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MECANISMOS DE DETECCION Y SENALES VISUALES UTILIZADOS POR
Catolaccus hunteri (HYMENOPTERA: PTEROMALIDAE) PARA LOCALIZAR A
SU HUESPED
Nadia Salomé Gomez Dominguez, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2016

RESUMEN
El proceso de localizacion es un elemento clave en las interacciones entre los

parasitoides y sus huéspedes. Mientras que los fitofagos desarrollan estrategias
para evitar la deteccién, los parasitoides perfeccionan sus sistemas sensoriales 0
aumentan el niumero de fuentes de informacion para localizar y reconocer a sus
huéspedes. Catolaccus hunteri Crawford (Hymenoptera: Pteromalidae) es un
ectoparasitoide de huéspedes endofiticos y potencial agente de control de
Anthonomus eugenii Cano (Coleoptera: Curculionidae) la plaga mas importante
de cualquier especie de chile cultivado (Capsicum spp.). En esta tesis se
estudiaron los mecanismos de deteccion involucrados en el comportamiento de
basqueda, y localizacion del huésped por el parasitoide, asi como la atraccion
innata de este a la combinacién de sefiales visuales forma-color, y su capacidad
para desarrollar un aprendizaje a estas sefiales durante el proceso de busqueda.
C. hunteri manifest6 siete patrones comportamentales durante el proceso de
basqueda y localizacion del huésped, en los cuales los apéndices antenas y
ovipositor estuvieron involucrados. Estos apéndices presentan siete tipos
morfolégicos de sénsulos antenales y seis en el ovipositor, su morfologia y
distribucion siguieren el uso de sefiales quimicas (olfativas y de contacto) y
mecanicas en la localizacién de sus huéspedes. Se establecié la relevancia de
las sefales visuales durante la localizacién del habitat del huésped por C. hunteri,
y la atraccion innata del parasitoide hacia la combinacion de sefiales visuales
rojo/oval, la cual podria estar relacionada evolutivamente con el habitat de
algunos huéspedes naturales. Se determind que la combinacion de sefales
color/forma son de ayuda en la seleccion del habitat del huésped distancias

cortas.

Palabras clave: Control bioldgico, parasitoides, localizacion del huésped,

huésped endofitico, sefiales visuales.



DETECTION MECHANISMS AND VISUAL CUES USED BY Catolaccus hunteri
(HYMENOPTERA: PTEROMALIDAE) TO LOCATE THE HOST

Nadia Salomé Gomez Dominguez, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2016

ABSTRACT
Host location is a key element in the interactions between parasitoids and their

hosts. While phytophagous develop strategies to avoid detection, the parasitoids
improve their sensory systems or increase the number of information sources to
locate and recognize hosts. Catolaccus hunteri Crawford (Hymenoptera:
Pteromalidae) is an ectoparasitoid of endophytic hosts and a potential control
agent of Anthonomus eugenii Cano (Coleoptera: Curculionidae), the most
important pest of any species of cultivated chili pepper (Capsicum spp.). The,
mechanisms detection involved in search behavior and host location by parsitoid,
as well as the innate attraction to combination form and color, and its ability to
develop learning a new signal combination during the searching process was
studied. C. hunteri showed seven behavior patterns during host location, the
antennae and ovipositor were involved in the patterns. The antennae have seven
morphological types of sensilla and six the ovipositor, their morphology and
distribution suggest the use of chemical signals (olfatory and gustatory) and
mechanical in the host location. We established the relevance of visual cues
during host habitat location by C. hunteri, and the innate attraction to the
combination of red-oval, this signal could be evolutionarily related to natural host
habitats. It was determined that the combination of form-colored are helpful in
locating host habitat at close range.

Keys words: Biological control, parasitoids, host location, endophytic host,

sensilla, visual cues
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

La teoria del forrajeo 6ptimo indica que la busqueda del alimento es una
actividad decisiva para los animales, por ello el esfuerzo se concentra en una
busqueda eficiente de los alimentos con la mayor retribucion de contenido
energético y el menor riesgo, lo cual contribuye a la maximizacion de su éxito
reproductivo como especie (Stephens y Krebs 1986). Lo anterior responde a que
los recursos alimenticios en general se encuentran agrupados en parches con
diferente disponibilidad (Begon 2006), por lo que los organismos tienden a
incrementar la busqueda en lugares donde la probabilidad de encontrar su
alimento es mayor (Schowalter 2006).

La estrategia de vida de los parasitoides consiste principalmente en la
basqueda activa y dirigida del huésped por la hembra, su reproduccion mediante
la oviposicidn y el desarrollo de parasitoide inmaduro a partir del consumo parcial
o total del huésped (Godfray 1994). En los parasitoides sinovigénicos la proteina
requerida para la maduracion de sus huevos se obtiene a partir de la hemolinfa
del huésped extraida de heridas producidas por el ovipositor (Jervis et al. 2001,
Bernal, 2007) por lo que la busqueda del huésped en estos parasitoides podria
ser considerada como una busqueda de alimento.

El proceso de busqueda del huésped en los parasitoides himendpteros es un
proceso que consiste en cuatro etapas: 1) localizacién del habitat, 2) localizacién
del huésped, 3) aceptacién del huésped y 4) uso del huésped (Vinson 1976,
1998; Godfray 1994,). En esas etapas, la hembra es protagonista de las tres
primeras, mientras que la larva protagoniza la cuarta etapa (Brodeur y Boivin
2004). Durante este proceso los parasitoides son guiados hacia sus huéspedes

mediante una serie de sefiales fisicas, quimicas y mecanicas (Cuadro 1),



relacionadas de manera directa o indirecta a través del ambiente con su huésped,
permitiéndole a las hembras reducir y restringir la busqueda hacia habitats o
areas en la cuales la posibilidad de encontrar a su huésped es mayor (Vinson
1997, 1998). Para percibir estas sefiales, las hembras de los parasitoides posen
estructuras especializadas denominadas sénsulos ubicados en diferentes partes
del organismo (antenas, palpos, tarso y ovipositor) involucrados en la busqueda y

aceptacion de huésped (Chapman 1998)

Cuadro 1. Secuencia generalizada del comportamiento de blsqueda y parasitacion por
himendpteros.

Fase/Evento Comportamiento - Aipg deAsenaI |nv'o!ucrada -
Visual I Orfatrvasl Mecanica I Gustativas
1. Localizacion del habitat del
'oca et o Vuelo dirigido
huésped 4087 2 0 L
2 G kinesis / taxia
Plantas asociadas al fitofago
CONTACTO CON LA PLANTA ATERRIZAIE
(Hospedera del fitofago)
Movimiento dirigido
2. Localizacion del huésped Caminatas de exploracion o - 0 &
Microhabitat del huésped Tamborileo de antenas, tarsos,
abdomen
Contacto de evaluacion del huésped
3. Aceptacion del huésped caminatas de exploracion
Estimacion de la calidad del Oviposicion y/o alimentacion L 0 L
huésped picadura de prueba / paralizacién
4. Uso del huésped Parasitacion exitosa
Manipulacion del huésped por el Alimentacion del hospedera por el [ 2
estado inmaduro estado inmaduro del parasitoide

Columna izquierda: fase del proceso de parasitacion con el origen de emision de las
sefales; Columna intermedia: comportamiento del parasitoide; Columna derecha tipo de
sefales involucradas en cada fase. El punto negro indica que esas sefiales se
encuentran documentas en varias especies de parasitoides. El punto blanco indica el
posible uso de sefiales por algunas especies de parasitoides. El rombo blanco se refiere
a sefiales utilizadas por parasitoides de huéspedes endofiticos.



1.1. Parasitoides de huéspedes endofiticos

La reproduccion de un parasitoide depende del éxito en localizar y seleccionar
a los huéspedes adecuados, lo que significa que su comportamiento de
busqueda y seleccidon presenta bases genéticas que se formaron mediante
procesos de seleccion natural para optimizar dicho proceso (Bernal 2007).

Los parasitoides de huéspedes endofiticos generalmente son parasitoides
idiobiontes, por lo que las etapas de localizacién del habitat y aceptacion del
huésped son importantes para el parasitismo exitoso. La familia Pteromalidae
agrupa entre sus especies un gran numero de parasitoides idiobiontes que se
desarrollan como ectoparasitoides solitarios 0 gregarios de larvas y pupas de
dipteros, coledpteros, himendpteros, lepidépteros y sifonapteros. Un gran nimero
de ellos atacan especies ocultas en tejidos vegetales como frutos, tallos y hojas
(Hanson y Gauld 2006).

El primer paso del proceso de busqueda y seleccion del huésped es la
localizacion del habitat de éste, el cual generalmente consta de una planta, un
fruto, semilla o grupo de éstas. La atraccion al habitat se basa principalmente en
la atraccion hacia compuestos quimicos volatiles de larga distancia como los
volatiles producidos en respuesta al dafio producido por la alimentacién del
herbivoro denominados “sinomonas”. Sin embargo cuando el huésped se
encuentra oculto en estructuras vegetales las sefiales quimicas que emite la
alimentacion del herbivoro pueden ser mas dificiles de detectar, por lo que
sefales quimicas, visuales o mecanicas del habitat del huésped toman mayor
relevancia para el parasitoide (van Alphen et al. 1991, Henneman 1998).

Entre las sefales del habitat del huésped se encuentran las kairomonas que

son sustancias quimicas que favorecen al receptor (parasitoide) pero no al emisor



(huésped). Ejemplo de ellas son los olores emitiditos por las heces del huésped y
las feromonas; no obstante, las kairomonas son utilizadas frecuentemente en la
localizacion del huésped y su microhabitat a distancias cortas por los parasitoides
(Wang y Yang 2008). La informaciéon visual de héabitat donde se desarrolla el
huésped también es usada por los parasitoides durante el proceso de busqueda y
localizacion sobre todo en las etapas de localizacion del habitat para asegurar un
parasitismo exitoso (Godfray 1994).

Las sefales visuales (colores, formas o patrones de dafio asociadas con el
huésped o sus actividades) proporcionan informacion valiosa para la basqueda
de huéspedes ocultos. La alimentacion de estos fitofagos dentro de las
estructuras de la planta puede resultar en lesiones, desecacion, orificios de
entrada y de emergencia, minas en hoja, agallas, o cambios en la coloracion de
las partes de las plantas infestadas que pueden ser detectadas visualmente por
parasitoides (Segura et al. 2007). El color y el contraste son las sefales visuales
mas importantes a distancias largas (Fischer et al. 2004), mientras que las formas
y patrones son relevantes en distancias cortas (Wackers y Lewis 1999, Segura et

al. 2007).
1.2. Estrategias de busqueda de los parasitoides.

Los parasitoides comienzan la busqueda de sus huéspedes mediante
mecanismos innatos que se manifiesta la primera vez que un organismo se
enfrenta a un estimulo (Dukas 2008). Sin embargo su huésped puede localizarse
en una gran variedad de habitats en los cuales la disponibilidad de este recurso
varia espacial y temporalmente, lo cual puede no estar relacionado con los

mecanismos innatos.



El éxito de los parasitoides se debe en gran medida a la busqueda activa y
dirigida de su huésped, por lo que los parasitoides presentan estrategias para
explotar los sistemas tritroficos y asi maximizar su éxito reproductivo (Stephens y
Krebs 1986). La experiencia y el aprendizaje juegan un papel importante durante
el proceso de busqueda de los huéspedes, ya que incrementa la capacidad de
los parasitoides para localizarlos al emplear sefales relacionadas directamente o
indirectamente (a través de su ambiente) con el huésped (Vet et al. 1995).

La experiencia (sensibilizacién) puede producir un perfeccionamiento en la
respuesta comportamental de los parasitoides. Es decir, las hembras con
experiencia responden con mayor intensidad al estimulo con respecto a las
hembras sin experiencia (Vinson 1998). Este perfeccionamiento puede verse
reflejado en el aumento de la eficiencia de forrajeo (Dukas 2008). Por otra parte
el aprendizaje asociativo se define como la asociacion de un estimulo sin
significado especifico (es decir, es neutro) con un estimulo significativo el cual
produce una respuesta. Asi después en un encuentro posterior, el parasitoide
respondera al estimulo sin significado porque le permite encontrar el estimulo
significativo (comida o huésped) pero esta vez provocada por el estimulo neutro,
lo cual le permite a los parasitoides a hacer frente a la variabilidad de sefiales en
las cuales se encuentran inmersos sus huéspedes para poder localizarlos. El
aprendizaje asociativo aparte del efecto directo en la basqueda del huésped por
los parasitoides, podria presentar implicaciones evolutivas de los patrones de

busqueda de los parasitoides (Bernays y Chapman 2007, Dukas 2008).
1.3. Delimitacién del problema

Los parasitoides son los enemigos naturales mas utilizados en los programas

de control biolégico, debido a su nivel de especializacién y a su basqueda activa



para encontrar a sus huéspedes en comparacion con los depredadores. En los
programas de control biologico se realizan estudios basicos sobre la ecologia y la
etologia de los enemigos naturales, estos trabajos permiten determinar la
efectividad de un agente de control en un entorno determinado. Sin embargo, los
parasitoides buscan su alimento, huéspedes y congéneres en entornos complejos
y variantes. Quizas por esta razon donde necesitan explorar una variedad de
estimulos que incluyen sefiales visuales, olfativas, tactiles y vibratorias que guian
sus decisiones.

