hymenoptera: Eulophidae) (Cerén-Gonzalez et al.
2014; Rojas et al. 2015) y al depredador generalista Dicyphus hesperus (Hemiptera:
Miridae) (Calvo et al. 2016), ambos con caracteristicas relevantes para
considerarse como potenciales agentes de control biolégico (Rojas et al. 2015;

Calvo et al. 2016).

1.3 Tamarixia triozae parasitoide de B. cockerelli

Entre las ocho especies de enemigos naturales conocidos de B. cockerelli,

se tiene registrados 3 hongos entomopatégenos y cinco insectos (Rojas et al. 2015),



Tamarixia triozae Burks (Hymenoptera: Eulophidae) es el que mas se ha estudiado
en la regulacién poblacional del psilido (Compere 1943; Pletsch 1947). T. triozae es
un ectoparasitoide arrenotoco de ninfas de cuarto instar del psilido que presenta
alimentacion sobre el huésped (Rojas et al. 2015). Este parasitoide se encuentra
distribuido en Estados Unidos de Norteamérica (La Salle 1993) y México (Lomeli-

Flores y Bueno 2002).

T. triozae es un agente de control especialista del psilido, caracteristica
relevante en programas de control biolégico (Van Driesche et al. 2007) y su
capacidad intrinseca de incremento es casi dos veces la de B. cockerelli (Rojas et
al. 2015). Este parasitoide tiene la capacidad de ovipositar o alimentarse del psilido
y prefiere el cuarto instar, pero se puede alimentar también del tercero y en menor
proporcion parasitar el quinto (Johnson 1971; Yang et al. 2015; Ramirez-Ahuja et

al. 2016).

1.4 Planteamiento del problema

Aunque en aun no en escala industrial T triozae se cria comercialmente, al
menos por dos empresas en México, en B. cockerelli sobre plantas de jitomate, y
experimentalmente se ha liberado para el control de esta plaga en jitomate o chile
(E. Rodriguez-Leyva, comunicacion personal). En la practica se ha liberado a T.
triozae que proviene de plantas de jitomate para combatir al psilido que se
encuentra en plantas de chile. Esta situacion es un problema real, y representa un
modelo interesante para conocer si esos cambios entre plantas hospederas del

herbivoro pueden alterar el desempenio bioldgico del parasitoide de interés.

De acuerdo con la informacion disponible, los atributos biolégicos y

comportamentales de un enemigo natural pueden estar influenciados por la planta



donde se desarrolla su huésped o presa. Esta situacidon se debe entender y
considerar en el manejo de enemigos naturales que se utilicen en programas de
control biolégico. Una vez conociendo el fendmeno, y de ser el caso, quiza podrian
ajustarse algunos procedimientos en la cria de estos enemigos naturales para
favorecer su desempefio bioldgico en las plagas y plantas de interés. Para contribuir
al entendimiento de este fendmeno se desarroll6 este trabajo. En él se usé un
modelo tritréfico que incluyd plantas de jitomate o chile donde se desarroll6 el psilido
de la papa, también se desarrolld6 el parasitoide (T. triozae) y se hicieron
estimaciones del desempefio de este enemigo natural; los objetivos del trabajo

fueron los siguientes.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Evaluar el impacto de la planta hospedera en los parametros bioldgicos vy

respuesta comportamental de T. triozae sobre B. cockerelli.

1.5.2. Objetivos especificos

Evaluar la influencia de la planta de origen y la planta de trabajo sobre
indicadores del desempefio de T. triozae. Entre estos la proporcién de ninfas
parasitadas, alimentacion sobre el huésped, sobrevivencia, proporcién sexual y la
longevidad.

Evaluar la influencia de la planta hospedera en la respuesta de hembras de
T. triozae a los volatiles del complejo planta-herbivoro provenientes de plantas con
y sin dafio del herbivoro, también Ila relacion con la experiencia previa de las

hembras.



CAPITULO 2. APTITUD BIOLOGICA DE TAMARIXIA TRIOZAE
(HYMENOPTERA: EULOPHIDAE) MEDIADA POR LA PLANTA HOSPEDERA

2.1 Resumen
Las plantas hospederas median las interacciones entre fitéfagos y enemigos

naturales, y su estudio es conveniente desde la perspectiva tritrofica. En el presente
estudio se utilizo el modelo solanaceas-Bactericera cockerelli-Tamarixia triozae
para evaluar la influencia del origen de T. triozae y de la hospedera de trabajo sobre
indicadores de su desempefio como la proporcion de ninfas parasitadas y
depredadas, la sobrevivencia, la proporcion sexual y la longevidad. Las hospederas
chile (Capsicum annuum L. variedad “real”) y jitomate (Solanum lycopersicum L.
variedad “Rio grande”), fueron usadas de dos maneras en los experimentos: como
origen de las hembras de T. triozae y como hospedera de trabajo. Las hembras de
origen en plantas de chile parasitaron 3% mas que las originadas en jitomate. La
alimentacion sobre el huésped no fue influida por el origen, pero si por la hospedera
de trabajo: T. triozae consumio 2.4% mas huéspedes en chile que en jitomate. Como
origen, jitomate indujo 4.3% mas en la sobrevivencia y 9.8% méas hembras que chile.
Como hospedera de trabajo el jitomate incrementé la sobrevivencia en al menos
6.6% Y, la proporcion de hembras en la descendencia en al menos 15.7%. El chile
favorecio la longevidad tanto en el papel de origen como en el de hospedera de
trabajo (62.8% y 3.8%, respectivamente). La experimentacion con dos origenes de
T. triozae permitid contrastar su influencia en el desempefio del parasitoide y
analizar los efectos de la hospedera de trabajo en dos sentidos. Este analisis
tritrofico parece adecuado para identificar la hospedera mas conveniente para la
cria de enemigos naturales en sistemas donde existen varias hospederas, asi como

conocer su potencial contra la plaga en diferentes cultivos.

Palabras clave: tritrofico, control bioldgico, parasitoide, planta hospedera.



2.2 Abstract
Host plants mediate the interactions between herbivores and natural

enemies, which makes convenient studying them since a tritrophic perspective. In
this study, the model: solanaceae-Bactericera cockerelli-Tamarixia triozae was used
to evaluate the effect of the parasitoid origin and the effect of the work host plant on
indicators of T. triozae performance: the proportion of nymphs parasitized, host
feeding, emergence, sexual proportion, and their longevity. Host plants of jalapeno
pepper (Capsicum annuum L. variedad “real”) and tomato (Solanum lycopersicum
L. variedad “Rio grande”), were used in two ways in these experiments: in one way
as T. triozae origin (origin host plant), and in the other, as host plant of work.
Parasitism of T. triozae was influenced by the origin host plant, but not by the work
host plant. Females born in jalapeno pepper parasitized 3% more nymphs than those
born in tomato. Host feeding was not influenced by the host plant of origin, but
whether by work host plant. Emergency proportion and female proportion were
influenced by the host plant of origin and by the work host plant. As origin, tomato
induced 4.3% more emergency and 9.8% more females than jalapeno pepper. As
work host plant, tomato increased emergence more than 6.6% and female proportion
by more than 15.7%. Jalapeno pepper favored longevity both as origin or as work
host plant (62.8% and 3.8%, respectively). Experimenting with two origins of T.
triozae allowed to contrast their influence on the parasitoid performance, as well as
to analyze the work host plant effects at two ways (from jalapeno pepper to tomato
and viceversa). Tritrophic analysis of host plant-host-parasitoid interactions looks
appropriate to identify the more convenient host plant for mass rearing parasitoids
in systems with several host plants, as well as for studying the parasitoids potential

against the pest on different crops.



