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INFLUENCIA DE UN SUPLEMENTO A BASE DE PROTEINA EN LA BIOLOGIA
REPRODUCTIVA DE HEMBRAS DE Catolaccus hunteri (HYMENOPTERA:

PTEROMALIDAE)

Agustin Jesus Gonzaga Segura, DR.
Colegio de Postgraduados, 2017

RESUMEN
La alimentacion de adultos en parasitoides sinovigénicos se considera indispensable para
desarrollar funciones vitales de supervivencia y reproduccion. Es tan importante que se
relaciona con la necesidad de alimentarse de sus huéspedes para obtener nutrientes y
manifestar su potencial reproductivo. Aunque existen estudios que exploran el efecto de
carbohidratos como fuente de energia para los parasitoides adultos, existen menos estudios
que documenten la importancia de una proteina exdgena como un complemento alimenticio
en la biologia reproductiva de parasitoides sinovigénicos. Para conocer este efecto, se utiliz6
a Catolaccus hunteri como modelo de estudio por ser una especie sinovigénica. Los objetivos
de este trabajo fueron: 1) describir las ovariolas de Catolaccus hunteri y evaluar el efecto de
distintas fuentes de proteina (caseina, polen y proteina hidrolizada) como suplementos
alimenticios sobre el potencial reproductivo de este parasitoide, 2) determinar la influencia
de un suplemento a base de caseina, con y sin huésped, sobre la oogénesis de C. hunteri, 3)
determinar si distintas concentraciones de caseina, mezclada con miel, junto con el huésped
afectaban parametros de su biologia reproductiva. Las ovariolas de C. hunteri son de tipo
meroistico politrofico con un par de ovarios y tres ovariolas por ovario. Para ofrecer las
fuentes de proteina (caseina, polen y proteina hidrolizada) a los adultos de C. hunteri fue

necesario mezclarlas con miel. La miel con huésped registré 70% mas huevos que cualquier



suplemento de proteina sin huésped. No obstante, miel + caseina sin huésped produjo 38%
mas huevos que polen o proteina hidrolizada sin huésped. El tamafio de huevo (calidad) no
estuvo influenciado por los tratamientos. Después de esta primera evaluacion de suplementos
proteinicos se continud sélo con caseina mezclada con miel. Se realiz6 una evaluacion del
efecto de dicho suplemento con o sin la presencia del huésped; con estos ensayos se encontro
que la caseina mezclada con miel modifico la produccion de oocitos y huevos de C. hunteri.
Las hembras a las que se les ofrecio huésped produjeron méas huevos (77%) que aquellas sin
huésped; las hembras alimentadas con caseina + miel + huésped produjeron 22% mas huevos
respecto a aquellas hembras con miel + huésped. Por otro lado, hembras alimentadas con
miel + caseina sin huésped presentaron 38% mas huevos respecto a miel sin huésped. El
tamano de huevo fue 3% mas grande en s6lo miel comparado con miel + huésped y 10% mas
grande respecto a miel + caseina con y sin huésped. Después de comprobar que habia un
efecto de una concentracion de caseina sobre el numero de huevos, en presencia del huésped,
se ensayd con diferentes concentraciones de caseina en un periodo mas largo de evaluacion
y considerando las variables siguientes: periodo de preoviposicion, fecundidad, alimentacion
sobre el huésped, calidad de huevo y fertilidad. De las concentraciones de caseina [(0, 30, 60
y 120) mg/ 1 mL miel] s6lo se observd efecto de la concentracion 60 mg/mL de miel. En esta
concentracion se obtuvieron 30% mas huevos que en el resto de los tratamientos. No se
detectaron diferencias entre tratamientos respecto a pardmetros bioldgicos como
preoviposicion, fertilidad, tamafio de huevo o alimentacion sobre el huésped. Con este trabajo
se contribuyo a demostrar que un suplemento a base de proteina (caseina), como suplemento
en la alimentacion de hembras adultas, puede modificar la capacidad reproductiva de un

parasitoide sinovigénico. Este estudio se puede concluir, que la caseina aportd beneficios en



la biologia reproductiva de C. hunteri cuando el huésped estuvo presente y en menor grado,
sin la presencia del huésped.

Palabras clave: Control biologico, cria de insectos, nutricion
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INFLUENCE OF A PROTEIN-BASED SUPPLEMENT IN THE REPRODUCTIVE
BIOLOGY OF FEMALES OF Catolaccus hunteri (HYMENOPTERA:

PTEROMALIDAE)

Agustin Jesis Gonzaga Segura, DR.
Colegio de Postgraduados, 2017

ABSTRACT
The feeding process of synovigenic parasitoid adults is considered essential to develop vital
functions of survival and reproduction. It is so important that it is related to the need for host
feeding to obtain nutrients and to express their reproductive potential. Although there are
studies about the effect of carbohydrates as an energy source for this kind of parasitoid adults,
there are fewer studies that support the importance of an exogenous protein as a dietary
supplement in the reproductive biology of synovigenic parasitoids; for knowing if there are
any related effect, Catolaccus hunteri was used as a model of synovigenic species, and the
objectives of this work were: 1) to describe the ovariolas of Catolaccus hunteri and to
evaluate the effect of different sources of protein (hydrolyzed casein, pollen and hydrolyzed
protein) as dietary supplements on its reproductive potential, 2) to determine the influence of
a supplement based on casein, with and without host, on the oogenesis of C. hunteri, 3) to
determine if different casein concentrations, mixed with honey, and the host presence cause
any effect on its reproductive biology. The ovariolas of C. hunteri are of polytrophic
meroistic type with a pair of ovaries and three ovariolas by ovary. To offer the sources of
protein (casein, pollen and hydrolyzed protein) to the adults of C. hunteri was necessary to
mix them with honey. Honey plus host registered 70% more eggs than any protein

supplement without host. However, honey plus casein without host produced 38% more eggs
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than pollen or hydrolyzed protein without host. The egg size (quality) was not influenced by
the treatments. After this first evaluation of protein supplements, only casein mixed with
honey was kept for experimentation. We did an evaluation of the effect of a casein
concentration (60 mg / 1 mL honey) with or without the presence of the host; after those
assays it was found that casein mixed with honey modified the oocytes and eggs production
of C. hunteri. Females to which host were offered produced more eggs (77%) than those
without host; females fed with casein + honey + host produced 22% more eggs than females
with honey + host. On the other hand, females fed with honey + casein without host had 38%
more eggs than females fed with honey without host. The egg size was 3% larger in honey
compared to honey + host and 10% larger in relation to honey + casein with and without host.
After checking that there was an effect of casein on the number of eggs in presence of the
host, different concentrations of casein were tested as a dietary supplements (0, 30, 60 and
120 casein mg / 1 mL honey) for female adults during a longer period of evaluation. At the
same time we considered other variables such as: preoviposition period, fecundity, host
feeding, egg quality and fertility. Of the different concentrations of casein only 60 mg /1 mL
honey offered a consistent response. In this concentration, 30% more eggs were obtained
than in the rest of treatments. No differences were detected between treatments regarding
biological parameters such as preoviposition, fertility, egg size or feeding on the host. This
work helped to demonstrate that a supplement based on protein (casein), as a supplement in
the diet of adult females, can modify the reproductive capacity of a synovigenic parasitoid.
We concluded that casein contributed to the reproductive biology of C. hunteri when the host
was present and to a lesser degree without the presence of the host.

Key words: Biological control, rearing of insects, nutrition
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1 INTRODUCCION GENERAL

Existen varias maneras de clasificar a los parasitoides de Insecta dependiendo de sus
caracteristicas biologicas y comportamentales. Una de estas clasificaciones tiene que ver con
la capacidad de colocar huevos al iniciar el estado adulto, asi se habla de parasitoides
proovigénicos y sinovigénicos. Los parasitoides proovigénicos emergen de la pupa con una
cantidad de huevos maduros, generalmente con su carga completa o casi completa. Mientras
que, los sinovigénicos al iniciar su estado adulto tienen pocos o ningun huevo maduro en sus
ovariolas (Flanders 1950, Jervis y Kidd 1986, Jervis et al. 2001, Jervis et al. 2008). Como en
parasitoides sinovigénicos no hay un numero grande de huevos maduros a la emergencia,
entonces es comun que las hembras necesiten alimentarse a lo largo de su vida, ademas de
requerir un periodo de tiempo, generalmente dias, para aparearse, y asi producir y madurar
los huevos hasta colocar el primero (periodo de preoviposicion) (Flanders 1950, Rojas et al.
1996, Jervis et al. 2001, Bernal 2007). Ademas, necesitan consumir proteina para continuar
madurando los huevos. Esta proteina generalmente la proporciona la hemolinfa del huésped
y se extrae de éste después de picar con el ovipositor y empezar a alimentarse (alimentacion
sobre el huésped) (Heimpel y Collier 1996, Giron et al. 2002, Kapranas y Luck 2008), aunque
también la disponibilidad de polen puede considerarse de relevancia para algunas especies
en determiandos momentos (Leius 1969, Wackers 2005, Jervis y Kidd 1986, Zhang et al.
2004). La necesidad de proteina en el estado adulto de parasitoides sinovigénicos se ha
asociado con la alimentacion sobre el huésped y por tanto, el aumento en la tasa de mortalidad
en la poblacion del huésped (Tena et al. 2011, Paladino et al. 2010, Kapranas y Tena, 2015).
De hecho, algunos trabajos han demostrado que para la produccion y maduracion de un huevo
en parasitoides sinovigénicos se puede necesitar alimentarse de al menos un huésped

(Heimpel y Rosenheim, 1995, Wang y Messing 2003, Ceron-Gonzalez et al. 2014).