A pesar de la importancia del tema, existe poca informacion sobre los
mecanismos de parasitacion exitosa de huéspedes ocultos en estructuras
vegetales (frutos, semillas, hojas etc.), y ain menos sobre las sefiales visuales
gue utilizan los parasitoides durante la etapa de localizacién del huésped (Wardle
y Borden 1990, Pérez et al. 2011, Benelli y Canale 2012). Muchos estudios se
han centrado la investigacion de la sefial visual color pero no de otras seales
(Michaud y Mackauer 1994, Oliai y King 2000). Para atender algunas de estas
interrogantes en este estudio se utilizdé como modelo a Catolaccus hunteri
Crawford (Hymenoptera: Pteromalidae), un ectoparasitoide solitario, de al menos
17 especies de Curculionidae y dos especies de Bruchidae (Cross y Mitchell
1969, Cross y Chesnut 1971).

Catolaccus hunteri ataca larvas endofiticas de Bruchidae dentro de semillas y
de Anthonomus eugenii Cano (Coleoptera: Curculionidae) en frutos de chile, y se
considera como un insecto que deberia explorarse como posible agente de
control biolodgico del picudo del chile (Rodriguez-Leyva et al. 2007, Schuster
2007). Se asume gque utiliza sefiales quimicas, fisicas y mecanicas provenientes

del huésped y/o de su entorno como se ha sefialado para otros parasitoides



(Mbata et al. 2005, van Baaren et al. 2007). Ademas se desconoce si utiliza
informacion sobre la localizacion del huésped desde su emergencia (experiencia
innata) o bien de la experiencia acumulada durante el proceso de busqueda, es
decir el aprendizaje asociativo. Para entender en parte estas faltas de
conocimiento se planted el presente estudio con los objetivos que se sefialan

adelante.

1.4. Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Conocer los mecanismos involucrados en la localizacion de huéspedes vy el
papel de las sefiales visuales dentro del proceso de busqueda y parasitacion por

el parasitoide Catolaccus hunteri.
1.4.2 Objetivos especificos

1. Describir el comportamiento de oviposicidon de C. hunteri en laboratorio

2. Describir mediante el estudio de los sénsulos presentes en antenas y
ovipositor los mecanismo utilizados por C. hunteri en el proceso de
localizacion y aceptacion del huésped.

3. Determinar la relevancia de la atraccion innata de las hembras del
parasitoide C. hunteri hacia la combinacién de sefales visuales forma/
color.

4. Determinar si la experiencia previa del parasitoide C. hunteri sobre la
combinacién forma/color puede modificar el proceso de localizacion de

su huésped.



CAPITULO 2. MECANISMOS DE DETECCION DEL HUESPED Y
COMPORTAMIENTO DE OVIPOSICION DE Catolaccus hunteri
(HYMENOPTERA: PTEROMALIDAE)

2.1. Resumen

Catolaccus hunteri es un himendptero ectoparasitoide de huéspedes
endofiticos del que se conoce su biologia, pero del cual se desconocen los
mecanismos implicados en el proceso de busqueda y parasitacion de sus
huéspedes. Los objetivos de este estudio fueron establecer los patrones de
comportamiento de oviposicion de C. hunteri mediante modelos artificiales
conteniendo a su huésped alternativo Callosubruchus macullatus en condiciones
de laboratorio y determinar la morfologia de los sénsulos presentes en los
apéndices involucrados durante el proceso de oviposicion mediante la técnica de
microscopia electrénica de barrido. En el proceso de oviposicion de C. hunteri se
evidenciaron siete patrones comportamentales: acicalamiento, anteneo tipo 1,
exhibicion del ovipositor, anteneo tipo 2, doblamiento del abdomen, picadura, y
oviposicion. La secuencia del comportamiento se describi6 mediante un
etograma. Las antenas y el ovipositor fueron los apéndices involucrados en el
proceso de oviposicion implicando la presencia de sénsulos en esos apéndices.
Se registro la presencia de siete tipos morfoldgicos de sénsulos en antenas y seis
en ovipositor, entre los que se encuentran sénsulos tricoideos sin poro,
placoideos multiporo, quéticos, basiconicos capitados, celoconicos vy
estiloconicos. La morfologia externa de los sénsulos y su frecuencia permitieron
discutir, con base en la literatura, la funcion que posiblemente desempefian en C.
hunteri, tales como la percepcion de vibraciones (mecanorrecepcién) y olores y

sabores (quimiorrecepcion).

Palabras clave: Parasitoides, localizacion del huésped, huésped endofitico,

etograma, sensilla, mecanorrecepcion, quimiorrecepcion.



2.2. Abstract

Catolaccus hunteri is a hymenopteran ectoparasitoid of endophytic hosts.
There is basic biology information on it, but there are not studies on its searching
behavior. The objectives of this study were to describe the oviposition behavior of
C. hunteri on artificial models containing its factitious host Callosubruchus
macullatus under laboratory conditions, and identify the sensilla present on the
appendages involved in the oviposition processes using scanning electron
microscopy. The results indicated that C. hunteri females exhibited seven distinct
behaviors during oviposition: cleaning, antennation type 1, ovipositor display,
antennation type2, abdominal bending, stinging, and oviposition. The behavior
was described in an ethogram. Antennae and ovipositor were involved in
ovipositional behaviors implying the presence of sensilla on those appendages.
Seven morphological types of sensilla types were recorded in the antennae of
both sexes, and six in the ovipositor of females: five types of sensilla tricoidea,
two chaetica sensilla, two coeloconic sensilla, one basiconic sensilla peg, one
placoid sensillum, and one styloconic sensillum. The functions of those sensilla,
such as mechanoperception (vibration), and chemoreception (smell, taste) was
inferred based on examination of their morphological features and available

reports in the literature.

Key words: Parasitoids, host location, endophytic host, ethogram, sensilla,

mechanorreception, chemoreception.



2.3. INTRODUCCION

La localizacion y aceptacion de huéspedes en las avispas parasiticas es una
area de investigacion que ha crecido en las Ultimas tres décadas. Muchos
estudios al respecto se han enfocado en la identificacién de estimulos claves en
la localizacion de huéspedes y la caracterizacion de la respuesta comportamental
de los parasitoides (Godfray 1994).

Los estimulos para el reconocimiento de huéspedes incluye sefiales
(quimicas, fisicas o0 mecanicas) provenientes del interior y/o en la superficie del
huésped o bien de sus entorno en el caso de los huéspedes endofiticos
(Hoffmeister y Roitberg 1997). Para percibir esta informacion, las hembras de los
parasitoides poseen un equipo sensorial de localizacion y discriminacion del
huésped (Godfray 1994).

Las sefiales externas son generalmente detectadas por sénsulos localizados
en las antenas de las hembras (Amornsak et al. 1998, Chapman 1998), mientras
que las sefales internas utilizadas para la aceptacion o discriminacion del
huésped son detectadas por sénsulos presentes en su ovipositor (Le Ralec et al.
1996, Brown y Anderson 1999).

Catolaccus hunteri se ha reportado como uno de los parasitoides mas
frecuente asociados al picudo del chile Anthonomus eugenii Cano (Coleoptera:
Curculionidae) (Mariscal et al. 1998, Rodriguez-Leyva et al. 2007), que es la
plaga mas importante de cualquier especie de chile (Capsicum spp.) cultivado en
México, Centro América, el Sur de Estados Unidos (Riley y Schuster 1992,
Rodriguez-Leyva et al. 2007) y recientemente detectada en Holanda e ltalia,

paises donde se erradicdé (EPPO 2011, Speranza et al. 2014).El control de esta
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plaga se basa en el manejo cultural y en el uso de insecticidas dirigidos a los
adultos.

Con el fin de explorar otras tacticas de control del picudo del chile se han
realizado estudios sobre los atributos de C. hunteri como agente de control
bioldgico (Rodriguez-Leyva et al. 2000, Seal et al. 2002). También se mejor6 su
sistema de cria (Rodriguez-Leyva et al. 2002, Vasquez et al. 2005), se evalu6 su
potencial de supresion de la plaga en Florida (Schuster 2007) y el efecto de
insecticidas sobre este parasitoide (Schuster y Thompson 2011). Aunque existe
interés en el estudio de este parasitoide, se desconocen los mecanismos
involucrados en la localizacion y aceptacion de sus huéspedes.

Catolaccus. hunteri ataca huéspedes endofiticos (Ej., larvas de Bruchidae en
semillas y de A. eugenii en frutos de chile) y se supone que utiliza sefiales fisicas,
guimicas y mecanicas provenientes del huésped o de su entorno, como se ha
sefalado para otros parasitoides (Mbata et al. 2005; van Baaren et al. 2007). El
estudio de los sénsulos de C. hunteri, asi como la secuencia de comportamientos
durante la oviposicién podrian contribuir a soportar dichas suposiciones sobre el
proceso de busqueda. Por ello, los objetivos de este trabajo fueron estudiar el
comportamiento del parasitoide C. hunteri durante el reconocimiento y oviposicion
de su huésped, y describir la morfologia, localizacion, abundancia y distribucion
de los sénsulos presentes en antenas y ovipositor de hembras de C. hunteri

involucrados en el proceso de busqueda y aceptacion de huéspedes.
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2.4. METODOLOGIA
2.4.1. Establecimiento de cria de insectos

Para la realizacion de este estudio se establecieron dos crias; una del
parasitoide C. hunteri y otra mas del gorgojo del garbanzo Callosobruchus
maculatus F. (Coleoptera: Bruchidae), este ultimo es un huésped facticio del
parasitoide. Ambas crias se establecieron en el laboratorio de Control Biolégico

del Colegio de Postgraduados, campus Montecillo, Texcoco, Estado de México.
2.4.1.1. Cria de Callosobruchus maculatus

La colonia del gorgojo del garbanzo se establecié mediante la técnica descrita
en Rodriguez-Leyva et al. (2002), con algunas modificaciones. Basicamente cada
tercer dia 200 g de garbanzo se infestaban con aproximadamente 100 gorgojos
de menos de cinco dias de edad. Este material se mantenia en recipientes de
0.5L en condiciones controladas (29 + 2°C, 30 £ 5% HR, y 24 h de obscuridad), y
se usaba para proporcionar larvas para la cria del parasitoide, material para
mantener la colonia del brachido y material biolégico durante la etapa de
experimental (Figura 1A). La cantidad de grano infestado se incrementaba segun

las necesidades de este.
2.4.1.2. Cria de Catolaccus hunteri

La colonia del parasitoide se establecio en el 2012 en el laboratorio de Control
Biologico del Colegio de Posgraduados en condiciones controladas (29 + 2°C, 30
+ 5% HR, y 12: 12 h Luz: Obscuridad). Se us6é una metodologia similar a la
descrita por Vasquez et al. (2005), y la colonia original se establecié con
parasitoides de campo provenientes de picudo del chile Anthonomus eugenii

Cano (Coleoptera: Curculionidae) de frutos de esta solanacea (Capsicum spp.).
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Los organismos obtenidos de campo (15 a 20 parejas de parasitoide) se
introdujeron en recipientes de cria del gorgojo del garbanzo que tenian entre 25y
30 dias de haber sido infestados con la plaga, de esta manera el parasitoide
encontré larvas de dltimo instar para parasitar y alimentarse.

Los parasitoides provenientes de campo se dejaron en esos recipientes por
dos semanas y posteriormente se eliminaron. El garbanzo con larvas y
parasitoides se mantuvieron en camaras de cria a 25+2°C por 10 dias.
Posteriormente se colocaron en cadmaras de emergencia (recipientes de plastico
con ventilacion en la base y tapa) (Vasquez et al. 2005). De esta camara de
emergencia se colectaron grupos de parasitoides de 2 o 3 dias de edad y se
introdujeron en jaulas con larvas del gorgojo del garbanzo para el mantenimiento

e incremento de la colonia en laboratorio (Figura 1B).