Keywords: tritrophic, parasitoids, biological control, host plant.

2.3 INTRODUCCION

Las interacciones biolégicas en ambientes naturales ocurren a través de
cadenas alimenticias y redes troficas (Schmitz 1998; Ohgushi 2005). En el estudio
de estas interacciones comunmente se consideran solo dos niveles troficos, los
cuales se asumen independientes del resto del ambiente (Verkerk 2004; Rodriguez-
Saona 2010). Por ejemplo, en el control biolégico se estudia la interaccidn
herbivoro-enemigo natural, pero esas interacciones son mas complejas e involucran
mas de dos niveles troficos (Price et al. 1980; Turlings y Benrey, 2001; Gingras et
al. 2002; Dicke et al. 2009). Estudiar este tipo de relaciones desde una perspectiva
tritréfica (planta-herbivoro-enemigo natural) contribuye a una apreciacibn mas
integral de los mecanismos del fendmeno (Tscharntke y Bradford 2002; Rodriguez-
Saona 2010). Por ejemplo, las plantas pueden tener efectos directos e indirectos
sobre la eficiencia de los parasitoides para localizar y/o aceptar a sus huéspedes
(Rose et al. 1996; Alborn et al. 1997; Pare y Tumlinson 1997; Gingras et al. 2002),
o efectos indirectos sobre su desarrollo (Azimi et al. 2012), fecundidad, longevidad
y mortalidad (Caron et al. 2008; Barbosa et al. 1991; Reitz y Trumble 1997) e,
incluso, sobre la disponibilidad y abundancia del huésped (Ramazan y Heather
2009; Jandricic et al. 2014).

La comprension de las interacciones tritréficas es relevante para el control
biolégico en sistemas donde los enemigos naturales actuan sobre la plaga en
diferentes hospederas, porque algunas hospederas podrian reducir, mientras que
otras podrian aumentar, el desempefio del agente de control biologico (Badii et al.
2010; Bottrell et al. 1998). Por ejemplo, la depredacién de Tetranychus cinnabarinus

Dufour por Phytoseius plumifer Canestrini y Fanzago fue favorecida en la hospedera
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Ficus carica Linneo por su abundante pubescencia, pero esta depredacion fue
menor en Citrus aurantium Linneo por la ausencia de pubescencia (Rasmy y
Elbanhawy 1974).

En solanaceas cultivadas como chile, jitomate y papa, el psilido de la papa,
Bactericera cockerelli Sulc (Hemiptera: Triozidae), y los fitopatégenos que transmite,
pueden reducir hasta 50% del potencial productivo de estas plantas (Garzén-
Tiznado 2003; Liu y Trumble 2006), por lo que se esta evaluando el potencial de
enemigos naturales nativos como Tamarixia triozae Burks (Hymenopera:
Eulophidae) (parasitoide especialista y sinovigénico) y el mirido depredador
(Dicyphus hesperus (Hemiptera: Miridae) para su integraciéon en programas de
Manejo Integrado de Plagas (Rojas et al. 2015; Calvo et al. 2016).

De Tamarixia triozae se conoce su actividad parasitica, su ciclo biologico,
potencial reproductivo y preferencia alimenticia (Jensen 1957; Lomeli-Flores vy
Bueno 2002; Cerdn-Gonzalez et al. 2014; Rojas el et al. 2015; Yang et al. 2015) y
también se ha estudiado la interaccién parasitoide-entomopatégenos (Tamayo-
Mejia et al. 2016), asi como su susceptibilidad a insecticidas (Liu et al. 2012; Luna-
Cruz et al. 2011, 2015).

A pesar de esos esfuerzos, la informacion sobre las interacciones tritroficas
en el modelo solanaceas-B. cockerelli-T. triozae sigue incompleta porque no se
conoce aun la influencia de la hospedera de origen (la planta donde es criado al
parasitoide) sobre su desempefio, ni la influencia de las distintas plantas en las que
se le puede usar (hospederas de trabajo). Dado que usualmente se le cria en
jitomate y se pretende usar para controlar a la plaga en cualquiera de las otras

hospederas: chile, papa o tomate de cascara, resulta de interés conocer la influencia
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de las hospederas en ambas funciones (la de origen y la de trabajo) sobre el
desempeiio del parasitoide.

Esta informacion contribuird a entender mejor las interacciones tritréficas v,
al mismo tiempo, a optimizar el control de la plaga aprovechando las influencias
positivas sobre el desempefio del parasitoide. Por esta razén, el objetivo de este
trabajo fue evaluar la influencia de la planta de origen y la planta de trabajo sobre
indicadores del desempefio de T. triozae. Entre estos la proporciéon de ninfas
parasitadas, alimentacion sobre el huésped, sobrevivencia, proporcion sexual y la
longevidad.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Plantas
Se usaron plantas de jitomate (Solanum lycopersicum L. variedad “Rio

grande”) y de chile jalapefio (Capsicum annuum L. variedad “real’) plantadas en
macetas (4 litros) con sustrato de peat moss (Growin mix, Canada) y tezontle en
proporcion 1:2. Las cuales se fertirrigaron cada tercer dia con la solucion nutritiva
de Steiner (1961). Las plantas se confinaron en jaulas de 2.5x1.0x0.7m para evitar
su colonizacién por insectos. También se evito el uso de insecticidas y fungicidas

para evitar su influencia en los ensayos.

2.4.2. Insectos

Se hicieron crias de Bactericera cockerelli y Tamarixia triozae a partir de
insectos obtenidos de crias previas mantenidas en el Colegio de Postgraduados, en
Texcoco, Estado de México desde el 2010.

Una cria de cada especie se hizo sobre jitomate y la otra sobre chile. Cada
una de las cuatro crias resultantes se alojé en un invernadero distinto y separado

de los demas. Los lotes de plantas con distintas etapas del psilido estuvieron
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confinados en jaulas de acrilico (90x90x95 cm) con ventanas de tela de organza.
En todos los casos se siguié la metodologia descrita por Rojas et al. (2015). Tanto
las crias del psilido como las del parasitoide se dejaron adaptar por mas de 10
generaciones en su respectiva hospedera antes de iniciar los experimentos.