La nutricién en parasitoides en estado larval y adulto es una de las funciones
indispensable para realizar todos los procesos bioldgicos, tales como crecimiento, desarrollo,
maduracion y reproduccion (Rivero y Casas 1999, Lee et al. 2004, Strand y Casas 2008). Las
especies que se consideran sinovigénicas necesitan una alimentacion rica en nutrientes como
proteinas, lipidos y carbohidratos, sobre todo en estado adulto (Jervis, et al. 2001, Jervis et
al. 2008, Boding et al. 2009, Chen y Stansly 2014, Kapranas y Tena 2015). Estos nutrientes
son indispensable para manifestar su biologia reproductiva y se obtienen, principalmente, de
la alimentacion sobre el huésped (hemolinfa), o también de otras fuentes externas como
néctar, mielecilla o polen (Leius 1969, Heimpel y Collier 1996, Jervis et al. 2001, Wackers
2004, Casas et al. 2005, Kapranas y Luck 2008, Jervis et al. 2008). De estas fuentes de
nutrientes, los parasitoides sinovigéncos obtienen algunas proteinas, que juegan un papel
importante para manifestar su potencial reproductivo, porque se relacionan principalmente
con la formacion de ovariolas, la carga de oocitos y formacion de huevos, ademas de prevenir
la reabsorcién de estos (Rivero y Casas 1999, Jervis et al. 2001 Jervis et al. 2008, Chen y
Stansly 2014, Vanaclocha 2014).

Algunos carbohidratos que provienen de néctar, polen, fructosa y sacarosa, funcionan
como suplementos alimenticios en la dieta de diferentes parasitoides sinovigénicos (Leius
1969, Wackers 2001, Lee et al. 2004, Wackers 2005, Wang et al. 2014) y tienen un efecto
sobre algunas caracteristicas biologicas como longevidad, carga de huevos, fecundidad,
tamafno de huevo (calidad) asi como fertilidad. Estos parametros son importantes en el
desempefio del parasitoide y junto a la disponibilidad de alimentarse del huésped, se pueden
incrementar respecto a parasitoides sin esos suplementos (Leatemia et al. 1995, Morales-
Ramos et al. 1996, Giron y Casas 2003, Casas et al. 2005, Chen y Stansly 2014, Vanaclocha

et al. 2014, Lahiri et al. 2017).



Existe evidencia experimental que demuestra que las proteinas, ademas de los
carbohidratos, son nutrimentos esenciales en la vida de los parasitoides sinovigénicos,
particularmente en el estado adulto. Sin embargo, existen pocos trabajos donde se haya
evaluado una fuente de proteina en el estado adulto de un parasitoide sinovigénicos para
conocer como influye en su estrategia reproductiva (Morales-Ramos et al. 1996, Lauziere et
al. 2001, Chen y Stansly 2014, Vanaclocha et al. 2014). El presente estudio partio de la
hipdtesis general que el acceso a una proteina exdgena y miel, como alimento suplementario,
podrian influenciar la biologia reproductiva de un parasitoide sinovigénico. Para probar esta
hipdtesis, se us6 como modelo de estudio a Catolaccus hunteri Crawford (Hymenoptera:
Pteromalidae) un ectoparasitoide solitario y sinovigénico, y a su huésped facticio
Callosobruchus maculatus F. (Coleoptera: Bruchidae) (Rodriguez-Leyva et al. 2000). Por lo
anterior, los objetivos de este trabajo fueron los siguientes.

1.1 Objetivo general

Determinar si un suplemento alimenticio a base de proteinas mezclada con carbohidratos
proporcionado a hembras de un parasitoide sinovigéncio (Catolaccus hunteri) modifica su
comportamiento reproductivo.

1.1.1 Objetivos especificos

1. Describir morfoldgicamente las ovariolas de C. hunteri.

2. Determinar si hembras adultas de C. hunteri alimentadas con fuentes de proteina
como caseina, polen o proteina hidrolizada, mezcladas con miel, modifican su
potencial reproductivo en ausencia del huésped.

3. Determinar si un suplemento a base de proteina (caseina), con y sin alimentacion

sobre el huésped, influye en la oogénesis de C. hunteri.



4. Determinar si C. hunteri alimentado con diferentes concentraciones de caseina
mezclada con miel, como un suplemento alimenticio en estado adulto, mas la

alimentacion sobre el huésped modifica parametros de su biologia reproductiva.



CAPITULO 1. DESCRIPCION MORFOLOGICA DE OVARIOLAS DE Catolaccus
hunteri (HYMENOPTERA: PTEROMALIDAE) Y SU DESARROLLO CON

DISTINTAS FUENTES PROTEINICAS

2.1 RESUMEN

Se realiz6 una descripcidn de las ovariolas de Catolaccus hunteri y se evaluo en adultos de
esta especie, la influencia de tres suplementos proteinicos a base de caseina, polen y proteina
hidrolizada, con las combinaciones siguientes: [miel (testigo), miel y presencia de huésped,
miel con caseina, miel con polen y miel con proteina hidrolizada], sobre la cantidad de
oocitos, huevos y tamafio (calidad) de éstos. Para evaluar las variables antes mencionadas se
realizaron disecciones de C. hunterialos 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 d de edad. Las ovariolas
de C. hunteri son de tipo meroistico politréfico, con un par de ovarios y tres ovariolas por
ovario. El total de oocitos fue 38% mayor en miel con alimentacion sobre el huésped,
comparada con los demas tratamientos; siguieron los tratamientos miel y miel méas caseina
con 18% mas oocitos cada uno respecto a miel mas proteina hidrolizada. Por otro lado, miel
con alimentacion sobre el huésped registr6 70% mas huevos totales respecto de los
tratamientos sin alimentacién sobre el huésped. Le siguid el tratamiento miel méas caseina
con 38% mas huevos que los tratamientos sin alimentacidn sobre el huésped. Por otro lado,
el tamafio de huevo de huevo no estuvo influenciada por los tratamientos. No obstante, se
encontré una relacion positiva entre el nimero total de huevos, con respecto al tamario de
huevos en el tratamiento miel mas caseina, posiblemente las hembras invirtieron mas
nutrientes hacia la formacion de huevos, sin disminuir su tamafio. La mayor produccion de
oocitos y huevos se presentaron en los dias 5, 10 y 15, y el tratamiento miel con alimentacion

sobre el huesped presentd mayor nimero en ambas de estas variables. Los resultados en
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tratamientos sin alimentacion sobre el huésped indican que la caseina tiene un efecto en la
biologia reproductiva de C. hunteri y se deberia considerar su evaluacion con la alimentacion
sobre el huésped.

Palabras clave: Parasitoides sinovigénicos, nutricion, oogéenesis, potencial reproductivo.

2.2 INTRODUCCION

Los parasitoides requieren de macronutrientes (proteinas, lipidos y carbohidratos)
para realizar funciones indispensables de desarrollo y reproduccion (Rivero y Casas 1999,
Jervis y Ferns 2004, Casas et al. 2005, Hogervorst et al. 2007, Strand y Casas 2008). En
parasitoides sinovigénicos, es decir aquéllos que necesitan alimentarse para madurar huevos
a lo largo del estado adulto, los nutrientes pueden ser adquiridos y almacenados en la etapa
larval y/o en adulto (Jervis, et al. 2001, 2008, Chen y Stansly 2014, Kapranas y Tena 2015).
En el estado adulto estos nutrimentos se obtienen principalmente por medio de la
alimentacion sobre el huésped (hemolinfa), o también de otras fuentes externas como néctar,
mielecilla y polen, donde adquieren energia y algunas proteinas necesarias para manifestar
su potencial reproductivo (Leius 1969, Heimpel y Collier 1996, Rivero y Casas 1999,
Thompson 1999, Jervis et al. 2001, Wackers 2004, Wéckers 2005, Casas et al. 2005, Burguer
et al. 2005, Hogervorst et al. 2007, Jervis et al. 2008, Kapranas y Luck 2008). La obtencion
de proteina en especies sinovigénicas es importante en su biologia reproductiva porque se
relacionan con la formacion de ovariolas, la carga de oocitos, y la disponibilidad y calidad
de huevos (Jervis et al. 2008, Kapranas y Luck 2008, Bodin et al. 2009, Visser y Ellers 2012,
Chen y Stansly 2014, Liu et al. 2014, Vanaclocha et al. 2014).

En varios estudios se sefiala que en parasitoides sinovigénicos los suplementos

alimenticios prolongan la longevidad; sin embargo, de manera individual estos suplementos
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son insuficiente para realizar el proceso de oogénesis (Rojas et al. 1996, Morales-Ramos et
al. 1998, Rivero y West 2005, Kapranas y Luck 2008, Visser y Ellers 2012). No obstante,
cuando se adiciona una fuente de nutrientes (suplementos) junto con la disonibilidad de
alimentarse sobre el huésped, se puede incrementar la fecundidad (Morales-Ramos et al.
1996, Casas et al. 2005, Chen y Stansly 2014, Vanaclocha et al, 2014).