Figura 1. Cria de Callosobruchus maculatus sobre garbanzo (A) y Cria de
Catolaccus hunteri sobre garbanzo infestado con larvas de gorgojo (B)

2.4.2. Comportamiento de oviposicion de C. hunteri

La unidad experimental estuvo conformada por una hembra de 10 dias de

edad apareada y sin experiencia previa de oviposicion. Con esa edad se
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aseguraba que ya habia pasado el periodo de preoviposicion. Cada hembra se

alimento6 con una solucién de miel y agua hasta su utilizacion en los bioensayos.
Los bioensayos se realizaron entre las 8:30 y 16:30 h, periodo en el cual se

encuentra la mayor actividad del parasitoide (datos de experimentos

preliminares).
2.4.2.1. Registro y medicion de patrones comportamentales

Una hembra del parasitoide C. hunteri se coloc6 en una caja Petri (10 x 10 X
2cm) donde se encontraba una lamina de 6 burbujas de Parafim ® que
contenian dos larvas de 4to instar de C. maculatus cada una. Para definir el
comportamiento de oviposicion se realizd el registro y observacion del
comportamiento de oviposicion, de manera individual, de 30 hembras del
parasitoide por un periodo aproximado de 45 min (tiempo promedio en el cual se
llevaba a cabo la oviposicion). Las observaciones se realizaron con la ayuda de
una video camara SONY ® HDR-PJ440 670. Al final de cada periodo de
observacion se revisé la presencia de huevos en las burbujas. Los registros y
medicién de patrones se llevaron a cabo en una habitacién en condiciones

controladas [25+ 1°C, 60+ 5% H.R.y 12:12 (L: O)].

2.4.2.1. Elaboracion de etograma
El etograma describe los patrones que forman el proceso de oviposicidon y las
transiciones que se presentan entre estos, se elabord en base a Gonzaga (2010)

y Salmerén (2012). Para la elaboracion se consideraron aquellos patrones que

mostraron una media 21.

14



2.4.3. Caracterizacion morfoldgica de sénsulos antenales y del ovipositor

Un grupo de 50 organismos adultos de C. hunteri (hembras y machos) de
menos de 12 h de edad, provenientes de la cria establecida en laboratorio, se
sacrificaron en etanol al 70% para extirparles a las hembras las antenas y el
ovipositor, y a los machos sélo las antenas. La diseccion se realiz6 con pinzas
entomologicas del No.5 (Fisher Scientific) en un microscopio estereoscépico a
20x (VELAB®, Modelo VE-S4, Madrid, Espafia). Las antenas y los ovipositores se
colocaron por separado en etanol al 70% durante 24 horas, posteriormente este
material se deshidratdé en una serie de alcoholes de 75, 80, 90% y alcohol
absoluto, en cada caso por un lapso de una hora.

El material deshidratado se transfiri6 a un secador de punto critico Samdri-
780A® (TOUSIMIS Research Corporation, Rockville, USA) por 45 minutos. Las
antenas de machos y hembras asi como los ovipositores de cada ejemplar se
montaron por separado unos en posicién dorsal y otros en posicion ventral en
porta-muestras de cobre. Para ello se us6 cinta adhesiva de carbo6n y el material
se recubrié con oro-paladio (40:60) en una ionizadora JEOL® (JFC-1100, Tokio,
Japon) durante 10 minutos para ser observados al microscopio electronico.

Las estructuras se observaron y examinaron en un microscopio electrénico de
barrido (JEOL-JSM6390, Tokio, Japén), en el laboratorio de Microscopia
Electrénica del Colegio de Postgraduados. Se obtuvieron micrografias del
ovipositor y antenas de hembras, como micrografias de antenas de machos, asi
como de los diferentes sénsulos presentes en las antenas de ambos sexos y el

ovipositor.
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2.4.3.1. Descripcion e identificacién de sénsulos (antenay ovipositor)

La descripcion morfolégica de los sénsulos antenales de machos y hembras
de C. hunteri se realizé a partir de las imagenes obtenidas. Se utilizaron los
caracteres morfolégicos: presencia, ausencia y posicion de poros como base de
la identificacion, utilizando la terminologia, clasificacion, e identificacion descrita
por Chapman (1982, 1998) y Onagbola y Fadamiro (2008). Para el caso de los
sénsulos del ovipositor se utilizod la terminologia descrita por Snodgrass (1993),

Matsuda (1976) y Le Ralec et al (1996).
2.4.3.2. Medicion, abundanciay distribucion de sénsulos antenales

Se realizaron las mediciones en micrémetros (um) de la longitud total, ancho
basal y diametro del pozo de insercidén (en caso de estar presente) para cada tipo
de sénsulo morfolégicamente diferente, tanto en las antenas de machos como de
hembras. También se realizaron mediciones de cada tipo de sénsulo mediante el
programa Image-Tool para Windows version 3.0 (Wilcox et al. 2002).

La abundancia y distribucién de los diferentes tipos de sénsulos se realizo
mediante la observacion de 12 antenas de cada sexo, mientras que las
mediciones (micrometros) fueron obtenidas a partir de imagenes de 30 sénsulos

individuales del mismo tipo para calcular los valores medios (media + E.S.).

2.4.4. Anédlisis estadistico

Los sénsulos presentes en la superficie dorsal y ventral de las antenas de
ambos sexos se contaron y midieron para calcular los valores medios (media *

E.S.). Las medidas correspondientes a machos y hembras se compararon

mediante una prueba de t de Student (Statistix 8, Version 2005).
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2.5. RESULTADOS

2.5.1. Comportamiento de oviposicion

2.5.1.1. Repertorio de patrones comportamentales de oviposicion

Se observaron y registraron 7 patrones diferentes que forman parte del

comportamiento de oviposicion y terminan con la ovipostura (Cuadro 2).

Cuadro 2. Patrones de comportamiento de oviposicion de hembras de C. hunteri

Patrones Descripcion
A Acicalamiento; limpieza de antenas, alas y abdomen
Anteneo tipo 1: anteneo alternado (de arriba- abajo) de las
An-1 . -
antenas haciendo contacto con la superficie del sustrato
(burbuja).
An-2 Anteneo tipo 2 con la masa antenal de manera perpendicular a
la superficie del sustrato (burbuja)
DA Doblamiento del Abdomen hacia la parte interna del cuerpo de la
hembra
EO Exhibicion del ovipositor
P Picadura: insercion del ovipositor al interior de la burbuja
mediante movimientos del abdomen
oV Ovipostura
Durante las observaciones del comportamiento de oviposicion se observaron

dos patrones con muy poca frecuencia, uno de ellos fue el “periodo de

adecuacion” (PA) el cual se caracterizé por la falta de actividad y movimiento por

parte de la hembra (seis minutos aproximadamente) y el segundo patron

denominado “caminata de exploracion” (CE) la cual fue realizada por la hembra

entre los modelos en la arena de prueba (dos minutos aproximadamente).

17



n=30
500 ’ 35

16.6

23.0

Figura 2. Etograma del comportamiento de oviposicion de Catolaccus hunteri
en condiciones de laboratorio. Los siete patrones se representan mediante
fotografias y las flechas transiciones. Los valores mostraron corresponden a
los porcentajes. La flecha punteadas indican transiciones entre patrones
con medias < 1.
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2.5.1.2. Descripcion del comportamiento de oviposicion de C. hunteri

Las hembras gravidas de C. hunteri al ser colocadas en la arena de prueba
presentaron un periodo de adecuacion promedio de seis minutos, periodo
después del cual se inicio el patron comportamental de acicalamiento de
antenas, alas y abdomen (A), seguido de caminatas de exploracion en la arena
de prueba para elegir una de las burbujas. Alli la hembra iniciaba la exploracion
de la burbuja mediante un anteneo tipo 1 (An-1), caracterizado por un anteneo
alternado (de arriba- abajo) de las antenas haciendo contacto con la superficie
de la burbuja, posteriormente se exhibia un comportamiento de anteneo tipo 2
(An-2), caracterizado por el golpeteo de la masa antenal de manera
perpendicular a la superficie de la burbuja hasta que la hembra doblaba el
abdomen (DA) y este hacia contacto con la superficie de la burbuja, para
posteriormente exhibir el ovipositor (EO) y mediante movimientos laterales del
abdomen lograr introducir a éste en la burbuja (P). Con el ovipositor dentro de la
burbuja podia mover éste en busqueda del huésped y llevar acabo la picadura
del huésped, y terminando con la oviposicion (OV). De las 30 hembras

observadas el 83.3% (25 hembras) llevé a cabo la oviposicion.

2.5.2. Antenas de C. hunteri
2.5.2.1. Morfologia general de antenas

Las antenas de C. hunteri son geniculadas y constan de 14 segmentos en
ambos sexos. Son significativamente mayores en su longitud (t=5.35; gl= 22;
P<0.001) en las hembras (1295.6 + 15.6 um) en relacién a los machos (1146.9 +
22.1 ym). Cada antena esta formada por cuatro areas: radicula, escapo, pedicelo
y flagelo (Figura 3A). La radicula (Rd) se midi6 por separado del escapo y
constituye aproximadamente el 3% de la longitud total de la antena, con un valor
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promedio en machos de 34.4 =+ 1.4um (media = E.S.) y en hembras de 43.7 + 1.3
um. El escapo (Sc) es cilindrico, aproximadamente 6 veces mas largo que ancho
(longitud 304.2 £ 4.2 um en machos, y 371.8 £ 6.5 um en hembras), y constituye
aproximadamente el 28% de la longitud antenal. El pedicelo (Pd) es corto en
forma de barril, de 75.4 £ 2.4 ym de longitud en machos y 97.7 £ 2.3 um en
hembras; equivalente al 7% de la longitud antenal. El flagelo (FI) constituye
aproximadamente el 62% de la longitud antenal y esta formado de tres partes:
una basal de dos anillos (Anl y An2) aproximadamente tres veces mas anchos
qgue largos; la parte intermedia, el funiculo (Fn), formada de seis antendmeros
(Fn1 a Fn6) cilindricos, y la parte distal, llamada clava formada de tres
antendmeros (ClI1, CI2 y CI3) que se aplanan y estrechan formando una punta
(Figura 3A). El flagelo tiene una longitud total en machos de 735.4 + 11.9umy en

hembras de 782.4 + 14.1um (t=3.38, gl=22; P<0.05).
2.5.2.2. Sénsulos antenales

A magnificacion baja la superficie de las antenas de C. hunteri parece similar
en ambos sexos. Sin embargo, la abundancia y distribucion de los sénsulos
difiere claramente entre sexos (Figura 3B y C). Las antenas de C. hunteri
(machos y hembras) presentan siete tipos morfolégicos de sénsulos, los cuales
incluyen cuatro tipos de sénsulos tricoideos sin poro (STI-SP, ST2-SP, ST3-SP y
ST4-SP), un sénsulo placoideo multiporo (SPM), un sénsulo quético de un poro
(SCh-UP), y un sénsulo basiconico capitado (SBC) en forma de chupdn. La
distribucion de sénsulos en cada segmento antenal en hembras y machos se

observa en el Cuadro 3.
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10kV X130 100pm

20kV X350 50

CP-UME

20kV X350 S50um 20kV X430  50pm

Figura 3. Morfologia general de la antena del parasitoide Catolaccus hunteri. (A) Antena

geniculada conformada por radicula (Rd), escapo (Sc), pedicelo (Pd), y flagelo (FI)
formado por dos anillos (An), un funiculo (Fn) de seis antenémeros y una clava (Cl).

Antena de macho (B) y hembra (C).
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Tricoideos tipo 1 sin poro (ST1-SP). Se encuentran insertados en una
pequefia base conica, de la cual surge un eje delgado y soélido que se dobla
fuertemente al llegar al apice. Se localizan Unicamente en el extremo distal del
altimo antenémero de la clava en antenas de ambos sexos (Figura 4A). El
tamafo de este tipo de sénsulo varia de 11.8 £ 0.11 ym a 11.09 + 0.21 um en
longitud y 1.01 + 0.01 um a 0.92 £ 0.02 um de ancho basal. Las antenas de
hembras presentan una cantidad mayor de este tipo de sénsulos comparado con
los machos (t=10.5; gl= 22; P<0.001) (Cuadro 3D).