Las crias del parasitoide se realizaron sobre ninfas de 4to instar de B.
cockerelli y, cuando los nuevos parasitoides puparon, se cortaron las hojas donde
estaban adheridos y se les confind en jaulas de 50x50x35 cm hasta su emergencia.
En esta jaula se les ofrecié miel (aprox. 200 ul) cada tercer dia, dispuesta en lineas

de gotas finas realizadas con la aguja de una jeringa sobre las paredes de las jaulas.

2.4.3. Influencia del origen y de la hospedera de trabajo

Para analizar la influencia de los factores origen y hospedera de trabajo sobre
indicadores del desempefo de T. friozae se utilizaron arenas de observacién
(recipientes plasticos, cilindricos y transparentes de 5.5 cm de diametro x 11 cm de
alto). En cada arena se introdujo a una hembra de T. triozae de menos de 24 h de
edad con un macho y se le ofrecié un lote de 24 ninfas de B. cockerelli de 4'° instar
cada 24 h durante 20 d [periodo mas activo del parasitoide (Rojas et al. 2015)]. Las
ninfas para cada lote fueron tomadas de la cria correspondiente al tratamiento y
colocadas, con la ayuda de un pincel fino, sobre una hoja limpia de la misma
hospedera (tomada de otra planta sin insectos). El peciolo de cada hoja con ninfas

fue insertado en un vial con agua para mantener su turgencia.

Los tratamientos fueron plantas de chile y jitomate las cuales se usaron de
dos maneras: una vez como origen de las hembras de T. triozae (hospedera donde
fue criado el parasitoide) y la otra como hospedera de trabajo (planta en la que se

observo su desempefo). De este modo, se configuraron cuatro tratamientos: 1)
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hembras criadas en chile y observadas en chile; 2) hembras criadas en chile y
observadas en jitomate, 3) hembras criadas en jitomate y observadas en chile y; 4)
hembras criadas en jitomate y observadas en jitomate (figura. 1). Los tratamientos
uno y dos conformaron un sistema (chile-jitomate) donde las hembras de T. triozae
tuvieron un mismo origen (chile) y dos escenarios para observar su desempefo:
una hospedera alterna (jitomate), que implicaba el cambio de hospedera y, un
testigo (chile). Lo mismo ocurrio con los tratamientos tres y cuatro (sistema jitomate-
chile), donde el origen fue jitomate y los escenarios de observacion son chile (la

hospedera alterna) y jitomate (testigo) (figura 1).

Con esos tratamientos se evalud la influencia del origen del parasitoide a
través de contrastar el desempefio de las hembras de T. friozae criadas en chile con
el de las criadas en jitomate (figura 1, A); asi mismo, se evalud la influencia de la
hospedera de trabajo contrastando los tratamientos uno con el dos, asi como el tres

con el cuatro (figura 1, B).

A 7) 7
Origende T. triozae @ /) é )7

7

Hospedera de d e
trabajo ]

testigo hospedera alterna hospedera alterna
Tratamientos 1 > 3 4
sistema § sistema
(chile-jitomate) : (jitomate-chile)

Figura 1. Sistemas experimentales para evaluar el efecto del origen de Tamarixia
triozae (A) y de la hospedera de trabajo (B) en el desempeno del parasitoide.

Las variables medidas fueron la proporcion de ninfas parasitadas (ninfas con
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huevo de T. triozae/total de ninfas ofrecidas); la proporcién de ninfas donde se
observo alimentacion del parasitoide (depredadas: ninfas consumidas/total de
ninfas ofrecidas); la proporcion de sobrevivencia (huevos del parasitoide que
llegaron a ser adulto /ninfas parasitadas); proporcién sexual en la descendencia
(hembras emergidas/total de adultos emergidos); asi también se evalu6 la
longevidad de las hembras en la descendencia. Los experimentos se realizaron en

un ambiente con 25 +5°C, 70-80% H.R. y fotoperiodo de 12 h luz: 12 h obscuridad.

El parasitismo y la depredacién por las hembras de T. triozae sobre las ninfas
del psilido fue evaluado cada 24 h, recién retiradas las ninfas de las arenas de
observacion. Cada ninfa fue revisada bajo microscopio estereoscépico. Las ninfas
parasitadas se mantuvieron sobre las hojas que las alimentaban para que los
parasitoides (F1) completaran su desarrollo. Cuando esas hojas se deshidrataron,

las ninfas fueron transferidas a otras nuevas usando un pincel de cerdas finas.

Para cuantificar la emergencia de los parasitoides de la F1, las ninfas
parasitadas antes mencionadas, fueron individualizadas en viales de cristal de 15

cm de largo y 1 cm didmetro hasta su emergencia.

Estos ensayos se iniciaron con 36 hembras por cada tratamiento, pero a los
siete dias se eliminaron las que no habian parasitado ni consumido presas. Luego,
para el andlisis de datos, se usaron solo las observaciones de las 15 hembras que

parasitaron primero y que completaron los 20 dias de observacion.

Para evaluar la proporcion sexual y la longevidad se produjeron cohortes ex
profeso de parasitoides (F1) a través de exponer conjuntos de 200 ninfas de 4%
instar (colocadas en plantas de chile o jitomate, segun los tratamientos antes

descritos) a grupos de 16 hembras de T. friozae de tres dias de edad, previamente
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apareadas y alimentadas con miel. Las pupas obtenidas de este material fueron
individualizadas en viales de cristal de 15 cm de largo y 1 cm diametro. Los
individuos emergidos en estas cohortes fueron sexados bajo el microscopio
identificando a las hembras por su clava bien desarrollada y, a los machos, por la
abundancia de zetas a lo largo de sus antenas. En total se generaron cuatro
cohortes, cada una en una generacion distinta del parasitoide.

La longevidad se evalué cada 24 horas, a cuatro grupos de 50 hembras
obtenidas de las cohortes de parasitoides F1 del experimento anterior. A cada
hembra se le proporcionaron dos a tres gotas de miel de aproximadamente 3 pl c/u,

dos veces por semana, hasta su muerte.

2.4.4. Analisis estadistico

La influencia de la hospedera de trabajo en los sistemas chile-jitomate y
jitomate-chile sobre la proporcion de ninfas parasitadas, la proporcién de ninfas
usadas como alimento, la proporcion de parasitoides emergidos y la proporcion
sexual fueron comparadas entre tratamientos mediante la Prueba de Proporciones.
La influencia de la hospedera de trabajo en la longevidad de las hembras de cada
sistema se analizdé mediante una Prueba de t para dos medias independientes.