Estda bien documentado que algunos suplementos alimenticios a base de
carbohidratos, principalmente miel, se utilizan en cria de parasitoides y tienen el potencial de
influir en su éxito reproductivo como por ejemplo en Macrocentrus grandii Goidanich
(Hymenoptera: Braconidae), Neochrysocharis formosa Westwood (Hymenoptera:
Eulophidae) y Eupelmus vuilletti Crawford (Hymenoptera: Eupelmidae) (Olson et al. 2000,
Casas et al. 2005; Wang et al. 2014). No obstante, existe menos informacion de la influencia
que pudiera tener una fuente exdgena de proteina en la biologia reproductiva de parasitoides
sinovigénicos, sobre todo en ausencia de alimentacion sobre el huésped (Morales-Ramos et
al. 1996, Lauziére et al. 2001, Chen y Stansly 2014, Vanaclocha et al. 2014). Para conocer el
efecto de un suplemento alimenticio a base de proteina sobre una especie sinovigénica, se
usé como modelo de estudio a Catolaccus hunteri Crawford (Hymenoptera: Pteromalidae).
Este es un ectoparasitoide, solitario, generalista y que necesita alimentarse del huésped para
formar huevos (Rodriguez-Leyva et al. 2000). Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
describir las ovariolas de C. hunteri y determinar si hembras de esta especie alimentada con
distintas fuentes de proteina en estado adulto, mezcladas con miel, modifican su potencial

reproductivo sin alimentacion sobre el huésped.



2.3 MATERIALES Y METODOS
2.3.1 Material biologico
2.3.1.1 Cria de Callosobruchus maculatus

Para reproducir al parasitoide se establecidé una cria del huésped facticio
Callosobruchus maculatus Fabricius (Coleoptera: Bruchidae), el cual se reprodujo sobre
semillas de garbanzo (Cicer arietinum Linneo) de acuerdo a la metodologia de Vasquez et
al. (2005) y Rodriguez-Leyva et al. (2002) con modificaciones ligeras. La metodologia
consistio en infestar cada dos semanas 200 g de garbanzo con 300 bruquidos adultos. La
mitad de este material se mantuvo 21 d en recipientes de plastico de 0.5 L en condiciones
controladas (25+2°C, 60-70% H. R. y 12:12 h L:O) para la obtencion de larvas para el
parasitoide, el resto del material se conservo en las mismas condiciones hasta la emergencia
de adultos para mantener la cria del huésped facticio.
2.3.1.2 Cria de Catolaccus hunteri

Los individuos de C. hunteri se desarrollaron sobre larvas de C. maculatus. En una
jaula de 3.8 L se mantuvieron 50-80 adultos del parasitoide y se introducian 200 g de
garbanzo infestado con larvas del dltimo instar del gorgojo del garbanzo, aproximadamente
de 21 d de edad. Los garbanzos infestados se mantuvieron por 48 h y posteriormente se
retiraron a recipientes de plastico de 0.5 L donde se permitid el desarrollo y emergencia de
los parasitoides en las condiciones ambientales arriba sefialadas. En la cria del parasitoide se
seleccionaban y usaban aquellas hembras que ovipositaban los primeros 7 dias despues de la

emergencia.



2.3.2 Tratamientos y disefio experimental

Los experimentos se realizaron en el laboratorio de control biolégico del Colegio de
Postgraduados a 25+2°C, 60-70% H. R. y un fotoperiodo de 12:12 h L:O. En todos los casos
se utilizaron hembras adultas de C. hunteri de < 8 h de edad.

Los tratamientos consistieron en diferentes fuentes de proteina mezclada con miel: 1)
miel (testigo), 2) miel y presencia del huésped, 3) miel con caseina hidrolizada (Sigma-
Aldrich-22090-500G con 17% de aminodacidos), 4) miel con proteina hidrolizada (Captor 300
con 33% de aminoacidos derivados de la hidrolisis de proteinas) y 5) miel con granos de
polen (Polen grano chile FO3 con 19.40% de proteinas, KoppertMéxico). En todos los casos,
las proteinas se homogeneizaron al 6.3% de acuerdo al porcentaje de aminoacidos utilizados
en una dieta para la especie relacionada Catolaccus grandis Burks (Rojas et al. 1996).

Cada arena experimental consistid de 100 hembras y 200 machos de Catolaccus
hunteri confinados en una jaula de plastico de 3.8 L, con aberturas laterales (13 x 7 cm)
cubiertas con tela organdi para favorecer ventilacion, donde se proporciond agua en una
mecha de algodon humeda. Los tratamientos se aplicaron ad libitum de los adultos, para ello
se us6 una jeringa de 10 mL y se colocaban lineas finas de la mezcla de miel y proteinas
sobre la cara interna superior de cada jaula. En el caso del tratamiento miel con huésped solo
se ofrecid miel y se ofrecieron 200 g de garbanzo infestado con larvas de 21 d de edad de C.
maculatus. La miel y mezcla de proteinas, y los garbanzos con huésped, se renovaron cada
48 h. De cada tratamiento se retiraron diez hembras (cada hembra como repeticion) a
intervalos de 0 (antes de alimentarse), 1, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 d para su diseccion. El
experimento se termind al cabo de 30 d porque durante ese periodo la sobrevivencia de
hembras fue del 80% e iniciaba la disminucidn de oviposicion (Rodriguez-Leyva et al. 2000,

Seal et al. 2002). Debido a la gran cantidad de material para disectar, una vez retiradas las
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hembras de los tratamientos, cada una de las avispas se coloc6 en un tubo de Eppendorf de 2
mL y se conservo a -80°C en un ultracongelador (Thermo Fisher Scientific, Modelo 703)
hasta su diseccion, previamente se confirmo que el proceso de congelacion permitia que el
material se mantuviera sin cambios en la ovariolas y huevos (datos sin publicar).

2.3.3 Ovariolas, produccion de oocitos y huevos en adultos de Catolaccus hunteri

Cada una de las 10 hembras de cada tratamiento e intervalo de tiempo (0, 1, 5, 10, 15,
20, 25y 30 d), se colocaba de manera individual en una caja de Petri en agua corriente. Bajo
un microscopio estereoscopico (10x), y con unas pinzas entomoldgicas, se les separé el
abdomen y enseguida se retiraron los escleritos dorsales y ventrales. Después se removieron
las ovariolas y se fotografiaron con un Fotomicroscopio Il de Carl Zeiss, adaptado con una
camara digital PAXcma 3. Usando estas fotografias se realizé la descripcién del sistema
reproductor (ovariolas), y conteo de oocitos y huevos. Cabe mencionar que para la
descripcion morfoldgica se utilizd Gnicamente aquellas hembras del tratamiento de miel mas
huésped. También se midi6 el tamafio de huevos (calidad) formados en las ovariolas, en todas
las hembras de los tratamientos. Para diferenciar oocitos de huevos se considerd lo siguiente:
un huevo maduro se caracterizaba por la presencia de corion y la ausencia de células nodrizas
(trofocitos), mientras que en oocitos las células nodrizas estaban presentes ademas de tejido
folicular (Andrade et al. 2012, Chapman 2013).

En cada hembra se midio el largo (W) y ancho () de dos huevos, los més cercanos al
oviducto de cada ovario, de ambos parametros se obtuvo la media geométrica (Manikandan
2011) como indice de calidad de huevo (tamafo). La medicion se llevé a cabo con el
analizador de imagenes Image tool para Windows version 3.0 (Wilcox et al. 2002). La
imagen de cada huevo se calibro de acuerdo a la escala establecida para cada fotografia.

También se realizo un analisis exploratorio de correlacion entre el nimero de huevos totales
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y tamafio de huevos, porque parece ser que existe una relacion positiva de hembras que
producen mas huevos y estos son de menor tamafo (Price 1973, Blackburn 1991).
2.3.4 Analisis estadistico

El nimero de oocitos y huevos por tratamiento e intervalo de tiempo se transformaron
en rangos para su andlisis. Mientras que el tamafio de huevo (media geométrica), los datos se
transformaron a raiz cubica. Los oocitos y huevos se analizaron por cada una de las fechas.
Todos los datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y en caso de existir
diferencias entre tratamientos se utiliz una separacion de medias Tukey (P<0.05). También
se realiz6 una correlacion de Spearman del nimero total de huevos con respecto al tamafio
de huevos. Los analisis se realizaron con el programa Statistix 8.1 (Analytical Software

2003).

2.4 RESULTADOS
2.4.1 Ovariolas en Catolaccus hunteri

Aunque el nimero de ovariolas vario de cinco a ocho, el sistema reproductivo en
hembras de C. hunteri (Figura 1A, B) consistio en la mayoria de los casos (76%) de un par
de ovarios y tres ovariolas alargadas, paralelamente en cada ovario. Las ovariolas son de tipo
meroistico politréfico, y cada una se conecta a un oviducto, y ambos oviductos a su vez se
unen a un oviducto comdn. Ademas, existen dos glandulas accesorias y cada una se localiza

lateralmente hacia el oviducto comun (Figura 1B).
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Figura 1. Hembra de Catolaccus hunteri (A) morfologia de ovariolas (B) Ova, ovario; Oc,
oviducto comun; Ol, oviducto lateral; Hue, huevo (B, F); Ger, germario (B, C); Vit, Vitelario
(B); Oocitos en diferentes estados de desarrollo (D, E), Fol, foliculo (D, E); Trof, trofocitos
(D, E) y Cor, corion (F).