Tricoideos tipo 2 sin poro (ST2-SP). Estas estructuras coOnicas alargadas
terminan en un apice recto y puntiagudo y la superficie de su eje presenta lineas
longitudinales. Estos sénsulos se encuentran insertados profusamente en
alveolos de la cuticula antenal (Figura 4A). Se encuentran ampliamente
distribuidos en el pedicelo (Cuadro 3A), anillos (Cuadro 3B), funiculo (Cuadro 3C)
y clava (Cuadro 3D) de ambos sexos; sin embargo, su cantidad es 1% menor en
hembras que en machos ((t=20.7; gl= 22; P<0.001). La longitud promedio es de
aproximadamente de 20.13 + 0.41 um de longitud por 1.61 + 0.03 um de ancho
basal.

Tricoideos tipo 3 sin poro (ST3-SP). Estas estructuras son largas y afiladas
como agujas que surgen de la cuticula antenal con una base curva (no se
observa insercion), presentan una cuticula lisa (Figura 4B y 4C); se encuentran
localizados en los antendmeros del funiculo y clava de ambos sexos, con
excepcion del Fn2 en machos (Cuadro 3C). La longitud media de este tipo de
sénsulo es de 41.05 = 0.44 pm de longitud por 2.69 + 0.05 um en ancho.

(t=13.96; gl= 22; P<0.001)
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Sénsulos Tricoideos sin poro tipo 4 (ST4-SP). Los sénsulos de este tipo
son estructuras coénicas cortas, con una superficie lisa que se estrecha en un
apice romo, se encuentran inmersos en pozos poco profundos (4.32 + 0.12 ym
diametro). Estos sénsulos se sitlan limitados a la parte basal de la radicula y el
pedicelo (Figura 4D) en grupos de dos a cinco, con una longitud aproximada de
8.23 £ 0.39 um y un ancho basal de 1.38 + 0.02 um.

Placoideos multiporo (SPM). El sénsulo placoideo multiporo surge del borde
de la cuticula, se eleva de manera paralela al eje de la antena, y es una placa
alargada con forma de hoja de espada medieval con una superficie que presenta
multiples poros (Figura 4B). Los sénsulos MPS se presentan en el antendmero
Fnl del funiculo al CI3 de la clava, localizados entre los sénsulos ST2-SP y ST3-
SP y se distribuyen a manera de un anillo sobre los antendémeros (Figura 4C). El
sénsulo MPS, presenta una longitud aproximada de 55.20 + 0.67 um por 5.28 +
0.09 um de ancho. La mayor abundancia de este tipo de sénsulos se presenta en
las antenas de hembras versus los machos (t=21.9; gl= 22; P<0.001).

Quéticos de un poro (SCh-UP). EI SCh-UP se inserta en un base coénica
estrecha, de la cual se proyecta de manera perpendicular al eje de la antena.
Presenta una superficie ranurada que termina en una punta obtusa (achatada)
con un poro apical (Figura 4E). Este tipo de sénsulo tiene una longitud
aproximada de 10.86 £ 0.13 um por 1.40 +0.02 um de ancho en la parte basal.
Los sénsulos quéticos de un poro se encuentran presentes Unicamente en el
extremo distal de la parte ventral del antenémero CI3 de la clava en ambos sexos

(Figura 4A) y en mayor numero en las antenas de hembras.
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Figura 4. Tipo, localizacién y morfologia de sénsulos antenales del Catolaccus hunteri
A. Ultimo segmento de la clava que muestra la localizacion de los sénsulos tricoideos tipo
uno sin poro (ST1-SP) y sénsulo quético uniporo (SCh-UP) en antena de hembra.
B. Segmento funicular de la antena de una hembra, donde se observan la ubicacion de
los sénsulos tricoidea tipo2 (ST2-SP), sénsulo placoideo multiporo (SPM) y sénsulo
basicénico capitado (SBC) ubicados en la parte distal del funiculo. C. Localizacion y
morfologia de los sénsulos tricoideos tipo tres (ST3-SP), tricoideo tipo dos (ST2-SP) y
placoideo multiporo (SPM) en antena de una hembra. D Ubicacién de sénsulos tricoideos
tipo cuatro (ST4-SP) en la radicula de las antenas de machos y hembras. E. Morfologia
del SCh-UP que muestra ornamentaciones longitudinales en el eje y poro en el 4pice en
hembras. F. Morfologia del SBC con ornamentaciones en bulbo de antena de machos.
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BasicOnicos Capitados (SBC). Este sénsulo es en forma de bulbo (2.28 +
0.06 um de didmetro). Tiene una superficie ranurada a manera de gajos de
naranja (Figura 4F); el bulbo surge de un tallo de aproximadamente 1.39 + 0.02
pm de largo por 1.50 £ 0.02 um de ancho basal, el cual se encuentra inmerso en
una depresion cuticular rugosa poco profunda (2.74 £ 0.02um didmetro). El SBC
se localiza en todos los antendmeros del flagelo antenal en machos donde se
encuentra distribuido en mayor nimero a lo largo de los antenémero, desde el
antenomero Fnl al CI3 (Cuadro 3C y D); sin embargo, en las antenas de
hembras estos sénsulos se encuentran confinados a la porcion ventral y distal de

los antenémeros (Figura 3B).
2.5.2.3. Abundanciay distribucién

Cada tipo de sénsulo antenal posee un numero, ubicacion y patron de
distribucién especifico en las antenas de machos y hembras C. hunteri. Las
principales diferencias entre sexos se observan en la abundancia y la distribucion
de los sénsulos en el flagelo antenal (Cuadro 3B, C y D).

Los ST1-SP se localizan Unicamente en el antenomero CI3 de la clava,
especificamente en el pice del antenbmero en ambos sexos y en la parte ventral
del antendbmero en hembras (Figura 4A). Los ST1- SP presentan una mayor
abundancia en las antenas de las hembras (t=10.47; gl=22; P<0,001) en
comparacion con los machos (Cuadro 3D). De igual manera, la distribucion del
sénsulo antenal SCh-UP se produce en la punta y la parte ventral del antendmero
CI3 de la clava, donde se encuentran agrupados y rodeados por sénsulos STP-1

(Figura 4A).
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Cuadro 3. Abundancia y distribucién de los diferentes sénsulos en antenas del macho y
la hembra de Catolaccus hunteri

Sénsulo Sexo Radicula Escapo Pedicelo Total

Macho 78 £3.5 26+1.2 104 + 3.9
ST2-AP

Hembra 101+£45 33+4.7 134 +£6.4 **

Macho 17+1.1 — 3+0.2 20+1.2
ST4-AP

Hembra 17+1.1 — 3+0.9 20£1.2
Sénsulo  Sexo Segmento anillos Total

Anl An2

Macho 10+ 0.6 19.2+1.4 29+1.4 *x
ST2-SP

Hembra 8+04 179+1.1 26 £ 0.82

Segmentos del funiculo
Sénsulo  Sexo Total
Fnl Fn2 Fn3 Fn4 Fn5 Fn6

Macho 54+24 2209 22+09 21+09 20%x11 18%0.5 156 £4.0 i
ST2-SP

Hembra 36+06 23+x0.7 18+0.7 20%x1.1 18+04 17x05 132+2.2

Macho — 35+0.7 35+19 38+x0.1 34+£17 41+1.0 271+ 3.7 i
ST3-SP

Hembra 2008 46+0.7 4608 47+11 43+01 47+0.9 248 + 2.7

Macho 11+04 13+04 13+03 13+x04 14+02 14+04 108 £1.3
SPM

Hembra 15+06 20+04 20+x04 22+12 20+03 2014 117+ 2.1 *k

Macho 72+18 82+15 8117 75+32 76+32 79+26 465 £ 6.1 **
SBC

Hembra 26+02 4+0.2 4+0.3 4+0.2 4+0.3 2+03 20+0.6
Sénsulo Sexo Segmentos en la clava Total

Cl1 Cl2 CI3

Macho — — 20+ 0.4
ST1-AP

Hembra — — 40+19 *

Macho 18+ 0.6 16 £0.8 17+£0.7 50+14 *
ST2-AP

Hembra 20+ 0.9 2004 5+0.6 45+14

Macho 35+0.9 31+0.8 21+1.3 88+24
ST3-AP

Hembra 43+1.3 39+1.9 17+£0.3 99+21 *
SPM Macho 12+0.2 12+ 04 703 31+£0.6

Hembra 19+0.8 18+ 0.6 11+04 49+1.1  *

Macho — — 20+ 0.5
SCh-UP | embra — — 3411 *

Macho 62+3.1 71124 51+1.4 184+5.2 **
SBC Hembra 3+0.2 2+0.2 1+£0.2 6+0.3

Valores medios (+ E.S.) del nUmero de sénsulos en cada segmento antenal (n= 12 antenas
por sexo). ST1-SP: Sénsulo tricoideo sin poro tipol; ST2-SP: Sénsulo tricoideo sin poro
tipo2; ST3-SP: Sénsulo tricoideo tipo 3 sin poro; ST4-SP: Sénsulo tricoideo sin poro tipo 4;
SPM: sénsulo placoideo multiporo; SCh-UP: sénsulo quético uniporo; SBC: Sénsulo
** indica que el numero total de cada tipo sénsulo difiere
significativamente entre machos y hembras (P <0,05).

basiconico capitado.
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La abundancia de los sénsulos SCh-UP muestra diferencias entre antenas de
machos y hembras (t=11.50; gl=22; P<0,001); las hembras presentan
aproximadamente el doble del nimero de sénsulos registrados para los machos
(Cuadro 3D). En contraste, los sénsulos ST2-SP son mas abundantes en las
antenas de machos (t=20.68; gl=22; P<0,001) con respecto a las hembras y se
encuentran distribuidos en los segmentos escapo, pedicelo (Cuadro 3A) y flagelo
(del antenémero Anl del anillo al antenémero CI3 de la clava) en ambos sexos
(Cuadro 3C y D).

El sénsulo tipo ST3-AP en las antenas de machos se localiza a partir del
antendmero funicular Fn2 al CI3 de la clava, mientras que en las antenas de
hembras a partir del antenémero Fnl del funiculo al antenémero CI3 de la clava
(Cuadro 3C y D) la abundancia de los ST3-AP es mayor en hembras que en
machos (t=13.96; gl=22; P<0,001). La distribucion del tipo ST4-AP se limita a la
radicula (Figura 3C) y a la superficie ventral del pedicelo, en la articulacién del
codo donde se une con el escapo (Cuadro 3A). Este sénsulo no mostré diferencia
en su distribucion, localizacion y abundancia entre las antenas de ambos sexos.

La distribucion de los sénsulos SPM se establecen a manera de anillos que
rodean los antendmeros y se muestran a partir del antenémero Fnl y hasta el
altimo antendmero CI3 de la clava en ambos sexos; No obstante, la abundancia
en las antenas de machos es menor que en las hembras (t=21.92; gl=22;
P<0,001). En las hembras se observan a manera de un anillo doble de MPS en
los antenémeros (Figura 3C). El sénsulo basiconico capitado (SBC) en forma de
bulbo presenta diferencias significativas entre antenas de machos y hembras en
su distribucion y abundancia (Cuadro 3C y D), y es significativamente mayor en

las antenas de machos (t=63.62; gl=22; P<0,001).
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La diferencia entre machos y hembras en la abundancia de los sénsulos ST1-
AP, ST2-AP, ST3-AP, SPM y SCh-UP, asi como la distribucién y abundancia de

sénsulo SBC, indica dimorfismo sexual en la antenas de C. hunteri.

2.5.3. Ovipositor

2.5.3.1. Morfologia general del ovipositor

El parasitoide C. hunteri presenta un ovipositor insertado en la base del
metasoma como es tipico en la superfamilia Chalcidoidea (Figura 5A), presenta
una longitud variable de 1,42 a 2,27 mm, y una longitud promedio de 1,91 *
0,17mm. El ovipositor estd formado de tres pares de valvas (V1, V2, V3)

soportadas por dos pares de valviferos (Vfl y Vf2) (Figura 5B).

Las valvas V3 presentan una parte cdéncava interna que rodea y resguarda a
las valvas 1 y 2 cuando estas no estan siendo utilizadas (Figura 6H). El segundo
par de valvas se encuentran fusionadas a lo largo de su longitud, (Figura 6F), y
su extremo distal por la parte dorsal posee 10 denticulaciones formando una

lanceta (Figura 6E).