Se hizo un segundo analisis para evaluar la influencia de la hospedera de
origen (chile y jitomate) sobre esos mismos indicadores, usando nuevamente la
Prueba de Proporciones para los cuatro primeros indicadores vy, la influencia del
origen en la longevidad se comparé mediante una Prueba de t para dos medias
independientes. Todas los analisis fueron hechos con Statistix versiéon 8.1, 2006. En

todos los casos se fijo un nivel de significancia de a=0.05.
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2.5. RESULTADOS
En el modelo de estudio: solanaceas-B. cockerelli-T. triozae, la hospedera de
trabajo influyd a todos los indicadores bioldgicos, excepto al parasitismo; mientras

que el origen influyd a todos, excepto a la depredacién sobre el huésped.
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Cuadro 1. Influencia del origen y de la hospedera de trabajo en los indicadores del
desempeno de Tamarixia triozae.

. Parasitismo Depredacion Sobrevivencia Proporcion sexual
Tratamientos
proporcion de
huevos que
n2* llegaron a adultos

proporcion de proporcion de
n1* ninfas parasitadas n7* ninfas depredadas

proporcion de
n3* hembras emergidas

HOSPEUDERA D E T RABAUJDO

chile/chile 7200 0.189 7200 0.215 1363 0.680 548 0.396
P=0.421 P<0.001 P<0.001 P<0.001

chile/jitomate 7200 0.194 7200 0.184 1401 0.746 725 0.553

jitomate/jitomate 7200  0.159 7200 0.182 1145 0.804 642 0.612
P=0.319 P=0.007 P<0.001 P=0.010

jitomate/chile 7200 0.165 7200 0.200 1189  0.711 294 0.5204

O R I G E N

Chile 14400 0.191 14400 0.200 2764 0.713 1273 0.485
P<0.001 P=0.063 P<0.005 P<0.001

Jitomate 14400 0.162 14400 0.191 2334 0.757 963 0.583

*n1= numero de psilidos ofrecidos; n2= numero de psilidos parasitados;
n3= numero de parasitoides emergidos.

Cuadro 2. Influencia del origen y de la hospedera de trabajo en la longevidad de
Tamarixia triozae.

Longevidad
d +(ES)*
Tratamientos
HOSPEDERA DE TRABAJO
chile/chile 60.35+0.8 t=3.08;
p=0.002
chile/jitomate 56.46+0.9
jitomate/jitomate 35.77+0.8 =-0.17;
p=0.867
jitomate/chile 35.975+0.9
ORIGEN
Chile 58.41+0.63
{=25.46;
p<0.001
Jitomate 35.87+0.61
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2.5.1. Efectos de la hospedera de trabajo

El parasitismo no fue afectado por la hospedera de trabajo en ninguno de los
dos sistemas: chile-jitomate (p=0.421) y jitomate-chile (p=0.319) (cuadro 1). Por el
otro lado, la depredacion del parasitoide sobre las ninfas del huésped fue influida en
ambos sistemas: en el sistema chile-jitomate se redujo en comparacion con su
testigo chile-chile (p<0.001), mientras que en el sistema jitomate-chile se aumento
(p=0.007) (cuadro 1). La sobrevivencia también fue influida por la hospedera de
trabajo en los dos sistemas: aumentd en el sistema chile-jitomate (p<0.001) y
disminuyo en el sistema jitomate-chile (p<0.001) ambos comparados con su testigo
(cuadro 1). La proporcidon sexual fue favorecida por la hospedera de trabajo en el
sistema chile-jitomate (p<0.001) y afectada en el sistema jitomate-chile (p=0.010)
(cuadro 1). La longevidad de las hembras de la F1 se redujo por influencia de la
hospedera de trabajo (jitomate) en el sistema chile-jitomate (p=0.002), mientras que

en el sistema jitomate-chile no fue afectada (p=0.876) (cuadro 2).

2.5.2. Efectos del origen en T. triozae

El parasitismo de T. friozae criada en chile fue mayor que el de las hembras
criadas en jitomate (p<0.001). La depredacion no fue influenciada por el origen de
T. triozae (p=0.063). La sobrevivencia fue mayor en la descendencia de hembras
originadas en jitomate que en la de hembras originadas en chile (p<0.005) (cuadro
1). La proporcién sexual fue mayor en la descendencia de hembras originadas en
jitomate que en las de chile (p<0.001) (cuadro 1), pero la longevidad fue mayor en
la descendencia de los parasitoides nacidos en chile, que en los de jitomate
(p<0.001) (cuadro 2).
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2.6. DISCUSION

El parasitismo de T. triozae fue influenciado solo por el factor origen pero no
por el factor hospedera de trabajo: las hembras originadas en chile parasitaron 3%
mas que las de jitomate. Mientras que la depredacion fue influenciada solo por la
hospedera de trabajo pero no por el origen: T. triozae consumidé 2.4% mas
huéspedes en chile que en jitomate. Ambos indicadores fueron favorecidos por la
hospedera chile, aunque a través de factores distintos: al parasitismo, lo favorecié
como origen y a la depredacion, como hospedera de trabajo.

El chile, como origen de los parasitoides, les induce mayor capacidad innata
para parasitar que el jitomate; mientras que como hospedera de trabajo, parece
facilitarles el acceso a sus huéspedes por la carencia de tricomas, los cuales han
sido identificados como obstaculos en otros sistemas (Qiu et al. 2005).
Puntualmente, Urbaneja et al. (2007) lo determiné para el parasitoide Eretmocerus
mundus Mercet en estas mismas hospederas. Sin embargo, la pubescencia también
puede operar en sentido contrario, como en el caso de la depredacion T.
cinnabarinus por P. plumifer (Rasmy y Elbanhawy, 1974). Esta ambivalencia de un
mismo caracter de las hospederas muestra que su influencia sobre el tercer nivel
trofico es especie-especifico, como lo documenta McAuslane et al. (1995).

La sobrevivencia y proporcién sexual de la F1 fue influida tanto por el origen
como por la hospedera de trabajo y, en ambos factores, el jitomate fue ventajoso
sobre el chile. Como origen, el jitomate indujo mayor sobrevivencia (4.3%) y produjo
mas hembras (9.8%) que el chile; mientras que como hospedera de trabajo, el
jitomate incrementd la sobrevivencia (6.6%) y la proporcion de hembras (15.7%). La

influencia del origen en estos dos indicadores implica un efecto transgeneracional

20



porque no se manifiesta en los individuos que recibieron el estimulo (los
progenitores) sino en su F1. Sobre este mecanismo no encontramos antecedentes
puntuales en la bibliografia. Por su parte, la influencia del jitomate como hospedera
de trabajo en ambos indicadores, podrian deberse a la nutricion, la cual
razonablemente seria distinta en ambas hospederas, a pesar de que la fertilizacion
fue igual para las dos.