En cada ovariola se distinguen dos zonas de maduracién: el germario (Figura 1 B, C),
que se encuentra en la parte distal y posee células germinales (formacién de oocitos) y el
vitelario, que ocupa la mayor parte de la ovariola y donde se pueden observar lineas de
oocitos en diferentes etapas de desarrollo (Figura 1B, D, E). Estos oocitos se caracterizan por
una divisién o constriccién que forma dos sacos, uno con tejido folicular (Figura 1D, E) y el

otro con trofocitos (células nodrizas) (Figura 1D, E). Conforme los oocitos estdn mas
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préximos a los oviductos, aumentan de tamafio hasta convertirse en huevos, estos se localizan
en la region basal, cercana a los oviductos laterales (Figura 1B), y se caracterizan por la
presencia de corion. Los huevos son himenopteriformes y ligeramente ornamentados (Figura
1F).

2.4.2 Formacion de oocitos y huevos totales, y calidad (tamafio) de huevos en
Catolaccus hunteri

La miel y las distintas fuentes de proteina con la que se alimentd a las hembras
influyeron significativamente en el numero total de oocitos (Fa, 383= 24.81; P <0.0001) y
huevos (Fs, 383= 105.94; P <0.0001) (Cuadro 1).

Las hembras alimentadas con miel mas huésped presentaron la mayor produccion de
oocitos y huevos. La produccion de oocitos en los tratamientos sin huésped fue similar en
caseina, miel y polen; no obstante, este Gltimo tratamiento no fue diferente a proteina
hidrolizada (Cuadro 1).

El numero total de huevos con miel y huésped fue superior en al menos 50% con
respecto a miel mas caseina, y 70% superior al resto de tratamientos. El tamafio de huevo
(Cuadro 1) no present6 variacion entre los tratamientos (Fs, 30s= 2.01; P=0.1086).

Unicamente en el tratamiento miel mas caseina se encontr6 una correlacion entre el
namero total de huevos y tamafio de huevos (media geométrica). El resto de los tratamientos

no mostraron alguna relacion significativa (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Promedio de oocitos, huevos y tamafos de huevos (media geométrica) de

Catolaccus hunteri.

Tratamientos

Variables (MediazEE)

Oocitos Huevos Tamario del huevo (L)

Miel (control) 24.84+0.69 b 3.42+0.25 ¢ 314.37+2.81 a
Miel con huésped 32.96+1.23a  12.25+0.98 a 310.52+3.59 a
Miel con caseina 25.67+£0.90 b 5.57+0.36 b 304.66+2.46 a
Miel con proteina

21+0.70 c 3.42+0.23 ¢ 304.64+2.88 a
hidrolizada
Miel con polen 23.14+0.75 bc 3.49+0.24 c 310.88.54+2.87 a

Medias con la misma letra en cada columna no difieren estadisticamente entre si (Tukey;

p<0.05).

Cuadro 2 Correlacion (r?) entre el nimero total de huevos con respecto al tamafio de huevo

(media geométrica) por cada tratamiento en Catolaccus hunteri.

Tratamientos r? n P

Miel (control absoluto) 0.1533 63 0.2296
Miel con huésped 0.0364 67 0.7695
Miel con caseina 0.7036 60 <0.0001
Miel con proteina hidrolizada 0.2443 59 0.0624
Miel con polen 0.1671 61 0.1975
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2.4.3 Dinamica de oocitos en adultos de Catolaccus hunteri

El desarrollo de oocitos a través del tiempo mostré diferencias durante los dias de
evaluacion entre tratamientos (F7, 383=5.27; P <0.0001). Las hembras de C. hunteri recién
emergidas (< 8 h) tenian 23.2+0.8 oocitos en desarrollo sin diferencias entre tratamientos (Fa4,
49=0.92; P = 0.4580), también sin diferencias para el dia 1 (Fa, 49= 1.08; P = 0.3771) (Figura
2). El efecto de la alimentacion de las hembras con los suplementos alimenticios sobre la
produccion de oocitos se observo a partir del dia 5 (F4, 49=7.12; P=0.0002), y a partir de esta
fecha las hembras alimentadas con miel y disposicion del huésped presentaron mayor nimero
de oocitos en todas las fechas de evaluacion. En el dia 5, en todos los tratamientos, las
hembras aumentaron la carga de oocitos con respecto al dia 1 aunque ese aumento fue menos
evidente en polen y proteina hidrolizada. Las hembras alimentadas con miel y disposicion
del huésped presentaron mayor nimero de oocitos (38.9+2.37) comparadas con aquellas

expuestas a miel y suplementos proteinicos.
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Figura 2. Dindmica de oocitos de Catolaccus hunteri a diferentes intervalos de tiempo.
Hembras sometidas a distintos suplementos alimenticios. Datos son medias y las lineas

verticales error estandar (EE).
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A los 10 dias de evaluacion se encontraron diferencias entre los tratamientos (Fa,
48=6.47; P= 0.0003). Los parasitoides sometidos a miel mas huésped desarrollaron mas
oocitos (34.8+3.28) mientras los tratamientos sin huésped tuvieron ligeras variaciones en el
desarrollo de los oocitos pero no fueron diferentes entre si.

En la evaluacion del dia 15 se present6 el mayor numero de oocitos en el tratamiento
de miel méas huésped (39+3.82) (F4, 49=7.87; P= 0.0001) y a partir de alli comienza un
descenso gradual en el desarrollo de oocitos. No obstante, el efecto de la miel y presencia del
huésped siguieron teniendo efecto significativo en el dia 20 (Fs, 46=5.29; P=0.0014), 25 (F4,
38=6.68; P=0.0004) y 30 (F4, 38=6.68; P=0.0004). El resto de tratamientos siguio presentando
menor nimero de oocitos pero estuvieron presentes hasta el Ultimo dia de evaluacion.

2.4.4 Dinamica de huevos en adultos de Catolaccus hunteri

El nimero de huevos estuvo influenciado por los tratamientos conforme transcurria
el tiempo (F7, 383=7.57; P=0.0001) (Figura 3). Las hembras de todos los tratamientos tuvieron
una carga inicial de huevos el primer dia de evaluacién (3.96+0.32) y no hubo diferencias
entre estos (Fs, 49= 0.89; P = 0.4790). No obstante, se observaron diferencias significativas
en el dia 5 (Fa, 40= 22.06; P <0.0001), 10 (F4, 48= 31.99; P <0.0001), 15 (Fa4, 40= 86.38; P
<0.0001); 20 (Fa4, 48= 9.01; P <0.0001), 25 (F4,45= 11.4; P <0.0001) y 30 (F4, 3= 12.58; P
<0.0001).

A partir del dia 5 se observo un patron en la presencia de huevos. Conforme
transcurria el tiempo, las hembras alimentadas con miel y disposicion del huésped tuvieron
siempre el mayor numero de huevos comparadas con aquellas sin huésped (Figura 3). El
tratamiento que le sigui0 al anterior fue el de las hembras mantenidas con miel méas caseina,
que tuvieron ligeramente mas huevos los dias 5, 10 con respecto a la proteina hidrolizada, o

los dias 10, 15 y 25 con respecto a solo la miel.
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Figura 3. Dinamica de huevos de Catolaccus hunteri a través del tiempo. Hembras sometidas
a distintos suplementos alimenticios. Datos son medias y las lineas verticales error estandar

(EE).

2.5 DISCUSION

La morfologia de las ovariolas en Catolaccus hunteri es la comln entre los
himendpteros (Iwata 1960, Andrade et al. 2012, Liu et al. 2014, Mao et al. 2016). El nimero
de ovariolas en esta especie tuvo variacion de 3 a 8, pero el mayor porcentaje de hembras
(76%) tuvieron so6lo 3 ovariolas por ovario. Esta caracteristica morfoldgica es similar a la
especie relacionada Catolaccus grandis y a otros pteromalidos como Trichomalopsis shirakii
Crawford y al eupélmido Eupelmus vuilleti (Morales-Ramos et al. 1996, Bodin et al. 2009,
Mao et al. 2016).