El traslape de las V1 y V2 forman el eje del ovipositor y el canal de
oviposicion. Las micrografias obtenidas del ovipositor muestran la presencia de
seis tipos morfolégicos de sénsulos: basicénico (SB), celoconico tipol (SCe-1) y
tipo 2 (SCe-2), estiloconico tipo a (SEs-A) y tipo b (SEs-A), tricoideo sin poro tipo

b (STh-SP) y quético tipo a uniporo (SCha-UP).
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Figura 5. Ovipositor de Catolaccus hunteri; (A) posicidon natural del ovipositor, (B)
estructura del ovipositor. valviferos 1 (Vf-1), valviferos 2 (Vf-2), Valvas 1y 2 (V1, V2)
formando el estilete.

2.5.3.2. Sénsulos del ovipositor

Basiconicos (SB). Sénsulos ampliamente distribuido en la parte externa de
las valvas 1y 2 (Figura 6G), e igualmente ubicados uno en cada denticulacion de
la lanceta (Figura 6E). Se caracterizan por tener una forma coénica con
terminacion en una punta roma, este sénsulo se encuentra inserto en una fosa
alargada longitudinalmente (Figura 6A)

Celoconicos tipo 1 (SCe-1). Este tipo de sénsulos se encuentra en la punta
de las V1 en pares, se describe como una pequefia protuberancia cuticular que
presenta un poro basal, este sénsulo se encuentra inmerso en una cavidad poco
profunda (Figura 6C).

Celoconico tipo 2 (SCe-2). Localizados en las valvas 1, dos por cada valva y
ubicado de manera paralela entre ambas valvas (Figura 6G). Se caracteriza por

ser una cavidad de la cuticula (Figura 6B).
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Figura 6. Tipo, localizacion y morfologia de sénsulos del ovipositor en Catolaccus
hunteri. A. Sénsulo Basiconico (SB). B. valvas 2 (V2) y valvas 1, (V1) con sénsulo
Celoconico tipo 1 (SCe-1). C. Sénsulo Celoconico tipo 2 (SCe-2). D. Sénsulo estiloconico
tipo Ay B (SEs-A, SEs-B). E. Lanceta con denticulaciones donde se encuentran insertos
los sénsulos basiconico (SB). F valvas 2 (V2) fusionadas y valvas 1 (V1). G. Ubicacién de
los sénsulos basiconico (SB) y celocénico tipo 2 (Sce.2) en valvas 1. H. Abdomen de
hembra de posicion ventral donde se observan valvas 1, 2y 3 (V1, V2, V3). |. Gonostilus
con sénsulos quético uniporo (SCha-UP) y Tricoideo tipo b sin poro (STh-SP).
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Estiloconicos tipo A (SEs-A) y tipo B (SEs-B). Se encuentran distribuidos
en la parte interna de las V1 formando hileras o filas. Se caracterizan por ser una
estructura en forma de papila de punta roma inmersa en una depresion profunda.
La longitud promedio de las SEs-A es de 2.4 + 2.3 um mientras que la SEs-B
presenta una longitud promedio de 1.6 = 0.1 um (Figura 6D).

Tricoideos sin poro tipo “b” (STb-SP). Este tipo de sénsulo es el méas
abundante y se encuentra presente en el tercer par de valvas. Son estructuras
con un eje recto que terminan en un punta fina, su longitud promedio de 43.5 +
1.0 um, y su superficie es lisa sin la presencia de poros (Figura 6l).

Quéticos uniporo tipo “a” (SCha-UP). Se encuentran presente en la parte
distal de la valva 3 (gonostilus) en grupos de 8 a 10 sénsulos aproximadamente.
Estos se encuentran insertados en una base coénica del cual surge un eje de base
ancha que se adelgaza hacia una punta roma y con un poro en ella, el eje del
sénsulo se dobla en la parte media a manera una curva poco pronunciada (Figura

61). El sénsulo SCha-UP presenta una longitud promedio de 41.3 £ 2.3 um.
2.6. DISCUSION

Las avispas parasiticas utilizan una variedad de sefiales o estimulos durante
el proceso de busqueda y aceptacion de huéspedes (Vinson 1984, Schmidt 1991,
Vet y Dicke 1992, Turlings et al. 1993). Este proceso depende de las respuestas
comportamentales a una serie de sefales involucradas en el proceso (Vet et.
1990). En este estudio se determinaron los patrones comportamentales
presentes durante el proceso de oviposicion de C. hunteri, y se realizd la
descripcion morfolégica de los sénsulos antenales y del ovipositor involucrados

en el proceso de busqueda y parasitacion de huéspedes endofiticos.
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2.6.1. Comportamiento de oviposicion

En esta investigacion se describen por primera vez los patrones de
comportamiento exhibidos por el parasitoide C. hunteri para la localizacion y
parasitacion de su huésped facticio C. maculatus. Se identificaron y describieron
siete patrones de comportamiento que de manera sucesiva culminaron en la
oviposicion de un huevo sobre el huésped (Figura 2).

El patrén de comportamiento de acicalamiento se observa en otros artropodos
y parasitoides como Trissolcus basalis (Hymenoptera: Scelionidae), parasitoide
de huevos, el cual realiza el acicalamiento de antenas para detectar los
compuestos quimicos presentes en el corion de los huevos que parasita (Colazza
et al. 1996). Este tipo de comportamiento se presentd en el 66.6% de las
observaciones realizadas sobre C. hunteri.

El anteneo de tipo 1 caracterizado por el movimiento alternado de antenas
(arriba-abajo) se presenta en la deteccion de volatiles a larga distancia,
generalmente usadas para la localizacion del hébitat del huésped, como Ilo
muestra Cotesia plutellae (Kurdjumov) (Hymenoptera: Braconidae) en la
deteccibn de monoterpenos y glucosinolatos provenientes de la planta que
alberga a Plutella xylostella L. (Reddy et al 2002). Este tipo de anteneo se
observé en las hembras C. hunteri durante el proceso de oviposicién antes de
gue el parasitoide hiciera contacto con alguno de los modelos artificiales de
oviposicion (capsulas de parafilm).

El anteneo tipo 2 realizado por C. hunteri con la parte ventral de la clava de las
antenas de manera continua e intermitente y en posicion perpendicular a la
superficie de la burbuja, para localizar al huésped. Este tipo de anteneo se

presenta en parasitoides de las familia Mymaridae sobre tejido vegetal donde se
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encuentran huevos ocultos de curculidénidos, tricogramatidos y lepidépteros (van
Baaren et al. 2007), y pteromalidos atacando a scolitidos (Pettersson et al. 2001).

El patron comportamental donde C. hunteri dobla el abdomen y hacer
contacto con la superficie de la burbuja, es un comportamiento que presentan
algunos parasitoides que utilizan compuestos quimicos de contacto para localizar
huéspedes endofiticos. Por ejemplo en parasitoides de moscas de la fruta al
hacer contacto con el pericarpio de frutos (Prokopy y Webster 1978).

Los dos ultimos patrones comportamentales descritos aqui para C. hunteri, (i)
exhibiciéon del ovipositor y (ii) picadura, al parecer se describen por primera vez.
Estos dos patrones parecen ser preambulos necesarios para la parasitacion del
huésped. En observaciones de laboratorio se determiné que el ovipositor es una
estructura flexible y que se mueve al interior de la burbuja hasta encontrarse con

el huésped para llevar a cabo la oviposicion (datos no publicados).
2.6.2. Sénsulos en antenales

Se encontraron siete tipos de sénsulos morfolégicamente distintos en las
antenas de machos y hembras de C. hunteri. De estos sénsulos, cuatro fueron
del tipo tricoideo sin poro (ST1, ST2, ST3 y ST4-SP), entre estos los sénsulos
ST2-SP y ST3-SP fueron los mas numerosos y ampliamente distribuidos en las
antenas, mientras que en menor abundancia se presentaron los sénsulos ST1-
AP, con ubicacion en el antenédmero CI3 de la clava, y los ST4-AP que se
presentaron en la radicula y escapo. Aunado a estos sénsulos tricoideos sin poro
se identificaron un sénsulo placoideo multiporo (SPM), un sénsulo basiconico
capitado en forma de chupén (SBC) y un sénsulo quético uniporo (SCh-UP). Los
diferentes tipos de sénsulos presentes en las antenas sugieren que las hembras

del parasitoide podrian hacer uso de sefiales olfativas, gustativas
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(semioquimicos) y mecanicas (vibraciones) para localizar a sus huéspedes
ocultos en estructuras vegetales o semillas, como se ha descrito para otras
especies (Onagbola y Fadamiro 2008). Con base a lo anterior y otros estudios
(Wibel et al. 1984, Pettersson et al. 2001, van Baaren et al. 1996, Onagbola y
Fadamiro 2008), se clasificaron los sénsulos encontrados en las antenas de C.
hunteri de la siguiente manera:

Sénsulos mecanorreceptores: ST1-AP y ST2-AP. En la mayoria de las
especies de himendpteros estos sénsulos son numerosos y se distribuyen a lo
largo de la antena, cubriendo la superficie total de ésta. Se describen como
sénsulos tricoideos sin poro, insertos en bases conicas de la cuticula antenal que
pueden presentar ornamentaciones longitudinales. (Chapman 1998), y que al
estar en contacto con un sustrato se mueven dentro de su base conica,
indicandole a la hembra que se realiz6 contacto con un sustrato (van Baaren
2007). Por lo anterior, los sénsulos tricoideos ST1-AP y ST2-AP encontrados en
C. hunteri podrian considerarse como mecanorreceptores (Olson y Andow 1993,
Isidoro et al. 1996, van Baaren et al. 1996, 1999; Amornsak et al. 1998,
Pettersson et al. 2001, Roux et al. 2005). Por otra parte, la morfologia y ubicacién
de los sénsulos STP1-AP y su asociacion con el anteneo tipo 2 descrito en las
observaciones de los patrones de comportamiento descrito previamente (Figura
2), sugiere su participacion en la localizacion y discriminacion de huéspedes
endofiticos. Situaciéon que concuerda con lo reportado en varias especies de
parasitoides, las cuales examinan a sus huéspedes y/o a la estructura vegetal en
la que estos se desarrollan, mediante la accion de tamborileo con la parte

ventroapical de la maza antenal (Isidoro et al. 1996).
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Sénsulos propioceptores (ST4-AP). Son aquellos que se localizan en las
uniones entre segmentos o escleritos, cuya funcion es sentir el movimiento de un
elemento cuticular con respecto a otro (Chapman 1998). Los sénsulos ST4-AP
descritos para C. hunteri, son seénsulos tricoideos con ausencia de poros,
localizados Unicamente en la radicula y la articulacion del codo del pedicelo. Son
morfolégicamente similares a los descritos en especies como Gryon boselli Mineo
et Szabo (Villa 1990) y Trichogramma australicum (Girault) (Schmidt y Smith
1987, Amornsak et al. 1998).

Sénsulos quimiorreceptores (ST3-AP, MPS 'y SCh-UP). Los
guimiorreceptores (olfativos y gustativos) perciben sustancias quimicas volatiles y
no volatiles, se caracterizan por presentar un cuerpo tubular con una inervacion
de numerosas dendritas internamente (Chapman 1998). Los sénsulos ST3-AP y
SPM descritos en este estudio podrian presentar una funcién quimiorreceptora de
tipo olfativa como se ha reportado para otros parasitoides (Wibel et al. 1984,
Olson y Andow 1993, Pettersson et al. 2001, Bleeker et al. 2004) y confirmado su
funcibn mediante estudios electrofisiologicos (Hansson et al. 1991). La mayor
abundancia de STP3-AP en antenas de machos en comparacién con las antenas
de hembras podria relacionarse con la produccion de la feromona sexual en
machos de C. hunteri (Hansson et al. 1991) durante el apareamiento como se
reporta en otros parasitoides durante la copula (Romani et al. 2008, Battaglia et
al. 2013).

Los quimiorreceptores olfativos MPS descritos en este estudio, que se
reportan como sénsulos de amplia distribucion en las antenas de avispas
parasiticas (Barlin y Vinson 1981, Wibel et al. 1984, Olson y Andow 1993,

Amornsak et al. 1998, Pettersson 2001), y sus mudltiples poros sugieren una
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funcién olfativa (Barlin y Vinson 1981, Ochieng et al. 2000, Bleeker et al. 2004,
Roux et al. 2005).La mayor abundancia, posicion y distribucion de los MPS en
hembras de C. hunteri podria indicar su posible funcibn como detectores de
semioquimicos del habitat relacionado con el huésped (Bleeker et al 2001), como
sucede en parasitoides de especies endofiticas como Pteromalus cerealellae
(Ashmead) (Onagbola 2008).