La longevidad de las hembras de la F1 fue influida por los dos factores: en el
origen, se observo que chile indujo 62.8% mayor longevidad y, en el factor
hospedera de trabajo, solo hubo influencia en el sistema chile-jitomate, donde el
jitomate redujo la longevidad en 6.4%, implicando que el cambio de hospedera
perjudico la longevidad de la descendencia, cuando los progenitores proceden de
chile, pero no cuando proceden de jitomate. Esta menor longevidad en la
descendencia de T. friozae en jitomate puede estar relacionada con la a-tomatina
presente en esta planta (Kennedy 2003), ya que afecta directamente el desarrollo y
sobrevivencia de los fitofagos (Elliger et al. 1981; Bloem at al. 1989) e,
indirectamente, a sus parasitoides (Campbell y Duffey 1981).

La experimentacion con origenes diferentes (chile y jitomate) de T. triozae
permitié evaluar la influencia de la hospedera de origen asi como analizar los
efectos de la hospedera de trabajo en dos sentidos: de chile a jitomate y de jitomate
a chile, en vez de solo en un sentido, como parece haberse hecho hasta ahora.
Analizar las interacciones ftritroficas de esta manera parece adecuado para
identificar las opciones mas convenientes para la cria (hospedera de origen) de
enemigos naturales en sistemas donde existen diferentes plantas hospederas, asi

como conocer su potencial contra la plaga en diferentes cultivos.
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CAPITULO 3. RESPUESTA CONDUCTUAL DEL PARASITOIDE TAMARIXIA
TRIOZAE (HYMENOPERA: EULOPHIDAE) MEDIADO POR LAHOSPEDERAY
SU EXPERIENCIA

3.1. Resumen
Los parasitoides de herbivoros oligéfagos tienen que encontrar a estos en

especies de plantas distintas a la que los hospeddé como inmaduros. Esto puede
modificar su eficiencia de busqueda ya que la conducta innata los conduce a buscar
los volatiles del complejo planta-herbivoro donde se desarrollé. En el presente
estudio se utilizdo el modelo solanaceas-Bactericera cockerelli-Tamarixia triozae
para evaluar la influencia de la planta, el dafio del herbivoro y la experiencia previa
de T. triozae en su respuesta a los volatiles del complejo planta-herbivoro. Para ello
se evaluo la respuesta de atraccion de diversos estimulos mediante un olfatobmetro
en “Y”. Los resultados muestran que este parasitoide no manifestd preferencia
innata por los volétiles de la planta de donde se origind, ni por los volétiles de la
planta con dafo respecto al testigo (maceta). Sin embargo, cuando el parasitoide
tuvo experiencia sobre plantas con dafio por B. cockerelli, manifesté preferencia
por el complejo planta con dafio del herbivoro contra el testigo (maceta), adn si la
experiencia ocurri6 en una planta de origen 0 en una planta alterna. En un
experimento diferente T. triozae al elegir entre dos fuentes de volatiles (planta de
origen vs planta alterna). Cuando la experiencia ocurrié en la planta de origen se
presenté una marcada preferencia por la planta de origen contra la planta alterna.
No obstante, si la experiencia ocurria en la planta alterna, se inducia respuesta a
plantas con dafio pero ninguna preferencia por alguna de las plantas, tanto por la

de origen o por la alterna. Para efectos practicos, en la liberaciéon masiva de T.
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triozae parece conveniente facilitar las primeras experiencias del parasitoide en

plantas con dafio para que mejore su eficiencia de busqueda inicial.

Palabras clave: parasitoides, control bioldgico, aprendizaje asociativo, tritréfico.

3.2. Abstract
Parasitoids of oligophagous herbivores often have to find it in different plant

species to which he lodged as immature. This can modify its searching capacity as
innate behavior leads them to search the complex volatile plant-herbivore where they
developed. In this study, the model: solanaceae-Bactericera cockerelli-Tamarixia
triozae was used to evaluate the plant influence, herbivore damage and previous
experience of T. triozae in response to volatiles complex plant-herbivore. The
response to various stimuli attraction to T. triozae was performed on "Y" olfactometer.
The results show that this parasitoid has no innate preference to volatiles emanating
from the host, or volatiles of host damage. Nevertheless, the experience of T. triozae
on plants damaged by B. cockerelli induced consistently the preference of T triozae
to the complex plant-herbivore versus control, no matter what was the plant host of
that experience. Later, if the experience occurred in the plant of origin, the preference
was induced to the plant of origin, but if the experience occurred in alternative plant,
no preference was generated to any of those plants. For practical purposes, before
releasing T. friozae it might be appropriate to facilitate early experiences of the
parasitoid in B. cockerelli damage plants that could improve their initial searching
capacity.

Key words: parasitoids, biological control, associative learning, tritrophic.
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3.3. INTRODUCION

El proceso de forrajeo de los parasitoides implica una secuencia ordenada
de acciones para localizar primero el habitat, luego la planta hospedera v,
finalmente, el huésped (Vinson 1984; Rose et al. 1996; Alborn et al. 1997; Pare y
Tumlinson 1997; Gingras et al. 2002). Los parasitoides especialistas se guian en
ese proceso por los volatiles de la planta que los hospedd como inmaduros (Giunti
et al. 2015), a los cuales reconocen y responden, en alguna medida, con conductas
innatas (heredadas) (Prevost et al. 1990). En estas conductas innatas, los volatiles
les indican la disponibilidad de huéspedes en el complejo planta-herbivoro
(Nordlund et al. 1988; Rose et al. 1996; Pare y Tumlinson 1997; Alborn et al. 1997).

Aunque se ha proporcionado evidencia experimental del proceso de
busqueda y localizacién de huéspedes por algunos parasitoides, esta no es tan
simple ni lineal (Vet y Dicke 1992; Steidle et al. 2003; Giunti et al. 2015). Por ejemplo,
cuando el parasitoide especialista se desarrolla en una hospedera y tiene que
encontrar a sus huéspedes en una planta de diferente especie, puede tener
dificultades para localizarlos porque su conducta innata le induce a buscarlos en la
especie que lo hospedé como inmaduro y, distinguir su presencia en la nueva
especie le demanda aprendizaje, a través del cual asocia la presencia de huéspedes
con los volatiles del nuevo sistema planta-herbivoro (Nordlund et al. 1988; Rose et
al. 1996; Alborn et al. 1997; Pare y Tumlinson 1997; Allison y Hare 2009).

Dado que B. cockerelli puede reducir hasta el 50% del potencial productivo
de sus plantas hospederas (Garzon-Tiznado 2003; Liu y Trumble 2006) su manejo
necesita de tacticas diferentes a las que se han aplicado hasta ahora.

Recientemente se ha propuesto la evaluacion del parasitoide Tamarixia triozae
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Burks (Hymenoptera: Eulophidae) para disminuir poblaciones de B. cockerelli en
condiciones de agricultura protegida (Ceron-Gonzalez et al 2014; Rojas et al 2015;
Yang et al. 2015). Actualmente los parasitoides se crian sobre ninfas de B. cockerelli
que a su vez se desarrollan sobre plantas de jitomate. Los parasitoides reproducidos
de esta manera se han liberado, experimentalmente, para combatir poblaciones de
B. cockerelli sobre plantas de chile o de jitomate, pero se desconoce si el cambio
de hospedera afecta el desempefio del parasitoide.