Los huevos de C. hunteri son del tipo anhidrdpicos, es decir, que se forman por la
adquisicion de lipidos y proteinas que daran origen al vitelo (yema) permitiendo el desarrollo
embrionario dentro del huevo y la eclosion. Este tipo de huevo es caracteristico de las
especies sinovigeénicas, especialmente de ectoparasitoides (King y Richards 1969, Antolin y

Williams 1989, Jervis et al. 2001, Jervis et al. 2008, Andrade et al. 2012, Liu et al. 2014).
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Esta bien documentado que la nutricion y la presencia del huésped son importantes
en el proceso de oogénesis en parasitoides sinovigénicos (Jervis et al. 2001, Jervis et al. 2008)
incluida la especie relacionada Catolaccus grandis (Morales-Ramos et al. 1998). En este
trabajo sobre C. hunteri se observaron diferencias en el nimero total de oocitos y nimero
total de huevos, ademas de diferencias en el desarrollo de estos a través del tiempo, como
consecuencia del acceso a las diferentes fuentes de suplementos proteinicos mas miel de la
que disponian los adultos. EI niumero total de oocitos tuvo una influencia menos acentuada
con respecto a la fuente proteinica. Aparentemente, la miel méas proteina hidrolizada tuvo
menos efectos favorables para la produccion de oocitos. Sin embargo, esta situacion fue
diferente en el caso del numero total de huevos. La miel més la alimentacion sobre el huésped
fue el tratamiento que proporciond el mayor nimero de huevos totales, después la miel mas
caseina superd al resto de tratamientos, aunque so6lo en diferencias limitadas. Debido a que
en parasitoides sinovigénicos el desarrollo de huevos esta relacionado con la adquisicién de
nutrientes en estado adulto (Casas et al. 2005, Jervis et al. 2008, Kapranas y Tena 2015), es
probable que la miel mas caseina sea una mejor fuente de proteinas para C. hunteri,
comparada con el resto de tratamientos sin alimentacion sobre el huésped. Esta respuesta
diferencial a fuentes proteinicas en adultos se ha reportado en especies de Aphytis
(Vanaclocha et al. 2014). Como se ha mencionado, la menor cantidad de huevos se registrd
en los suplementos sin huésped y en algunos de estos tratamientos la carga de huevo no difirié
entre ellos. Hay un aspecto que se debe considerar en parasitoides sinovigénicos, la carga de
huevos y su disponibilidad dependen del estimulo de oviposicion en presencia del huésped,
es decir los parasitoides forman mas huevos conforme van ovipositando (Donaldson y Walter
1988, Rivero-Lynch y Godfray, 1997). Es probable que las hembras de C. hunteri sin

presencia del huésped acumularon huevos a través del tiempo, una vez que se formaron, pero
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no expresaron su capacidad reproductiva en esa condicion porque no hubo estimulo del
huésped.

El ndmero de oocitos a través del tiempo en C. hunteri reveld algunos hechos
interesantes. Por ejemplo, las hembras de C. hunteri emergen con una carga de oocitos
formados, y esa carga se modifica con la disposicion del huésped rapidamente. Las hembras
que se alimentaron s6lo de miel lograron mantener esa carga de oocitos hasta el dia 20, y no
hubo efecto marcado cuando se ofrecieron las fuentes proteinicas. En otros parasitoides la
maduracion de oocitos se da en la fase de pupa y las hembras eclosionan con una carga de
oocitos en diferentes estados de desarrollo (Bodin et al. 2009, Liu et al. 2014, Wang y
Messing 2003), probablemente suceda lo mismo en C. hunteri obteniendo cantidades
necesarias de nutrientes desde la etapa larval para tener disponible esa carga de oocitos.

El nimero de huevos y su dindmica en el tiempo tuvieron diferencias con respecto al
comportamiento de los oocitos. Esta bien establecido que C. hunteri es una especie
sinovigénica (Rodriguez-Leyva et al. 2000, Seal et al. 2002), en este caso al momento de la
emergencia no habia huevos formados pero en el primer dia se registr6 una cantidad pequefia
de huevos (alrededor de tres) en todas las hembras. Este aspecto biologico también se ha
observado en algunas especies sinovigéenicas, madurando algunos huevos en los primeros
dias de emergencia y necesitando alimento para la produccién de méas huevos (Bodin et al.
2009, Liu et al. 2014, Wang y Messing 2003). En C. hunteri la alimentacién sobre el huésped
fue decisiva para el incremento en el nimero de huevos. Por otro lado, el tratamiento de miel
mas caseina mostré ligeramente mas huevos los dias 5 y 10 con respecto a la proteina
hidrolizada, o los dias 10, 15 y 25 con respecto a sélo la miel. Esto hace suponer que ese
tratamiento proporciond alguna ventaja alimenticia con respecto a los tratamientos sefialados,

lo que corrobora el papel de las proteinas como nutrientes indispensables en la formacion de
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oocitos y huevos (Chen y Stansly 2014, Liu et al. 2014, Vanaclocha et al. 2014) y que la
caseina, en el caso de C. hunteri, aportd algo de esas proteinas necesarias para la formacién
de més huevos.

El tamafio del huevo (calidad) se considera un pardmetro bioldgico de éxito
reproductivo en parasitoides y se relaciona con la cantidad de nutrientes para el individuo en
formacion (Blackburn 1991, Giron y Casas 2003). En este estudio, los suplementos a base
proteina con y sin huésped no mostraron un efecto respecto al tamafio de huevo de C. hunteri
como se ha observado en otros trabajos (Giron y Casas 2003, Bodin et al. 2009, Liu et al.
2014). Por otro lado, una mayor produccion de huevos se relaciona con huevos de menor
tamano (Blackburn 1991, Mayhew y Blackburn 1999). En C. hunteri se observé una relacion
importante entre el nimero de huevos y su tamafio en el suplemento de miel més caseina, no
asi en el resto de los tratamientos. Aparentemente, C. hunteri empled méas nutrientes hacia el
numero (carga de huevos) que hacia el tamafio de huevo como se ha registrado en algunos
ichneumonidos, braconidos, eulofidos y encirtidos (Price 1973, Kapranas y Luck 2008).

En este trabajo, con el parasitoide sinovigénico C. hunteri, se corrobor6 la necesidad
del huésped para obtener una fuente de proteina y el estimulo para la oogénesis. Las fuentes
de proteina mezcladas con miel tuvieron poco efecto en este fendmeno; no obstante, es
conveniente experimentar con algunas de estas fuentes de proteina en adultos de C. hunteri
y la presencia del huésped. Quiza de esta manera se podria explorar si alguna de esas fuentes

de proteina fomenta cambios de relevancia en la biologia reproductiva de la especie.
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CAPITULO 2. EFECTO DE SUPLEMENTOS PROTEINICOS SOBRE LA
OOGENESIS DE Catolaccus hunteri (HYMENOPTERA: PTEROMALIDAE)

3.1 RESUMEN

En este trabajo se exploro el efecto de la adiccion de una proteina (caseina (60 mg/mL miel),
con o sin la alimentacion del huésped, como suplemento alimenticio de hembras adultas de
Catolaccus hunteri sobre la produccion de oocitos, y la cantidad y calidad de huevos. Los
tratamientos fueron: 1) miel sin huésped (testigo), 2) miel con huésped, 3) miel con caseina
(Sigma-Aldrich-22090-500G 17% aminoé&cidos) sin huésped y 4) miel mas caseina con
huésped. . Las hembars después de ser alimentadas con los diferentes tratamientos fueron
disectadas a los 0, 1, 3, 5, 7 10, 15, 20, 25 y 30 dias de edad. Las hembras de C. hunteri
alimentadas con huésped produjeron 26% mas oocitos respecto a aquellas sin huésped. Las
hembras alimentadas con miel mas caseina con huésped produjeron 22% mas huevos que
aquéllas con miel més huésped. El tratamiento miel mas caseina sin huésped produjo 38%
mas huevos respecto a aquellas alimentadas s6lo con miel. El tamafio de huevo fue 3% mas
grande en miel comparado con miel mas huésped y 10% mas grande respecto a miel mas
caseina con y sin huésped. La caseina en una sola concentracién de 60 mg/mL de miel,
influenci6 la produccion y dinamica de oocitos y huevos a través del tiempo. La mayor
produccion de oocitos y huevos se present6 en los dias 5, 7, 10 y 15 y la caseina con huésped
registrd el mayor nimero en ambas variables. La caseina aport6 beneficios en la biologia
reproductiva de C. hunteri cuando el huésped estuvo presente y en menor grado, sin la
presencia del huésped.

Palabras clave: Parasitoides sinovigénicos, nutricion, oogénesis, control biologico.
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3.2 INTRODUCCION

La nutricion es una de las funciones bioldgicas que repercuten en todas las actividades
de los parasitoides, especificamente en la supervivencia y reproduccion (Jervis y Ferns 2004,
Casas et al. 2005; Wang et al. 2014). Las especies que se consideran sinovigénicas requieren
de fuentes nutritivas durante su vida adulta para la formacion de oocitos y huevos (oogénesis)
(Flanders 1950, Jervis y Kidd 1986, Jervis et al. 2001, Jervis et al. 2008). Particularmente,
las proteinas son nutrimentos esenciales para estos insectos, ya que participan en la
produccién constante de huevos y en ocasiones contribuyen a prevenir su reabsorcion
incrementando la fecundidad del parasitoide (Rivero y Casas 1999, Chen y Stansly 2014,
Vanaclocha et al. 2014).

En el capitulo previo, se confirm6 que Catolaccus hunteri, el insecto modelo de
estudio como parasitoide sinovigénico, necesita alimentarse del huésped para obtener
proteina, ademas que la presencia de éste también es un estimulo importante para la
formacion de huevos (Rodriguez-Leyva et al. 2000, Seal et al. 2002). De las diferentes
fuentes de proteina (todas mezcladas con miel y sefialadas en el capitulo anterior) sin la
presencia de huésped, sélo la caseina contribuyd a mayor formacién de huevos de C. hunteri,
comparada con polen o proteina hidrolizada, aunque ese incremento no fue equivalente a la
presencia del huésped. Aparentemente la influencia de suplementos alimenticios a base de
proteinas en el proceso de oogénesis no estd suficientemente explorada en parasitoides
sinovigénicos (Morales-Ramos et al. 1996, Lauziére et al. 2001, Chen y Stansly 2014,
Vanaclocha et al. 2014). La evidencia experimental del efecto de algunas fuentes exdgenas
de proteina para parasitoides sinovigénicos habian incluido a polen, proteina hidrolizada y

levaduras y se reportd un incremento en la fecundidad y siempre en presencia del huésped

22



(Leius 1969, Morales-Ramos et al. 1996, Jervis et al. 2001, Chen y Stansly 2014, Vanaclocha
et al. 2014). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar si un suplemento a base
de caseina como una fuente externa de proteina en adultos, con y sin la alimentacion sobre
su huésped presencia, influye en la formacion de huevos y oocitos de un parasitoide

sinovigénico.