Los sénsulos quéticos uniporo (SCh-UP), que se caracterizan por presentan
un eje con superficie ranurada longitudinalmente y un poro terminal o sub-
terminal, fueron mas abundantes en hembras que en machos. Se encuentran
confinados a los apices de las antenas, esta distribucion les permite ser el primer
tipo de sénsulo que esté en contacto con el substrato, al igual que ocurre en otras
especies como Pteromalus cereallelae (van Barren et al. 2007), lo cual podria
sugerir su papel como quimiorreceptores gustativos (Wibel et al. 1984, Pettersson
et al. 2001) asi como su funcién en el reconocimiento de acogida y aceptacion del
huésped (Borden et al. 1973). Su morfologia y ubicacidon concuerda con los
sénsulos descritos en otros insectos (Slifer 1969, Wibel et al. 1984, Olson y
Andow 1993, Isidoro et al. 1996), y en especial en bracénidos (Norton y Vinson
1974).

Sénsulos termo-higrorreceptor (SBC). Este tipo de sénsulo se localiza de
manera proximal en los antenémeros flagelares de las hembras, mientras que en
los machos se encuentran distribuidos en mayor namero tanto en posicién dorsal
como ventral a lo largo de los antendmeros del flagelo. El sénsulo basiconico
capitado con forma de bulbo (SBC) se localizan en pequefas depresiones de la
superficie de la cuticula (Altner y Linde 1980, van Bareen 1999), y presenta una

morfologia similar a la de los sénsulos termo-higrorreceptores de pteromalidos,
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otros parasitoides (Barlin et al. 1981, Wibel et al. 1984, Bleeker et al. 2004) y
artropodos (Hallberg 1979, Altner et al. 1983, Wibel et al. 1984), lo que sugiere

una funcién termo-higroreceptora.
2.6.3. Sénsulos del ovipositor

El ovipositor de las avispas parasiticas es un érgano especializado con el cual
las hembras valoran el anfitrion, perforan el tegumento del huésped, inyectan
sustancias a partir de las glandulas accesorias, perciben estimulos que
intervienen en el proceso de selecciéon de acogida del huésped, guian y pone
huevos. El ovipositor de las hembras de C. hunteri presenta seis tipos
morfoldgicos diferentes de sénsulos, entre los que se encuentran sénsulos con
funciones presuntamente mecanorreceptoras y quimiorreceptoras.

Sénsulos en valvas 3. El tercer par de valvas son aquellas que resguardan a
las valvas 1 y 2 (ovipositor) en ellas a lo largo de su borde ventral se presentan
los sénsulos tricoideos tipo b sin poro (STh-SP) y en la parte distal de ellas se
encuentran los sénsulos quéticos tipo “a” uniporo (SCha-UP) sus funciones son
mecanorreceptora y quimiorreceptora respectivamente. Se presentan sénsulos
similares en las V3 de Pachycrepoideus vindemmiae (Rondani) y otros
parasitoides (Wang et al. 2010, Goubault et al. 2011). Estas funciones podrian
relacionarse con el comportamiento de doblamiento de abdomen de C. hunteri
observado en garbanzo y frutos de chile (datos sin publicar).

Sénsulos en valvas 2. El segundo par de valvas del ovipositor se encuentran
fusionados en su longitud y en el extremo distal su fusién forma la lanceta que
presenta 10 denticulaciones. Los sénsulos basicénicos (SB) se encuentran en
estas denticulaciones y su morfologia sugiere una funcibn mecanorreceptora y

posiblemente quimica. La disposicion de estos sénsulos parece estar relacionado
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con las caracteristicas del huésped como se observa en las especies que atacan
a huéspedes ocultos en sustratos vegetales, tales como los parasitoides de
larvas de Drosophila (Le Ralec et al. 1996). En estos parasitoides el mayor
namero de receptores mecanicos se encuentran sobre estas valvas, y esto
presuntamente les permite localizar a sus huéspedes ocultos dentro de frutos (Le
Ralec et al. 1996).

Sénsulos en valvas 1. El primer par de valvas presenta, al igual que las
valvas 2, a los sénsulos SB, los cuales se distribuyen de manera lineal a lo largo
de las valvas 1, su funcién se ha descrito como mecanorreptora. En las valvas 1
se encuentran también dos sénsulos celoconicos tipol (SCe-1) en cada valva
localizados en el ler y 2do tercio de estas, su funcion se ha descrito como
guimiorreceptora en otras especies de parasitoides (Nacro y Néon 2009). En la
parte apical de cada valvas 1 se encuentran los sénsulos celoconico tipol (SCe-
1), que son pequefas clavijas con un poro basal. Estos sénsulos se encuentran
inmersos en un surco poco profundo, y debido a su morfologia podria tener una
funcién guimiorreceptora gustativa y estar involucrado en la discriminacion del
huésped (Goubault et al. 2004). En la cara interna de las valva 1 se encuentran
distribuidas en columnas los sénsulos estiloconicos de tipo 1 y 2, por su
morfologia y su localizacion podria desempefiar una funcion mecanorreceptora
en el oviducto durante la oviposicion (Le Ralec et al. 1996, Nacro y Néon 2009).
El parasitoide de huéspedes endofiticos C. hunteri exhibié siete patrones
comportamentales durante el proceso busqueda y oviposicion. Los apéndices
involucrados en estos procesos fueron las antenas y el ovipositor. La observacion
de los sénsulos presentes en las antenas y el ovipositor siguieren que C. hunteri

probablemente utiliza sefiales quimicas olfativas y de contacto (STP3, MPS y
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SCh-UP) proveniente del habitat del huésped, asi como posibles sefiales
mecanicas (STP1, STP2 y STP4) e incluso térmicas o de infrarrojo (SBC) para
localizar a sus huéspedes endofiticos. Después de esta localizacion el ovipositor
juega un papel importante durante la aprobacion del huésped para su
parasitacion. Los sénsulos presentes en el ovipositor indican la presencia de
sefales de tipo mecanica (STb-SP, SEs-A, SEs-B) y quimica de contacto (SCha-
UP, SB, SCe-1) que le permiten evaluar la calidad del huésped para llevar acabo

la oviposicion.

Considerando la complejidad de los sénsulos encontrados en esta especie, se
proponen la realizacion de estudios electrofisiolégicos, de microscopia electrénica
de transmisibn y estudios manipulativo experimentales (amputacion o
interferencia de estructuras) que sustente la funcionalidad e importancia de los
sénsulos olfativos en antenas y ovipositor del parasitoide C. hunteri. También de
estudios que permitan determinar la capacidad de deteccion de calor o infrarrojo
gue proporcionen mayor informacidén sobre los sénsulos SBC descritos en este

estudio.
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CAPITULO 3. SENALES VISUALES Y APRENDIZAJE EN LA SELECCION DEL
HABITAT POR Catolaccus hunteri (HYMENOPTERA: PTEROMALIDAE)

3.1. Resumen
Las especies de parasitoides generalistas deben hacer frente a una gran
variedad de sefales visuales como colores y formas para encontrar a sus
hospedantes, y estas sefiales juegan un papel primordial en la localizacién del
habitat en los parasitoides de huéspedes endofiticos. El aprendizaje se ha
propuesto como una estrategia rentable para hacer frente a la variedad de
sefiales durante el proceso de localizacion del habitat. En este estudio un primer
experimento, evalu6 la atraccion innata del parasitoide generalista Catolaccus
hunteri a combinaciones de sefales forma y color. Posteriormente en un segundo
experimento, se evalué el aprendizaje asociativo en hembras de C. hunteri. Para
esto se utilizaron larvas de bruchidos y combinaciones de forma/color de las
burbujas. Las hembras de C. hunteri mostraron una atraccion innata a la
combinacién oval/rojo, y esta atraccion no se afecté aun después de 7 dias por el
adiestramiento a una nueva sefial. Aparentemente en este caso no se presento
un aprendizaje asociativo y la atraccion innata se antepuso al adiestramiento. Los
resultados de este estudio sugieren que la sefial visual color es un estimulo
importante a distancia durante la localizacion del habitat, mientras que la forma

podria determinar la ubicacion del huésped a una distancia corta.

Palabras clave: Seleccién del habitat, sefiales visuales, atracciébn innata,

aprendizaje asociativo, huésped endofitico.
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3.2. Abstract

Generalist parasitoids must face a variety of visual cues as colors and shapes to
find their hosts. These signals play a major role in habitat location of parasitoids
which develop on endophytic hosts. Learning has been proposed as a strategy to
deal with variation of signals for habitat location. In this work we evaluated the
innate attraction of a generalist parasitoid Catolaccus hunteri to combinations of
shape and color signals. In a second experiment the associative learning of C.
hunteri was evaluated. For doing that we used combinations of cowpea weevil
larvae housed in parafilm bubbles, and different shape and color of bubbles. C.
hunteri females showed an innate attraction to oval / red parafilm bubbles, and
the attractions not affected by training on a new signal. In this case (C. hunteri)
the innate attraction was more important even after 7 days that the training on a
new signal. The results suggest that the colored visual signal is an important
stimulus for the location of remote habitat, while the shape could determine the

location of the host at a short distance.

Key words: Host location, visual cues, innate attraction, associative learning,

endophytic host.
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3.3. INTRODUCCION

La capacidad de localizacion del huésped es determinante para el éxito
reproductivo de los parasitoides (Roitberg et al. 2001), y es una medida indirecta
de su efectividad como agentes de control biolégico. La primera etapa del
proceso de busqueda y seleccidon de huésped, consiste en localizar el habitat
donde se encuentra el huésped (planta hospedera).

La atraccion al habitat por el parasitoide depende primordialmente de
compuestos quimicos volatiles (=sinomonas) provenientes del primer nivel tréfico
(planta) y de kairmonas derivadas del segundo nivel tréfico u huésped (Vet y
Dicke 1992). Sin embargo, dichos volatiles (sinomonas y kairomonas) pueden ser
poco detectables a larga distancia, o bien ser imperceptibles cuando el huésped
se encuentra oculto dentro de estructuras de las plantas como frutos, tallos,
raices u hojas. En estas situaciones el parasitoide debe emplear informacion
menos especifica, que generalmente es asociada con el habitat del huésped para
asegurar su supervivencia y éxito reproductivo (Vinson 1984; Godfray 1994).

La informaciéon asociada con el hébitat que utilizan los parasitoides de
huéspedes endofiticos, puede involucrar sefiales de tipo: olfativo (sinomonas y
kairomonas) (Feener et al. 1996), visual (color, forma y tamafo) (Ichiki et al.
2011) y/o auditivo (sonido de vibracién) (Carde et al. 1975), algunas de estas
sefiales puede incrementar la probabilidad de que un parasitoide encuentre a los
huéspedes endofiticos. Estas sefales suelen ser utilizadas para localizar a su
huésped o bien el habitat en el cual es mas probable encontrarlo (Hoffmeister et
al. 1999; Vet 2001).

Las sefiales visuales empleadas por los himenépteros tienen diferente

relevancia en el comportamiento de busqueda durante la ubicacién del micro-
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habitat del huésped. El color parece ser un estimulo utilizado a largas distancias
por los parasitoides (Brown et al. 1998). Por otra parte, la forma y tamafio son
perceptibles a una distancia menor (Wackers y Lewis 1999).

Durante el proceso de busqueda, la respuesta de los parasitoides a las
sefales de su huésped pueden estar determinada por la genética del parasitoide
(atraccion innata), es decir puede ser heredada, o modificada por la experiencia
(aprendizaje) (Vet y Dicke 1992).

La experiencia puede aumentar la capacidad de respuesta (sensibilizacién) a
una sefal o estimulo después de un primer encuentro con el huésped, e incluso
algunas especies pueden asociar las sefiales y la experiencia con la presencia
del huésped (aprendizaje asociativo) (Steidle 1998) a tal grado de ser atraidos a
dichas sefiales en ausencia del mismo huésped.