El sistema solanaceas-B. cockerelli-T. triozae, donde diferentes solanaceas
como chile, Capsicum annuum L., jitomate, Solanumlycopersicum L., papa,
Solanum tuberosum L. y tomate de cascara, Physalis ixocarpa Brot. ex Horm,
sustentan a B. cockerelli es un sistema interesante porque este herbivoro es el unico
huésped conocido de T. triozae. De esta forma este sistema puede ofrecer un
modelo de estudio para abordar algunas interrogantes, especialmente si el
desempefo de los parasitoides provenientes de herbivoros criados en plantas
hospederas diferentes afectan algunos de sus parametros bioldgicos. Por esta
razon el objetivo de este trabajo fue evaluar la influencia de la planta hospedera en
la respuesta de hembras de T. triozae a los volatiles del complejo planta-herbivoro
provenientes de plantas con y sin dafio del herbivoro, también la relaciéon con la
experiencia previa de las hembras. Especificamente se tratd de resolver las
preguntas siguientes. 1) ¢Son un factor de atraccion innata para T. triozae los
estimulos quimicos provenientes del complejo planta-herbivoro? 2) ;Qué papel
juega la experiencia (hospedera y dafo) en la atraccion de T. triozae?; 3) ¢ Qué
papel juega la planta hospedera cuando T. triozae recibe experiencia en plantas con

dano?
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3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Plantas
Se usaron plantas de jitomate, Solanumlycopersicum L. cultivar “Rio grande”,

y chile jalapefo, Capsicum annuum L. cultivar “real”, plantadas en macetas de
plastico de 4 litros con sustrato de peat moss (Growin mix, Canada) y tezontle en
proporcion 1:2. Las plantas se fertirrigaron cada tercer dia con la solucién nutritiva
de Steiner (1961) y se confinaron en jaulas de 2.5x1.0x0.7m (largo, ancho, alto)
para evitar su colonizacién por insectos. También se evito el uso de insecticidas y

fungicidas para que sus residuos no afectaran los ensayos.

3.4.2. Insectos

3.4.2.1 Cria de Bactericera cockerelli

Se establecieron dos crias de B. cockerelli, una en jitomate y la otra en chile,
las colonias se mantuvieron por 10 generaciones antes de realizar los ensayos.
Cada cria se mantuvo en un invernadero distinto. En ambos casos las plantas se
colonizaron con los adultos de B. cockerelli en jaulas entomoldgicas y se
mantuvieron alli para obtener los nuevos insectos. Los detalles del manejo de la cria

fueron similares a los descritos por Rojas et al. (2015).

3.4.2.2. Cria de Tamarixia triozae
También se hicieron dos crias de T. friozae. Una en jitomate y la otra en chile,

para asegurar la pureza de las colonias estas se ubicaron en invernaderos
separados. Para el manejo de estas crias y la recoleccion de los parasitoides se

siguio la metodologia descrita por Luna-Cruz et al. (2015).
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3.4.3. Ensayos de olfatometria

Se utilizd un olfatometro simple de dos vias en “Y” (vidrio de borosilicato).
Cada brazo tenia 10 cm de largo y 1 cm de diametro, unidos en un angulo de 75° y
un cuerpo de salida de 14 cm de largo y 1.5 cm de diametro. En consideracion de
la geotaxia negativa del parasitoide, comun para su familia (Mann et al. 2010), los
brazos del olfatdmetro se elevaron 60° respecto a la horizontal.

Las fuentes de olor (tratamientos) se colocaron en camaras colectoras
cilindricas de vidrio de borosilicato de 15 L (35 cm de alto por 25 cm de diametro)
(figura 2, e). Los volatiles de los tratamientos fueron proyectados por una bomba de
aire (Elite® 801) que expulsaba el aire seco, el cual fue filtrado por un cartucho
adsorbente de Tenax®, (0.2 mg) y humedecido con una trampa de agua destilada.
El flujo de aire fue calibrado (234.4 ml/min de salida para cada brazo) con ayuda

de dos flujometros (Cole Parmer ® Mod # PMR1-010293) (figura 2).
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Figura 2. Esquema del flujo de aire y conexién del olfatobmetro en “Y”; a) bomba
de aire, b) filtro de Tenax®, c) trampa de agua, d) flujdmetro, e) cdmara colectora,
f) olfatometro.

Los experimentos se realizaron de las 11:00 a 14:00h (horario de mayor
actividad del parasitoide, segun observaciones preliminares), en una habitacion con
paredes negras mate, para evitar sombras o reflejos, con temperatura de 26+2°C y
humedad relativa de 60-70%. La unica fuente luminosa fue una lampara tubular de
120 cm de largo de luz fria (Osram: Sylvania), colocada arriba del olfatémetro,
paralela a éste y a la distancia necesaria para que la iluminancia recibida en el
olfatometro fuera de 1767 luxes.

La preferencia de T. friozae se definio por la eleccién por alguno de los brazos
del olfatémetro, lo cual fue evaluado en un periodo de 300 s, o porque el parasitoide
llegaba hasta el final de alguno de los brazos con algun estimulo. Cuando no hubo

respuesta en ese lapso de tiempo el insecto se sustituyd por otro.
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Los experimentos se realizaron con hembras de T. triozae las cuales tenian
dos caracteristicas: su origen (la planta donde nacieron chile o jitomate), asi como
la experiencia. Esta ultima tuvo dos niveles, no experiencia y experiencia. La no
experiencia consistio en usar hembras recién emergidas colocadas individualmente
en confinamiento y alimentadas con miel, sin acceso a plantas ni psilidos. Por su
parte, la experiencia consisti6 en exponer durante 72 h a las hembras recién
emergidas a los diferentes estimulos (tratamientos) que se les ofrecerian en los

ensayos (figura 3).

Los tratamientos fueron plantas de chile o jitomate en inicio de floracion con
o sin dafio por el psilido. El dafio se produjo por una colonia de 192 psilidos de 4%
instar y 5 adultos durante 15 dias. No dafo significd plantas sin insectos. Las plantas
de chile o jitomate podian configurar como plantas de origen (donde se crio T.
triozae) o en su caso como plantas alternas (que implicaba el cambio de hospedera)
segun correspondiera. El testigo fue una maceta de 4 litros conteniendo el mismo
sustrato usado para las plantas (figura 3). Para responder las preguntas planteadas
se realizaron trece experimentos, cada uno con 60 repeticiones (hembras), donde

a cada hembra se le ofrecio un par de tratamientos.
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Figura 3. Esquema con las caracteristicas de las unidades experimentales
(hembras de Tamarixia triozae).