3.3 MATERIALES Y METODOS
La cria de insectos y el desarrollo de los experimentos se realizaron en el laboratorio

de Control Bioldgico del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Edo. de
México, en condiciones controladas (25+2°C, 60-70% H. R. y 12:12 h L:0). En este trabajo
se selecciond al parasitoide sinovigénico C. hunteri como modelo de estudio debido a que:
a) esta bien establecido que necesita la presencia del huésped para manifestar oogénesis
(Rodriguez-Leyva et al. 2000, Seal et al. 2002; b) se puede reproducir en un huésped facticio
como el gorgojo del garbanzo Callosobruchus maculatus F. (Coleoptera: Bruchidae)
(Rodriguez-Leyva et al. 2002, Vasquez et al. 2005); c) se mantiene una colonia del
parasitoide que manifiesta un periodo de preoviposicion menor a cinco dias (datos sin
publicar).
3.3.1 Cria de insectos

La colonia del huésped facticio se establecio en semillas de garbanzo (Cicer arietinum
L.), de acuerdo a la metodologia de Rodriguez-Leyva et al. (2002) y Vasquez et al. (2005),
con algunas modificaciones (detalles en capitulo | de este trabajo).

Para la cria del parasitoide (C. hunteri) se siguio la metodologia de Vasquez et al. (2005),
donde basicamente se ofrecian 200 g de garbanzo infestado con larvas del ultimo instar del

gorgojo, en una jaula de 3.8 L con 50-80 adultos de C. hunteri durante 48 h; asi los
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parasitoides podian alimentarse y ovipositar sobre el huésped. Posteriormente los garbanzos
infestados se retiraron en recipientes de 0.5 L y se esperd la emergencia de los parasitoides
adultos (detalles en capitulo | de este trabajo).
3.3.2 Bioensayo y tratamientos

La arena experimental consistié en colocar 150 hembras y 300 machos de Catolaccus
hunteri dentro de un recipiente de plastico de 3.8 L con aberturas laterales (13 x 7 cm),
cubiertas con tela organza, para su ventilacion. Dentro de la jaula se incluy6 una mecha de
algodon saturada en agua.

Los tratamientos consistieron en caseina mezclada con miel ofrecida a hembras de C.
hunteri de <8 h de edad de la siguiente forma: 1) miel sin presencia del huésped (testigo), 2)
miel con presencia del huésped, 3) miel con caseina hidrolizada (Sigma-Aldrich-22090-500G
con 17% de aminoéacidos) sin presencia del huésped y 4) miel con caseina hidrolizada con
presencia del huésped. En los tratamientos 2 y 4 se proporcionaron 200 g de garbanzo con
larvas del altimo instar del huésped facticio, mientras que los tratamientos 3 y 4 la
concentracion fue de 60 mg de caseina/ 1 mL de miel. Esta cantidad de proteina se determino
considerando los resultados de la investigacion sobre la especie relacionada Catolaccus
grandis Burks (Hymenoptera: Pteromalidae (Rojas et al. 1996). La miel, o miel mas caseina
se ofrecieron ad libitum a las hembras del parasitoide, para ello se utiliz6 una jeringa de 5
mL, colocando lineas finas del suplemento alimenticio sobre la cara superior interna de cada
recipiente.

3.3.3 Evaluacion de oocitos y huevos de Catolaccus hunteri

En cada tratamiento se realizaron evaluaciones a los 0, 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20, 25y 30

dias; en cada ocasion se separaron 10 hembras y cada hembra se constituyd en una repeticion

(n=10). Antes de las disecciones, los parasitoides se mantuvieron individualmente en un tubo
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de Eppendorf (2mL) y se conservaron a -80°C en un ultracongelador (Thermo Fisher
Scientific, Modelo 703®), después cada hembra se coloco dentro de una caja Petri con agua
corriente. EI abdomen se separd cuidadosamente con unas pinzas entomolégicas y bajo un
microscopio estereoscopico (10x), retirando los terguitos y esternitos, para poder desprender
los ovarios. De esta manera se contaron oocitos y huevos. El criterio para diferenciar oocitos
de huevos fue la ausencia o presencia de células nodrizas, tejido folicular y corion (Chapman,
2013). Todos los registros de iméagenes se realizaron con un Fotomicroscopio Il de Carl
Zeiss® adaptado con una camara digital para microscopio PAXcma 3°.

Para medir el tamafio de huevo (calidad de huevo) se tom6 como referencia el largo y
ancho de los dos huevos mas cercanos al oviducto de cada ovario y de ambos parametros se
obtuvo la media geométrica (Manikandan 2011). Las medidas, en micras (), se llevaron a
cabo mediante el analizador de imagenes Image tool para Windows version 3.0® (Wilcox et
al. 2002), calibrando de acuerdo a la escala de cada fotografia.

3.3.4 Anélisis de datos

Las variables nimero de oocitos y huevos, asi como la evaluacion por cada fecha y
tamafio de huevo (media geométrica) para cada tratamiento se presentan con valores
promedio y errores estandar, los datos se transformaron en rangos para los analisis
estadisticos. Se realiz6 un andlisis para cada fecha de evaluacion y todos los datos se
sometieron a un analisis de varianza (ANOVA). Cuando se detectaron diferencias se realiz6
una prueba de separacion de medias Tukey (P<0.05). También se realizd una correlacion de
Spearman del nimero total de huevos con respecto al tamafio de huevos de cada tratamiento.

El anélisis se llevd a cabo con el programa Statistix 8.1 (Analytical Software 2003).
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3.4 RESULTADOS
3.4.1 Numero total de oocitos, huevos y tamafio de huevo (calidad) en Catolaccus
hunteri

La disponibilidad del huésped (alimentacién) y el suplemento alimenticio influencio
el nimero de oocitos (F3,397= 28.46; P <0.0001) y huevos totales (F3, 357= 100.16; P <0.0001).
El mayor nimero de oocitos se presentd en los tratamientos con presencia del huésped
independientemente del suplemento miel o miel mas caseina. Los tratamientos sin huésped
no presentaron diferencias entre el nimero de oocitos (Cuadro 3).

La presencia del huésped y miel también influyeron en el tamarfio de huevo (F3, 342=
35.21; P <0.0001). Los huevos de mayor tamafio se registraron en hembras alimentadas de
miel sin huésped, seguido de las hembras alimentadas en miel con huésped.

Cuadro 3 Efecto de los suplementos proteinicos sobre el nUmero de oocitos, huevos y

tamafio de huevos en Catolaccus hunteri.

Media+EE
Tratamientos Oocitos Huevos Tamarfio de huevo
Miel sin huésped 25.34+0.60 b 4.52+0.28d 320.73+x4.54 a
Miel con huésped 33.6x1.12a 13.63+0.85b  309.64+2.98 b
Miel con caseina sin huésped 26.39+0.62 b 7.4+0.35¢c 292.47+1.84 ¢
Miel con caseina mas huésped 36.53+1.13 a 17.38+0.89a  286.46+2.19c

Medias con la misma letra en una columna no difieren estadisticamente entre si (Tukey;
p<0.05).

El menor tamafio de huevos se observo en los tratamientos miel con caseina y en

miel mas caseina y con huésped (Cuadro 3). No obstante, en C. hunteri no se observé una
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relacién importante entre el nimero total de huevos y tamafo de huevo en cada tratamiento
(miel r?=0.3280, n= 83, P= 0.0026; miel con huésped r? = -0.0078, n= 86, P= 0.9432; miel
con caseina sin huésped r? = 0.1537, n= 86, P= 0.1574; miel con caseina mas huésped r? =
-0.1309, n= 88, P=0.2235).
3.4.2 Efecto del suplemento proteinico (caseina) sobre la dinamica de oocitos y huevos
de Catolaccus hunteri

La caseina tuvo un efecto en la dindmica de produccion de oocitos (Foe, 397=28.46; P
<0.0001) (Figura 4). Las hembras de Catolaccus hunteri nacen con una carga de oocitos
(25.3+0.96) y esta carga no fue diferente entre tratamientos a los 0, 1 y 3 d de evaluacion (dia
0 F3,39=0.21, P=0.8878; dia 1 F3,39=0.58, P= 0.6323; dia 3 F3, 39=0.72, P= 0.5475). En las
fechas restantes, de manera general, las hembras en los tratamientos con huésped presentaron
la mayor cantidad de oocitos que aquellas sin huésped, mostrando algunas tendencias entre
ciertas fechas de evaluacion. En el dia 7 (Fs, 30=11.88; P <0.0001) y el dia 30 (Fs, 37=15.73;
P <0.0001), las hembras alimentadas en miel mas caseina con huésped y miel con huésped
registraron el mayor ndmero de oocitos, pero sin diferencias estadisticas en ambos
tratamientos, mientras que, el menor nimero de oocitos se present6 en caseina sin huésped y
miel sin huésped. Para el dia 5 (Fs, 20=9.99; P= 0.0001), los oocitos formados en hembras
alimentadas Unicamente con miel, no fueron estadisticamente diferente a aquellas en caseina
sin huésped y miel sin huésped, esta misma tendencia se observé el dia 20 (Fs, 39=5.96; P=
0.0021). Para los dias 10 (F3, 39=11.27; P <0.0001) y 15 (F3, 39=7.34; P=0.0006) la menor

cantidad de oocitos se presento en sélo miel, comparada con el reto de los tratamiento.
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Figura 4. Dinamica de oocitos (MediazEE) de Catolaccus hunteri a través del tiempo.