Se ha propuesto que tanto las sefales visuales, como el aprendizaje, son
importantes en el proceso de busqueda para los parasitoides (Bora y Deka 2014),
especialmente en especies generalistas (Geervliet et al. 1998; Stireman
2002).Quiza esta combinacién les permite hacer frente a la variabilidad de las
sefales a las que se enfrentan durante el proceso de busqueda. Un buen sistema
para probar esta hipotesis es Catolaccus hunteri (Hymenoptera: Pteromalidae).
Este es un ectoparasitoide sinovigénico generalista de larvas de Bruchidae y
Curculionidae, que se desarrollan dentro de frutos y semillas (Cross y Mitchell
1969, Cross y Chesnut 1971). Es posible que éste parasitoide haga uso del
aprendizaje de sefales visuales que contribuyen en gran medida al éxito de la
alimentacion y el proceso de oviposicion, dado los diferentes tipos de habitats de

sus diversos huéspedes.
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Schuster (2012) reporto la atraccion de este parasitoide a trampas de colores,
sentando el precedente de la respuesta innata a la sefial visual color. Por otra
parte, poco se ha estudiado el papel de la forma en el proceso de localizacion del
huésped por este parasitoide. Considerando lo anterior, el presente estudio se
realizé para (i) entender si la interaccion entre las sefiales visuales forma y color
afecta la busqueda del huésped por C. hunteri, y (ii) determinar si las hembras del
parasitoide son capaces de desarrollar un aprendizaje asociativo al combinar

estas sefales.

3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Material bioldgico

Se establecié una cria del parasitoide Catolaccus hunteri sobre un huésped
facticio Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Bruchidae) en el laboratorio de
Control Biolégico del Colegio de Posgraduados en las condiciones descritas por
Rodriguez-Leyva et al. (2002) y Vasquez et al. (2005) (Capitulo dos de este
escrito). Los parasitoide (hembras y machos) se mantuvieron en una jaula
entomoldgica de plastico de 4 L en condiciones controladas (25°+ 1°C, HR: 60+

5%, 2500 luxes), y se alimentaron con miel y agua (relacion 1:1).

Las hembras del parasitoide recién emergidas (<12 h de edad) y hasta la
realizacion de los bioensayos, se mantuvieron con machos (para asegurar la
copula). Los insectos se mantuvieron en una jaula entomoldgica de plastico de 4L

en las condiciones ambientales ya sefaladas.
3.4.2. Tratamientos y condiciones experimentales
Se evalu6 la respuesta comportamental de los parasitoides a las sefiales

visuales forma y color en combinacion. Para esto se usaron modelos artificiales
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de oviposicién (burbujas) elaborados en Parafiilm M ® con volumen de 285 pl. Se
utilizaron 15 modelos artificiales resultado de la combinacion de 3 formas
(circular, cuadrada y oval) y de cinco colores. Los modelos artificiales (burbujas)
se pintaron internamente con pintura no toxica de la marca Vinci®. Los colores
seleccionados fueron amarillo (50), azul (66), rojo (54-A), verde (62) y

transparente (sin color) (Cuadro 4 y Figura 7).

Cuadro 4. Caracteristicas espectrales de la sefial visual color de los modelos
artificiales de oviposicion (burbujas de parafilm) utilizados en los bioensayos.

Color Catalogo Vinci R*G*B M*S*L
Amarillo 50/ 2300 250-235-01 29-253-126
Azul 66/ 2306 0-0-120- 170-225-60
Rojo 54A/ 2314 212-25-11 3-230-112
Verde 62/ 2309 0-153-0 85-225-77
Testigo s/n s/n s/n

(R * G * B) codigo de color utilizado en ordenadores. (M*S*L) matiz, saturacion y luminosidad
de cada sefal visual utilizado para la elaboracién de modelos artificiales. (n/s): sin medicion.
Los experimentos se realizaron en una camara bioclimatica (12.3 m?) con
paredes y techo blancos a 25+ 1°C, 60 + 5% H.R. La iluminacién se estableci6
con tubos de luz fluorescente, garantizando que la intensidad de luz fuera lo mas

uniforme posible en cualquier punto de la habitacién (2500 luxes).

3.4.3. Bioensayos comportamentales

3.4.3.1. Atraccidén innata a la combinacién de sefales color y forma

La finalidad de este experimento fue determinar si las hembras del parasitoide
presentaban una preferencia innata por alguno de las 15 combinaciones
color/forma arriba descritas. La unidad experimental consistio de una caja Petri
(10 x 10 x 2 cm) donde se colocaron de manera aleatoria y equidistante los

quince modelos artificiales que contenian dos larvas de 4to instar del huésped
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facticio C. maculatus (Figura 7). En cada unidad experimental se colocé un grupo
de 10 hembras de 14 dias de edad, con ayuno de 48h; cada 5 min se registr6 el
namero de hembras visitantes sobre cada tratamiento y al finalizar el periodo de
observacion (3 h) se cuantifico la cantidad de picaduras y huevos en cada uno de
los tratamientos (combinacion color/forma). El experimento se repitid tres veces
mas con hembras provenientes de tres generaciones distintas, por lo que al

finalizar se obtuvieron un total de 60 repeticiones.

Amarillo i
Azul |
Rojo

Verde ; A A ‘

Testigo . .

Amarillo i

Azul ‘

Rojo ; g 1 i i

Verde . . |

Testigo : : : : |
!
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Rojo
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Circular-
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Figura 7. Arena de trabajo del experimento de atraccion innata. De Catolaccus hunteri
Caja Petri (10x10x2cm) con distribucion aleatoria y equidistante de modelos artificiales
de oviposicion resultado de la combinaciébn de las sefales visuales forma/color
conteniendo dos larvas de Callosobruchus maculatus cada una.

3.4.3.2. Desarrollo del aprendizaje asociado a la combinacién forma/color

La capacidad de asociacion de C. hunteri a las combinacion de sefales
visuales se exploré utilizando hembras de 11 dias de edad que previamente
fueron adiestradas sobre un tipo Unico de combinacion color/forma. Para el
adiestramiento se selecciono el modelo artificial (color/forma) menos atractiva del
experimento anterior y se contrastdé el modelo mas atractivo o preferido

anteriormente (atraccion innata).

46



Adiestramiento: Una hembra del parasitoide (24 h de edad) se colocé en una
caja Petri (10x10x2cm), y se le ofrecio, por un periodo de 12 h, una lamina de
Parafilm M® con el modelo menos preferido (amarillo/circular) que contenian dos
larvas de 4to instar de C. maculatus cada uno (Figura 8A). Lo anterior se repitio
durante 7 dias. Posteriormente a este entrenamiento se dejo a la hembra en
ayuno por 48h y se procedié a examinar su comportamiento en una prueba de
eleccion.

La prueba de eleccién consistio en la observacion por un periodo de 20 min de
una hembra adiestrada en una arena similar a la utilizada en la sesion de
entrenamiento, la cual contenia 8 figuras amarillo/circular y 8 rojo/oval (ambas
combinaciones sin presencia de larvas) (Figura 8B). Durante 20 min se
registraron las siguientes observaciones: (i) Primera, segunda y tercera eleccién
de algun modelo por la hembra, ii) Tiempo de permanecia en el modelo artificial
para cada una de las tres elecciones, iii) NUmero de intentos de picadura por
cada eleccién, y (iv) Namero de picaduras certeras por eleccion. Se realizaron 8

repeticiones con 20 unidades experimentales (hembras) cada una.

Figura 8. Arena de trabajo (10x10x2cm) con tratamientos para experimento de
aprendizaje. A) arena de adiestramiento, los modelos artificiales amarillo/circular
contenian larvas de Callosobruchus maculatus. B) Arena para prueba de aprendizaje
asociativo, modelos amarillo/circular y rojo/oval sin presencia de larvas.
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3.4.4. Andlisis estadistico

Atraccién innata. EI niumero de hembras que respondieron al estimulo, el
namero de picaduras y la cantidad de huevos presentes en cada tratamiento, se
analizé por separado mediante una ANOVA factorial (en rangos) y comparacion
de medias (Tukey a=0.05), el analisis estadistico se realiz6 utilizando el paquete
estadistico Statistix 9.1.

Aprendizaje. Las elecciones, tiempo de permanencia por eleccién, intentos de
picadura y picaduras certeras por eleccion, se analizarén por separado mediante
una ANOVA en rangos y prueba de comparacién de medias (Tukey a=0.05)

utilizando el paquete estadistico Statistix 9.1.

3.8. RESULTADOS

3.8.1. Atraccion innata.

La atraccion innata de las hembras de C. hunteri a la combinacién de sefales
visuales (color/forma) se determiné de manera indirecta mediante la evaluacion
de tres parametros: niumero de hembras visitantes, numero de picaduras y
cantidad de huevos ovipositados sobre las combinaciones color/forma.

El andlisis factorial de los tres parametros estudiados de manera individual
indicé que la sefal visual color ejerce en las hembras sin experiencia una alta
atraccion hacia el color rojo (independientemente de la forma), en los tres
parametros observados: hembras visitantes [Fw4,826=85.8, P< 0.001], picadura
[F(a,826=91.4, P< 0.001] y huevos ovipositados [F,s26=30.4, P< 0.001]. El rojo fue

el color mas atractivo para las hembras sin considerar la forma (Cuadro 5A.)
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Cuadro 5. Efecto de los factores color (A) y forma (B), sobre la atraccion innata
de Catolaccus hunteri a sefiales visuales.

Color Hembras visitantes Picaduras Huevos
Media + E.S. Media + E.S. Media + E.S.
Rojo 16.54 + 2.3 a 250+04 a 0.6+0.1 a
verde 9.82+1.7 b 1.01+£0.2 b 0.3+0.1 b
A azul 4.21+£0.9 c 0.63+£0.2 b 0.1+£0.0 c
amarillo 433+04 c 0.22+0.1 c 0.0+£0.0 c
testigo 221+05 c 0.07+0.0 c 0.0+0.0 c
F(4, 826)= 85.8; F(4, 826)= 91.4; F(4, 826)= 30.4;
P<0.001 P<0.001 P<0.001
Forma Hembras visitantes Picaduras Huevos
Media + E.S. Media = E.S. Media = E.S.
Oval 10.07+1.9 a 1.16 £ 0.3 0.31+0.1
B cuadrado 757+13 b 0.98+0.2 0.25+0.0
Circular 462+1.2 [ 0.51+0.2 b 0.08 £ 0.0 b
F(2, 826)= 85.8; F(2, 826)= 85.8; F(2, 826)= 85.8;
P<0.001 P<0.001 P<0.001

Valores medios (x E. S.) de las variables observadas: numero de visitas, picaduras y huevos.
(A) Cuadro de comparacion de medias para el factor color. (B) Cuadro de comparacion de
medias para el factor forma. Columnas con medias seguidas de letras iguales no mostraron

diferencias significativas (Tukey a= 0.05).

Por otra parte el andlisis indicé que la sefial visual forma fue igualmente

significativa. Se demostré que la forma menos atractiva para las hembras del

parasitoide fue la forma circular (P< 0.001) en los tres parametros. Por otro lado

la figura oval registr6 el mayor nimero promedio de hembras visitantes [X=10.01;

F (2826=50.11, P< 0.001] (Cuadro 5B), mientras que las formas oval y circular

presentaron una atraccion igualmente significativa en los parametros numero de

picaduras [F (2,826)=15.73, P<0.001], y huevos [F (2,826)=12.89, P< 0.001] (Cuadro

5B).
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El andlisis factorial indico la existencia de una interaccion entre los factores
(sefales visuales) forma y color la cual es significativa en los tres parametros
evaluados. La combinacion rojo/oval es la combinacion mas atractiva de las 15
combinaciones y ésta presentd el mayor numero de hembras visitantes
[F(s,826=5.95, P<0.001], (Figura 9A), de igual manera presenté el mayor niumero
de picaduras (Figura 9B) junto con la combinacién rojo-cuadrado [F (s,826=3.17,
P=0.0015]. Mientras que el mayor numero de huevos se presentd en la

combinacion rojo/oval [F (s,826)=3.17, P=0.0008].

De manera general, podemos indicar que las sefiales color rojo y la forma oval
fueron las dos sefales visuales mas atractivas para el parasitoide, ya que se
determind la existencia de una interaccion entre ambas sefiales que potenciaron
la atraccion a la combinacién rojo/oval, la cual se reflejé en el mayor nimero de

hembras visitantes, picaduras y huevos ovipositados.

3.8.2. Aprendizaje.

El desarrollo del aprendizaje en hembras con adiestramiento previo se
determindé de manera indirecta, para ello se uso6 el analisis del comportamiento
individual de las hembras antes dos modelos artificiales [atraccion innata
(rojo/oval) y adiestramiento (amarillo/circular)]. De estos ensayos se registraron
los siguientes parametros: registro de las tres primeras elecciones de las
hembras del parasitoide en la arena de prueba, el tiempo de permanencia en
cada eleccion, el nimero de intentos de picaduras (picaduras de prueba) y

namero de picaduras certeras.
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Elecciones. El andlisis factorial para el pardmetro elecciones, indic6 que el
factor modelo de manera independiente presenta un efecto en la atraccion de las
hembras del parasitoide [F,42=58.78, P<0.0001)], mientras que el factor
eleccion (de manera individual) no lo fue [F(2,42)=0.004, P=0.996)]. Sin embargo,
la interaccion de los factores color y eleccion resulto ser significativo, es decir la
eleccion de las hembras esta influenciada por la atraccion de estas hacia uno de
los dos modelo artificial a prueba en cada una de las tres elecciones [F
(2,42)=7.06, P=0.0023)].