Para determinar si los voléatiles del complejo planta-herbivoro son un factor
de atraccion innata para T. triozae se utilizaron cinco grupos de hembras de T.
triozae nacidas en chile (sin experiencia) y se observo la respuesta de cada grupo
ante los siguientes pares de tratamientos: i) testigo vs planta de chile, ii) testigo vs
planta de jitomate, iii) testigo vs planta de chile con dafio, iv) testigo vs planta de

jitomate con dafio, y v) planta de chile vs planta de chile con dafio.

El papel de los factores de la experiencia (hospedera y dafio) en la atraccion
de T. triozae fue estudiado mediante cuatro grupos de hembras nacidas de chile
con diferente experiencia. Estas hembras fueron expuestas a los siguientes pares
de tratamientos. 1) Hembras con experiencia en plantas de chile recibieron: i) testigo
vs planta de chile; 2) hembras con experiencia en plantas de chile con dafo

recibieron: ii) testigo vs planta de chile con dafio; 3) hembras con experiencia en
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jitomate recibieron: iii) testigo vs planta de jitomate y 4) hembras con experiencia en

jitomate con dafio recibieron: iv) testigo vs planta de jitomate con dafio.

El papel de la planta hospedera en la experiencia de T. triozae con el dafo
se estudié con cuatro grupos de hembras de T. triozae: 1) hembras de chile con
experiencia en chile con dafo, 2) hembras de jitomate con experiencia en jitomate
con dafo, 3) hembras de chile con experiencia en jitomate con dafo, 4) hembras de
jitomate con experiencia en chile con dafo. A todos ellos se les ofrecié6 un mismo
par de tratamientos: planta de chile con dafo vs planta de jitomate con dafo.

3.4.4. Analisis estadistico
La eleccién de T. triozae por alguno de los brazos del olfatdbmetro se comparoé

con la prueba estadistica de Chi cuadrada, con a=0,05.

3.5. RESULTADOS

Tamarixia triozae no mostrd preferencia en la respuesta innata a volatiles de
ningun tipo. Las hembras recién nacidas en chile y sin experiencia no manifestaron
preferencia entre el testigo (maceta) y las plantas ofrecidas con dafio o sin dafo por

el psilido (hospedera de origen u hospedera alterna) (figura 4).
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Figura 4. A) Respuestas de las hembras de Tamarixia triozae nacidas en chile (sin
experiencia) a contrastes de estimulos olfatorios. Testigo: maceta con sustrato, CH:
planta de chile, CH/DANO: planta de chile con dafio, J: jitomate, J/JDANO: planta de
jitomate con dafo. B) Porcentaje organismo que no respondieron en 300 s.

Las hembras con experiencia en plantas sin dafio no manifestaron diferencia
entre el testigo y planta sin dafo, sin importar si la experiencia fue sobre su
hospedera de origen (X?=0.57; gl=1; P=0.4496) o sobre la hospedera alterna (X?
=0.21; gl=1; P=0.6394) (figura 4). Sin embargo, la experiencia en plantas con dafo
si indujo atraccion, las hembras de T. triozae fueron atraidas a plantas con dafo
tanto si eran de la hospedera de origen (X?=5.6666; gl= 1; P=0.0172), como la

hospedera alterna (X?= 4.8285; gl= 1; P=0.0279) (figura 5).
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Figura 5. A) Respuesta de las hembras de Tamarixia triozae nacidas en chile con
experiencia en plantas con y sin dafio. Testigo: maceta, CH: planta de chile,
CH/DANO: planta de chile con dafio, J: jitomate; JJDANO, planta de jitomate con
dafo. B) porcentaje de organismo que no respondieron en 300 s.

Cuando la experiencia ocurrié en la planta de origen y se les dio a elegir entre
dos fuentes de volatiles (planta de origen vs planta alterna), T. triozae present6 una
marcada preferencia por la planta de origen contra la planta alterna. Asi las hembras
nacidas en chile, que se les proporciond experiencia en chile con dafo eligieron
chile con dafio (X?=13.5641; gl= 1; P<0.0001) y las nacidas en jitomate, que se les
proporciond experiencia en jitomate con dafio, eligieron jitomate con dafio (X2
=5.5647; gl= 1; P=0.0163). No obstante, si la experiencia ocurria en la planta
alterna, se inducia respuesta a plantas con dafo pero ninguna preferencia por

alguna de las planta (origen o alterna) (figura 6).
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Figura 6. A) respuesta de hembras de Tamarixia triozae de origen en chile o jitomate
con experiencia en plantas de origen y plantas alternas con dafio. CH/DANO: planta
de chile con dafio, JJDANO: planta de jitomate con dafio. B) Porcentaje de
organismo que no respondieron en 300 s.

3.6. DISCUSION

Los volatiles que emanan de las plantas son altamente detectables, aunque poco
confiables para los parasitoides (Steidle et al. 2003). Los provenientes del herbivoro
suelen ser poco detectables, pero altamente confiables (Vet y Dicke 1992). Por otro
ado, la combinacién de ambos, o los resultantes de la interaccion de la planta con
el herbivoro (herbivoria), resultan altamente detectables y confiables (Drukker et al.
2000; Dicke y van Loon 2000; Carroll et al 2006; Dicke 2009). Cada especie de
parasitoide desarrolla una estrategia para optimizar el aprovechamiento de esos
volatiles en la busqueda de sus huéspedes, la cual se debe optimizar mediante la
conducta innata y/o el aprendizaje para poder sobrevivir.

En nuestro modelo de estudio solanaceas-B. cockerelli-T. triozae no se
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detectd respuesta innata del parasitoide hacia volatiles de plantas con o sin dafio
por el herbivoro. Aparentemente ninguno de esos estimulos indujo el forrajeo de
hembras sin experiencia. Esta respuesta se ha reportado frecuentemente en
parasitoides sin una primera experiencia de oviposicion o alimentacion sobre
huéspedes (Vet y Dicke 1992; Storecak et al. 2000; Ojeda-Camacho et al. 2001).

La experiencia en plantas sin dafio tampoco fue relevante para modificar el
comportamiento del parasitoide. Las hembras con experiencia en plantas sin dafio
continuaron sin mostrar preferencia entre planta sin dafo y el testigo (maceta)., Un
comportamiento similar se reportd para el parasitoide Aphidius ervi Haaliday
(Hymenoptera: Braconidae) cuando no se proporciond experiencia en oviposicion
(Ojeda-Camacho et al. 2001).