Hembras sometidas a distintos tratamientos con y sin huésped.

El nimero de huevos a través del tiempo también fue influenciado por los
suplementos alimenticios (Fs, 357=6.45; P <0.0001) (Figura 5). En el dia 1 de evaluacion, no
hubo diferencias entre los tratamientos (Fs, 39=1.09; P= 0.3665), todas la hembras registraron
un promedio de 3.82+0.43 huevos. El efecto marcado por los tratamientos se observé a partir
del dia 3 (F3, 39=7.67; P=0.0004). El tratamiento de miel mas caseina con huésped tuvo una
tendencia a mantenerse como el tratamiento que produjo el mayor nimero de huevos,
presentando diferencias significativas con el resto de los tratamientos en el dia 20 (Fs, 39=21;
P <0.0001). En esa fecha las hembras formaron un promedio de 22.8+1.48 huevos. Para los
dias 5 (Fs, 30=16.12; P <0.0001); 7 (F3, 39=17.69; P <0.0001), 10 (Fs, 30=35.49; P <0.0001) y
d 15 (F3, 39=76.07.08; P <0.0001) las hembras se comportaron de manera similar en miel mas
caseina con huésped y miel con huésped con el mayor nimero de huevos y sin diferencias
entre si. Los tratamientos que no tuvieron huésped se comportaron de manera similar en la

mayoria de las fechas de evaluacién, como los de menor produccion de huevos. Para el dia
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25 (F3, 39=10.6; P <0.0001) y dia 30 (F3, 37=16.67; P <0.0001), miel sin huésped presento la
menor cantidad de huevos en esas fechas que cualquier tratamiento.

—6—Miel con huésped —6—Miel sin huésped —A—Caseina con huésped —Caseina sin huésped
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Figura 5. Huevos (MediatEE) de Catolaccus hunteri a través del tiempo. Hembras

sometidas a distintos suplementos alimenticios con y sin huesped.

3.5 DISCUSION

Los parasitoides sinovigénicos en estado adulto necesitan de nutrientes para realizar
el proceso de oogénesis, estos nutrimentos los adquieren del consumo de hemolinfa del
huésped o de otras fuentes externas como mielecillas, néctar y polen (Wackers 2005, Jervis
et al. 2001, Chen y Fadamiro 2006, Wang et al. 2014). En este estudio, el suplemento de
caseina mezclada con miel tuvo efecto en la produccion de huevos totales de C. hunteri. En
algunas especies de parasitoides, el efecto de suplementos alimenticios en la fase adulta, junto
con la presencia de su huésped, también han incrementando la fecundidad (Morales-Ramos
et al. 1996, Casas et al. 2005, Vanaclocha et al. 2014, Wang et al. 2014). Por otro lado, los
tratamientos sin presencia del huésped fueron Utiles para demostrar que hubo un efecto de la
combinacion de miel y caseina atin en ausencia del huésped. Ese efecto no fue suficiente para

producir huevos de manera similar al tratamiento de presencia del huésped mas miel, como
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sucede con otro parasitoide sinovigenico (Chen y Stansly 2014). Sin embargo, las hembras
produjeron un 38% mas de huevos totales, comparado con el tratamiento que no tuvo fuente
de proteina y s6lo miel. Adicionalmente, en este trabajo no se logré separar la alimentacion
sobre el huésped (adquisicion de nutrientes) y el estimulo que tiene la presencia del huésped
en la formacion de huevos, como ya lo indicaron otros autores (Morales-Ramos et al. 1996,
Lauziére et al. 2001, Kapranas y Luck 2008, Chen y Stansly 2014).

Con respecto a la dindmica de oocitos, se observé que su formacion se da en hembras
recién emergidas (< 8 h de edad) con la disponibilidad del huésped y la cantidad de oocitos
se fue modificando en todas las fechas de evaluacion. Por otro lado, aquellas hembras que se
alimentaron solo de miel continuaron formando oocitos hasta el ultimo dia de observacion.
Ademas, no se registré un efecto por la adicion de suplemento con proteina (miel mas
caseina). Posiblemente, como sucede en otras especies de parasitoides, los recursos para la
formacion de oocitos en C. hunteri se obtienen en la etapa larval y pupal y las hembras
emerjen con una carga de oocitos (Bodin et al. 2009, Liu et al. 2014).

Catolaccus hunteri es un especie sinovigénica (Rodriguez-Leyva et al. 2000, Seal et al.
2002) y por tanto, al momento de la emergencia no habia huevos formados, pero al dia uno,
todas las hembras registraron una carga de alrededor de tres huevos. También se mostr6 que
la combinacién del huésped junto con una mezcla de carbohidratos y proteina (miel mas
caseina) incremento la cantidad de huevos en la tercera semana (d 20) comparada con miel y
huésped. Estos resultados muestran que la obtencion de nutrientes en estado adulto de C.
hunteri es importante para y durante el proceso de oogénesis, como se ha registrado en otras
especies de parasitoides sinovigénicos (Rivero y Casas 1999, Jervis y Ferns 2004, Casas et
al. 2005). Por otro lado, donde no hubo presencia del huésped, el suplemento de miel mas

caseina registré mas huevos por hembra (a los 10 y 15 d). Esto puede indicar que la caseina,
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como un complemento de proteina externa, podria tener un papel importante en la formacion
de huevos en parasitoides sinovigénicos, como se ha sugerido en otras especies con fuentes
de proteina diferente, tales como polen y proteina hidrolizada (Leius 1969, Chen y Stansly
2014, Vanaclocha et al. 2014).

Cuando C. hunteri se alimento solo de miel se produjeron menos huevos y estos fueron
de mayor tamafio comparados con el tratamiento con miel mas caseina mas huésped. Las
hembras de C. hunteri que produjeron méas huevos, en los tratamientos con suplemento de
caseina, registraron huevos mas pequefios, por lo que se sugiere que este comportamiento
puede estar dirigido mas hacia producir mayor numero de huevos, pero no para incrementar
su tamano. Es probable que el concepto de calidad de huevo de esta especie no tenga que ver
precisamente con incrementar més su tamafo, situacion que se ha registrado en otras especies
de parasitoides (Blackburn 1991, Mayhew y Blackburn 1999, Liu et al. 2014).

En el presente trabajo se encontro un efecto positivo con la adicion de un suplemento
de proteina (60 mg caseina/ mL miel), sobre el nimero y dindmica de produccion de huevos
de las hembras adultas de C. hunteri. Aungue este suplemento no se considera un sustituto
del huésped (alimentacion sobre el huésped), la caseina mas miel sin presencia del huésped
proporciond un incremento en el numero de huevos, particularmente durante las cuatro

semanas de mayor fecudidad.
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CAPITULO 3. (TIENE ALGUN EFECTO, SOBRE LA BIOLOGIA
REPRODUCTIVA, ALIMENTAR CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
CASEINA A ADULTOS DE Catolaccus hunteri  (HYMENOPTERA:
PTEROMALIDAE)?

4.1 RESUMEN

En este trabajo se ofrecié a hembras de Catolaccus hunteri un suplemento alimenticio de
caseina a diferentes concentraciones mezcladas con miel, y se evalud su efecto sobre algunos
parametros reproductivos. Los tratamientos consistieron en 0, 30, 60 y 120 mg de caseina
hidrolizada (en grado reactivo) / 1 mL miel todos con acceso a su huéped para alimentarse.
Cada tratamiento se evalud sobre 10 hembras por siete semanas y el experimento completo
se repitid tres veces con diferentes generaciones de insectos (n=30). La fecundidad total y
dindmica de oviposicion fue superior en el tratamiento con 60 mg caseina/ 1 mL miel. Las
hembras que se alimentaron de esa concentracion de caseina mas disposicion del huésped
colocaron 30% mas huevos que el resto de los tratamientos; esa diferencia se manifesto
principalmente en el periodo de mayor fecundidad. La fecundidad en hembras del tratamiento
con 30 mg de caseina/mL miel, no fue diferente a aquellas con 60 mg en las semanas 4 y 5.
Por otro lado, no se encontraron efectos sobre periodo de preoviposicion, fertilidad, tamafio
de huevo o alimentacion sobre el huésped de ninguno de los tratamientos.