Para determinar la preferencia por alguno de los dos modelos se realizdé una
comparacién por contrastes para cada eleccion. La primera eleccién nos indica
gue la combinacién rojo/oval (innata) es altamente atractiva sobre la combinacion
amarillo/circular [F (1,42=34.28, P<0.0001)] al igual que en la tercera eleccién
[F (1,42=36.77, P<0.0001)]. No obstante, la segunda eleccion a pesar de
presentar un mayor atracciéon de hembras visitantes el modelo rojo/oval sobre el
amarillo/circular esta atraccion no fue significativa [F (1,42)=1.84, P=1.18). El factor
modelo (color/forma) fue un factor significativo en la atraccién de las hembras
adiestradas sin importar el nimero de elecciéon. EI modelo innato rojo/oval fue
mas atractivo que el modelo amarillo/circular en la cual fueron adiestrados los
parasitoides (Figura 10A).

Tiempo de permanencia. El analisis factorial para este parametro demostro
que el tiempo que las hembras permanecen buscando a su huésped se ve
determinado por el modelo artificial (color/forma) [F (1,42)=19.3, P<0.0001). Es
decir, la eleccién no es un factor que determine el tiempo de permanencia [F
(1,42)=1.2, P<0.28)] y por tanto no existe una interaccion entre los factores modelo

y eleccion [F (2,42)=2.34, P<0.09].
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En la Figura 10B se puede observar que el modelo de atraccion innata
(rojo/oval) fue la mas atractiva en las tres elecciones, siendo significativa
estadisticamente en las dos primeras. Esta aseveracion se confirma cuando se
analiza el tiempo total de permanencia para cada uno de los modelos. De manera
general se observa que el tiempo promedio total de permanencia de las hembras
en el modelo rojo/oval (106.88 + 4.7) es 1.3 veces mayor al promedio del modelo

amarillo/circular (79.50 £6.2).
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Figura 10. Comparaciéon de medias (+ E. S.) para determinar el aprendizaje a sefales
visuales, mediante los parametros evaluados. (A) Nomero de hembras por eleccién y (B).
Tiempo de permanencia (segundos) de las de hembras de Catolaccus hunteri (*).
Diferencia significativa.
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Intento de picaduras y picaduras de prueba. El mayor nimero de intentos
de picaduras realizadas por las hembras se realizé en el modelo rojo/oval el cual
tuvo un efecto de atraccion sobre las hembras [F(,474=8.5, P=0.004]; sin
embargo, en la seleccion tres (Figura 11A) la diferencia del numero de intentos
de picadura en ambos modelos no fue significativo. Mientras que el analisis
factorial indicdé que no existe un efecto de la eleccion [Fa,474=2.5, P=0.06] o de la
interaccion color eleccion [F,474=1.9, P=0.14]. EI mayor niumero promedio de
picaduras se realizo en el modelo rojo/oval [F.474=8.48, P<=0.004], el cual fue
preferido sobre el modelo de adiestramiento amarillo/circular, lo cual se observo
en las dos primeras elecciones; sin embargo, en la tercera eleccidbn no se

observa una diferencia significativa en la preferencia.
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de picaduras. (*). Diferencia significativa

54



3.9. DISCUSION

Durante el proceso de busqueda y localizacion de huésped, las sefiales
visuales como el color, patrén, forma y tamafo pueden ser utilizadas por los
parasitoides para limitar su busqueda a los posibles microhabitats en los cuales la
probabilidad de encontrar un huésped es mayor (Godfray 1994). En este estudio
se determind la atraccion innata de las hembras de C. hunteri a combinaciones
de formas y colores involucrados en el proceso de localizacion de su huésped.
También y se determind si la experiencia con una sefal visual diferente a la
innata puede modificar la atraccion en el proceso de busqueda.

El presente estudio muestra que las hembras del parasitoide C. hunteri
pueden distinguir entre las quince diferentes combinaciones de las sefales
visuales examinadas, de las cuales la combinacion oval/rojo fue la mas atractiva
para las hembras sin experiencia. La atraccion al color rojo concuerda con lo ya
observado por Schuster (2012) con trampas pegajosas.

Muchos insectos recién emergidos prefieren ciertos colores sobre otros, estas
preferencias (respuesta innata) ayudan a los insectos sin experiencia a encontrar
a su huésped (Chittka y Wella 2004). La atraccion innata al color rojo que se
reporta en este estudio podria estar relacionada con las caracteristicas del
microhdbitat en el cual se desarrolla uno de los huéspedes de C. hunteri, el
picudo del chile Anthonomus eugenii que se desarrolla dentro de yemas florares y
frutos inmaduros (Goff y Wilson 1937). Durante su alimentacion, el picudo del
chile induce la produccion de etileno en la planta, lo que adelanta la maduracién
de frutos y causa cambios en su coloracién de amarillo a rojo, e incluso produce

la abscision de los frutos (von Dahl y Baldwin 2007).
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Durante el proceso de localizacion del huésped C. hunteri podria ser atraido
por los cambios de coloracion de los frutos de chile ya que estas longitudes de
onda ofrecen un fuerte contraste cromatico contra un ambiente mayormente
verde, debido a la vision tricromatica de los himenopteros (Briscoe y Chittka,
2001). En nuestros tratamientos con fondo blanco, los cuatro colores ofrecieron
fuertes contrastes cromaticos, por lo que las hembras pudieron detectar
cualquiera de los colores a prueba. El color preferido por las hembras del
parasitoide sin experiencia fue el color rojo independientemente de la forma, lo
cual se reflejé con la atraccion de mas del 60% de las hembras del estudio.

Por otra parte la atraccion de las hembras sin experiencia hacia la forma oval
se reflejé en el mayor niumero de hembras visitantes y huevos ovipositados. Esto
coincide con la preferencia de parasitoides generalistas de huéspedes endofiticos
en frutos y otros parasitoides que muestran una marcada preferencia por formas
alargadas u ovales (Sivinski 1991, Ovruski et al. 2004, Segura et al. 2007). Esta
atraccion hacia los frutos ovales o alargados podria estar relacionada con la
capacidad de la forma de almacenar una mayor cantidad de huéspedes,
haciendo asi mas rentable para los parasitoides el proceso de busqueda y
localizacion de huéspedes (Segura et al. 2007).

El aprendizaje se considera una estrategia de los parasitoides generalistas
gue les permite hacer frente a la variabilidad de cualquiera de las sefales
directas o indirectas durante el proceso de busqueda (Vet y Dicke 1992; Geervliet
et al. 1998, Dukas y Duan 2000, Stireman 2002). Los resultados obtenidos en
este trabajo indican que la respuesta de eleccién de las hembras “adiestradas”

fue del 63% para la combinacién que mostré atraccién innata, la combinacién
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rojo/oval. Este patron también se observo en el tiempo de permanencia, el cual
fue 1.7 veces mayor para la combinacion rojo/oval respecto a la amarillo/circular.

En este estudio la cria de C. hunteri se estableci6 con parasitoides
provenientes de huéspedes desarrollados en frutos de chile, por lo que la
respuesta de atraccion innata hacia la combinacion rojo/oval podria estar
estrechamente relacionada con sefiales visuales provenientes de frutos de chile.
Lo anterior podria explicarse mediante el concepto de especializacion dietaria, el
cual expone que la respuesta comportamental innata y/o aprendida, y la
especificidad de la sefiales depende en gran medida de la dieta del organismo,
en el caso de parasitoides del huéspedes endofiticos y de la dieta de estos
(Steidle y van Loon 2003).

Se confirm6 que las sefiales visuales color y forma son usados por C. hunteri
en el proceso de busqueda y localizacion de su huésped o de del habitat de éste.
El color parece ser un estimulo importante a distancia para este parasitoide
(Schuster 2012), mientras que la combinacién de color y forma podrian
determinar la seleccion del microhabitat del huésped a una distancia mas corta
(Wackers y Lewis, 1999). El color rojo seria importante a distancias largas debido
al contraste acromatico, mientras que la forma oval es atractiva por que podria
albergar un mayor numero de larvas lo cual seria mas rentable para el

parasitoide.
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4. CONCLUSIONES GENERALES Y SUGERENCIAS

Los parasitoides son los enemigos naturales mas utilizados en los programas
de control bioldgico y su éxito se basa en gran medida en su elevado nivel de
especializacion y en su estrategia de vida la cual consiste en la busqueda activa y

dirigida de sus huéspedes.

En esta tesis se propuso generar informacién sobre los mecanismos
involucrados en el proceso de busqueda y localizacion de huéspedes endofiticos,
asi como el papel que desempefian el aprendizaje asociativo y las sefiales

visuales forma y color durante dicho proceso.

Para determinar los mecanismos involucrados en el proceso de busqueda y
localizacion de huéspedes, se estudio el proceso de oviposicion de C. hunteri, el
cual fue descrito mediante la elaboracion de un etograma. El etograma mostro
siete patrones comportamentales (acicalamiento, anteneo tipo 1, exhibicion del
ovipositor, anteneo tipo 2, doblamiento del abdomen, picadura, y oviposicion) los
cuales involucraron a las antenas y el ovipositor implicando la presencia de
sénsulos en dichos apéndices. Se registr0 la presencia de siete tipos
morfolégicos de sénsulos en antenas y seis en ovipositor. La morfologia externa
de los sénsulos y su frecuencia sugirieron que C. hunteri probablemente utiliza
sefales quimicas olfativas y de contacto proveniente del habitat del huésped, asi
como sefiales mecanicas y térmicas o de infrarrojo (SBC) para localizar a sus

huéspedes endofiticos.

Se confirm6 la discriminacion entre colores y formas por el parasitoide C.
hunteri en el proceso de busqueda y localizacién de su huésped o de su habitat.

Durante dicho proceso se determiné que el color parece ser un estimulo
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importante a distancia para este parasitoide, lo cual quedo demostrado con la
atraccion por el color rojo. Por otro lado mientras que la combinacion de forma y
color podria determinar la seleccion del huésped a una escala mas corta. Se
determind la existencia de la atraccion innata del parasitoide generalista C.
hunteri a la combinacién de sefiales visuales forma/color, la cual pudiera estar
relacionada con las caracteristicas del microhabitat done se desarrolla uno de sus
huéspedes naturales. Por otro lado, en ese caso en particular, se descartd el
desarrollo de aprendizaje asociativo mediante la sensibilizacion a una nueva
sefal en esta especie. Parece ser que el periodo de adiestramiento debe llevarse
generacionalmente para poder equilibrar su respuesta de atraccion con el de la
respuesta innata o que esa respuesta innata tiene una relevancia particular para
la eleccion de este parasitoide cuando se desarrolla unas generaciones sobre
huéspedes facticios (dentro de granos de garbanzo), pero que se recolectaron de
huéspedes desarrollados en frutos de chile.

Considerando la complejidad de los sénsulos encontrados en esta especie, se
proponen la realizacion de estudios electrofisiolégicos, de microscopia electrénica
de transmisibn y estudios manipulativo experimentales (amputacion o
interferencia de estructuras) que sustente la funcionalidad e importancia de los
sénsulos olfativos en antenas y ovipositor del parasitoide C. hunteri. Tambien
posibles trabajos que permitan determinar la capacidad de deteccién de calor o
infrarrojo que proporcionen mayor informacién sobre los sénsulos SBC descritos

en este estudio.

El conocimiento de la atraccion innata y del uso del aprendizaje asociado a
estimulos visuales en especies generalistas como C. hunteri podria ser utilizado

en protocolos de cria masiva. No obstante es necesario continuar trabajando para
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determinar el papel y la importancia de sefiales quimicas, sonidos y vibraciones
gue se encuentran involucrados en la asociacion entre huéspedes endofiticos y
sus parasitoides. Este conocimiento podria favorecer la explotacion de
parasitoides con mejores caracteristicas para usarse en estrategias de control
biolégico dentro del proceso de busqueda y localizacion de huéspedes
endofiticos, que permitan desarrollar programas de manejo integrado basados en

estrategias de control bioldgico.
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