A diferencia de los ensayos anteriores, la experiencia en plantas con dafio
por el psilido fue un factor que modificé el comportamiento de T. Triozae. Las
hembras con experiencia en plantas con dafo acudieron mas a las plantas con dafio
que al testigo Es decir se provoco que los parasitoides se sensibilizaran a volatiles
especificos del complejo planta-herbivoro (Lentz-Ronning y Kester 2012; Giunti et
al. 2015), y esta situacion permitid discriminar entre plantas dafiadas y no dafiadas
(Eller et al. 1988; Turlings et al. 1991; Vet y Dicke 1992). Dicha sensibilizacion
capacita a este parasitoide para encontrar a sus huéspedes y asi reproducirse,
como se ha indicado para otros parasitoides como A. ervi, en este caso plantas con
dafo lo sensibilizaron para buscar huéspedes en hospederas con dafio (Du et al.
1996).

En nuestro modelo de estudio, la experiencia de las hembras con el dafo en

su hospedera de origen induce marcada preferencia por éstas, respecto a la
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hospedera alterna. Este resultado implica que la experiencia del parasitoide en la
hospedera de origen con dafio genera asociacion de los volatiles de ese complejo
con la disponibilidad de huéspedes (Dicke et al. 1990; Takabayashi et al. 1991,
Steidle y van Loon 2003). También sugiere que dicha asociacion es la inductora de
mayor atraccidén por la hospedera de origen que por la alterna. Posiblemente, el
complejo hospedera alterna-huésped emite algunos volatiles semejantes a los del
complejo hospedera de origen-huésped, pero estos resultan menos atractivos que
los de la planta de origen (Blande et al. 2007). En nuestro modelo las hembras de
T. triozae acudieronde 2.4 y 3.8 veces mas a la hospedera de origen con dafo, que
a hospedera alterna con dafo.

En una situacién diferente en nuestro modelo, la experiencia en la planta
alterna con dafio no indujo preferencia por ésta. Las hembras acudieron por igual a
la hospedera de origen como a la alterna (ambas con dafio). Esto podria sugerir que
la experiencia en el complejo planta alterna-herbivoro habilita una asociacién de
volatiles (Cortesero et al. 1995) distinta a la habilitada por el complejo planta de
origen-herbivoro. Asumimos que esta diferencia es la causante de que los
parasitoides respondieran por igual a ambas hospederas con dafo, en vez de
inducir preferencia por la planta donde ocurri6 la experiencia.

Estos resultados muestran que en nuestro sistema los volatiles de la planta
que los hospedé como inmaduros constituyen sefales débiles, y probablemente
insuficientes para motivar una respuesta de atracciéon innata en los parasitoides
(figura 2). No obstante, cuando las hembras recibieron experiencia en cualquiera de
las hospederas con dafo, se generd atraccion por el dafio respecto al testigo

(maceta) (figura 3). Esto sugiere que es el dafio por el herbivoro, y probablemente
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la presencia de volatiles, lo que genera la sensibilizacion he indicacién al parasitoide
la disponibilidad de huéspedes.

La diferencia de la respuesta generada por la experiencia en la hospedera de
origen respecto a la experiencia en la hospedera alterna (ambas con dafio) indica
que la experiencia con el dafo no es el unico factor que determina la atraccién del
parasitoide, por lo que puede asumirse que hay alguno mas, como las sefales
débiles indicadas previamente. Nuestros datos sugieren que esas sefales débiles
de la hospedera de origen adquieren relevancia con la experiencia en el dafio sobre
ella e inducen atraccién hacia esa condicion (Dicke et al. 1990; Takabayashi et al.
1991; Steidle y van Loon 2003), lo cual no pasa cuando la experiencia ocurre en la
hospedera alterna.

De estos hallazgos se deduce que para efectos de uso del parasitoide cuando
la plaga es poco abundante, es conveniente facilitarles sus primeras experiencias
en plantas con dafo porque eso mejoraria su eficiencia de busqueda inicial. Tal
facilitacion podria darseles en los focos de la mayor abundancia de la plaga o en

confinamientos ex profeso con plantas altamente infestadas.

4. CONCLUSIONES GENERALES Y SUGERENCIAS

Este trabajo tuvo la finalidad de estudiar desde un enfoque tritr6fico a un
sistema biolégico, y este estudio puede tener aplicacion practica en el mediano
plazo en el manejo de una plaga de importancia econémica internacional. Para ello
se utiliz6 como modelo solanaceas-B. cockerelli-T. triozae. Este modelo tiene la
particularidad de tener un enemigo natural especifico de un herbivoro que se

alimenta de diferentes plantas y que podria considerarse oligéfago. Se evaluo el
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desemperio del parasitoide T. triozae cuando fue criado en una planta hospedera y
se le cambiaba a otra, y se compararon sus pardmetros bioldgicos y su respuesta
comportamental en diferentes escenarios sobre plantas de chile y jitomate.

El parasitismo, alimentacion sobre el huésped, sobrevivencia, longevidad y
proporcion sexual fueron diferentes en ambas hospederas. Las hembras de T.
triozae criadas en plantas de chile parasitan 3% mas que las de jitomate. Hembras
de T. triozae se alimentaron de mas huéspedes sobre plantas de chile que sobre
plantas de jitomate. La sobrevivencia y la proporcién sexual de T. triozae fue mayor
si se criaba en jitomate, pero la longevidad fue mayor si se criaba en chile. Con los
resultados obtenidos se consider6 que la experimentacion con origenes diferentes
(chile y jitomate) permitio evaluar la influencia de la planta hospedera de origen asi
como analizar los efectos de la hospedera de trabajo en los diferentes parametros
del parasitoide, con estos resultados es posible considerar un manejo mas

especifico del parasitoide asi como sus efectos en estas dos plantas.

En segundo lugar para valorar la respuesta de T. triozae a la planta de origen
de cria asi como su experiencia a una nueva planta. Fue necesario conocer cual
era el factor de atraccion para el parasitoide: se encontré que las hembras nacidas
en chile (sin experiencia) no distinguen a la planta o a la planta con el psilido
(P=0.08581). Pero el factor experiencia fue valioso ya que cuando las hembras
tienen experiencia en el dafio modifican su conducta y son atraidas a plantas con

psilidos (chile: X?=5.6666; gl= 1; P=0.0172 y jitomate: X?= 4.8285; gl= 1; P=0.0279).

Al comprender estos resultados se evalué la experiencia en una hospedadora

distinta a la que se crio y se obtuvo que hembras de chile o jitomate no distinguen
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entre su planta de cria y la planta donde no se crio. Mediante lo obtenido en este
sistema la herbivoria en la planta hospedera juega un papel preponderante en la
relacion entre la planta, herbivoro y el parasitoide. Puesto que T. friozae demostré
estar influenciada por el complejo planta-herbivoro (dafio) y que el aprendizaje
demostré ser un factor importante en su atraccion.

En general, este estudio fue valioso para responder a algunas preguntas
basicas de investigacién en las relaciones tritréficas planta-herbivoro-enemigo
natural. Ademas, proporcioné informacion relevante para la cria de T. triozae, e
informacion de las capacidades de aprendizaje del parasitoide. Mismas que podrian
ser explotadas para mejorar el éxito como enemigo natural en diferentes

hospederas.
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