Palabras clave: Parasitoide sinovigénico, reproduccion, cria de enemigos naturales,

nutricion, control bioldgico.
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4.2 INTRODUCCION

La disponibilidad de nutrientes en parasitoides (Hymenoptera), como en otros seres
vivos, es indispensable para realizar funciones vitales, incluida la reproduccion (Jervis et al.
2001). EIl proporcionar una fuente de carbohidratos a parasitoides adultos sinovigénicos,
particularmente miel y otros aztcares (monosacaridos, disacaridos y trisacaridos), como un
suplemento alimenticio, puede prolongar la vida de varias especies y les permite mayor
fecundidad, comparada con hembras sin esta fuente de nutricion (Wdckers 2001, Chen y
Fadamiro 2006, Harvey et al. 2012, Vanaclocha et al. 2014, Charles y Paine 2016). Ademas
de los carbohidratos, los parasitoides sinovigénicos en estado adulto necesitan de proteinas
para mantener la produccion de huevos y manifestar su potencial reproductivo, esto
contribuye a explicar la necesidad de alimentarse del huésped (Heimpel y Rosenheim 1995,
Rivero y West 2005, Strand y Casas 2008, Cerén-Gonzalez et al. 2014). Quiza por ello, en
otros trabajos se evalud en parasitoides adultos el efecto de suplementos alimenticios a base
de proteinas (Morales-Ramos et al. 1996, Lauziére et al. 2001, Chen y Stansly 2014,
Vanaclocha et al. 2014). En esos trabajos se utiliz6 como fuente proteinica levaduras,
proteina hidrolizada y algunos aminoacidos esenciales. Aunque las concentraciones ¥
variaron en cada uno de esos trabajos, se observo un efecto directo sobre fecundidad y en
algunas ocasiones longevidad.

En el capitulo anterior se encontrdé que hembras de Catolaccus hunteri alimentadas
sobre su huésped méas un suplemento alimenticio a base de caseina (60 mg de caseina
hidrolizada / 1 mL miel), incrementaron el numero de huevos durante el periodo de mayor
fecundidad; pero esto no sustituyo la presencia del huésped para manifestar su potencial
reproductivo. Por otro lado, un suplemento a base de diferentes concentraciones de proteina

puede provocar efectos sobre los parasitoides sinovigénicos como en la preoviposicion,
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fecundidad, fertilidad y tamafio de huevo (Leatemia et al. 1995, King 1998, Morales-Ramos
etal. 1996, Giron y Casas 2003, Eslampour y Aremideh 2016, Lahiri et al. 2017). En-algunos
trabajos también se explora la posible influencia de esos suplementos proteinicos sobre la
necesidad de alimentacion sobre el huésped (Vanaclocha et al. 2014). Por lo anterior, el
objetivo del presente estudio fue conocer si la disposicion del huésped y distintas
concentraciones de caseina, mezclada con miel, modifican parametros de la biologia
reproductiva de C. hunteri, como son el periodo de preoviposicion, fecundidad, alimentacion

sobre el huésped, tamafo (calidad) de huevo y fertilidad.

4.3 MATERIALES Y METODOS
4.3.1 Material bioldgico
4.3.1.1 Cria del huésped facticio Callosobruchus maculatus

Se establecio una colonia del gorgojo del garbanzo (huésped facticio) Callosobruchus
maculatus F. (Coleoptera: Bruchidae), sobre semillas de garbanzo, Cicer arietinum L.,
siguiendo la metodologia de Rodriguez-Leyva et al. (2002) y Vasquez et al. (2005) con
algunas modificaciones (ver capitulo I de este trabajo).
4.4.3.2 Cria del parasitoide Catolaccus hunteri

Los individuos del parasitoides C. hunteri se desarrollaron sobre larvas de su huésped
facticio (C. maculatus) siguiendo la metodologia de Vasquez et al. (2005) para su
manutencion en laboratorio (ver detalles en el capitulo I de este trabajo).
4.3.2 Tratamiento y disefio experimental

El bioensayo se llevo a cabo en el laboratorio de Control Biologico, Posgrado en

Fitosanidad, del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Edo. de México,
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en una camara de cria a condiciones ambientales de 25+2°C, 60-70% H. R. y un fotoperiodo
de 12:12 h L:O. Para los experimentos se utilizaron hembras de C. hunteri < 8 h de edad.

Los tratamientos consistieron en proporcionar una fuente de proteina, a diferentes
concentraciones mezclada con miel. La fuente de proteina fue caseina hidrolizada (Sigma-
Aldrich®-22090-500G con 17% de aminoécidos) en las cantidades siguientes: a) solo miel
(testigo absoluto), b) 30 (Cas30), ¢) 60 (Cas60) y d) 120 (Cas120) mg de caseina hidrolizada/
1 mL miel. Las cantidades de caseina se modificaron usando como referencia el trabajo de
Rojas et al. (1996) en una dieta de aminoacidos para la especie relacionada el picudo del
algodon Catolaccus grandis.

La unidad experimental consistio en confinar dos machos y una hembra de C. hunteri,
con el fin de asegurar el apareamiento, dentro de una caja de Petri de 10x10x2 cm. La caja
tenia un orificio de 1.5 cm de didmetro cubierto con tela organdi para favorecer la ventilacion,
ademas se incluyé una mecha de algodon saturada en agua. Dentro de cada caja, y usando
una jeringa de 5 mL, se proporcionaron los tratamientos en forma de lineas de miel sobre la
cara interna de cada caja para la alimentacion at libitum de los parasitoides. Asimismo, en
cada unidad experimental se colocé una lamina de 12 burbujas de Parafilm® con dos larvas
del ultimo instar (21 d) del gorgojo del garbanzo. Este tipo de burbujas de parafilm se han
usado para evaluar fecundidad y alimentacion sobre el huésped (facticio) en ensayos con
Catolaccus grandis y C. hunteri (Morales -Ramos et al. 1992, Rodriguez-Leyva et al. 2000).
Las lineas de miel mas caseina se renovaron cada 48 h, mientras que la lamina de Parafilm®
con el huésped facticio se sustituyo cada 24 h. Cada concentracion de caseina mezclada con
miel (tratamiento) se evalud sobre 10 hembras (n=10) y cada hembra se constituyd en una
repeticion. El experimento completo, en un disefio completamente al azar, se repitio tres

veces con generaciones diferentes de insectos (en total n=30). Cada tratamiento tuvo una
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duracion de siete semanas, en este periodo, la sobrevivencia de hembras fue alrededor de
80% y después se manifestaba una disminucion drastica en ella (Rodriguez-Leyva et al. 2000,
Seal et al. 2002), como se confirmé en la primera repeticion de este trabajo, por ello estas
evaluaciones no se extendieron por mas tiempo.

4.3.3 Variables evaluadas

4.3.3.1 Periodo preoviposicion y fecundidad (oviposicion)

El periodo de preoviposicion consistio en registrar el nimero de dias antes de colocar
el primer huevo. La fecundidad se determino con el nimero total de huevos por dia por cada
hembra en cada tratamiento. Las observaciones para contar huevos de C. grandis dentro de
las capsulas de parafilm se desarrollaron con un microscopio estereoscopico (10x).
4.3.3.2 Calidad de huevo (tamafio)

Para medir la calidad de huevo (tamafio), por cada hembra se midieron 10 huevos por
tratamiento. De cada huevo se midio la longitud (1) y ancho (1), después se obtuvo la media
geométrica de ambas medidas (Manikandan 2011). Las mediciones se realizaron con el
analizador de imagenes Image tool para Windows versién 3.0 (Wilcox et al. 2002) y se
calibré la fotografia de acuerdo a la escala establecida para cada imagen. Las evaluaciones
se realizaron en periodos diferentes: a) a los 7 d, que es el inicio del periodo de oviposicion,
b) a los 21 d, periodo de mayor fecundidad para el parasitoide y c) a los 35 d, periodo donde
disminuye la fecundidad (Rodriguez-Leyva et al. 2000). Estas mediciones se realizaron dos
veces en repeticiones diferentes.
4.3.3.3 Alimentacion sobre el huésped

El nimero de larvas muertas del huésped por alimentacion del parasitoide se evalud
cada 24 h, sobre 24 larvas de C. maculatus (2 larvas por burbuja de Parafilm®). Para las

observaciones se utiliz6 un microscopio estereoscopio (10x), en cada ocasion se reviso,
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cuidadosamente, sobre las larvas, la presencia de sefiales de alimentacion del parasitoide, por
ejemplo, heridas por picadura del ovipositor, presencia de hemolinfa y/o necrosamiento de
tejido por dafo del ovipositior.
4.3.3.4 Fertilidad

Para evaluar esta variable se tomaron 10 huevos por hembra de C. grandis por
tratamiento a los 7, 21 y 35 dias de edad, es decir en los periodos de inicio de oviposicion, el
de mayor oviposicion y cuando comenzaba a disminuir ésta (Rodriguez-Leyva et al. 2000,
Seal et al. 2002). Cada huevo se colocd junto con su huésped dentro de una caja de Petri, esta
cajatenia un orificio (1.5 cm) cubierto con tela organza para favorecer ventilacion, los huevos
se individualizaron para prevenir canibalismo del primer instar larval del parasitoide
(Rodriguez-Leyva et al. 2000). Las observaciones de emergencia de las larvas se realizaron
con un microscopio estereoscopio (10x). Este experimento completo se repitié dos veces
(n=20). A excepcidn de esta medicion, el resto de las variables tuvieron 10 repeticiones en
tres ocasiones diferentes (n=30).
4.3.3.5 Andlisis estadistico

Los datos de preoviposicién, fecundidad, alimentacion sobre el huésped, tamafio de
huevo (media geométrica) y fertilidad se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA).
Cuando se detectaron diferencias entre tratamientos se realizaron pruebas de separacion de
medias por la prueba de diferencia minima significativa (LSD por sus siglas en inglés)
(P<05). Los datos de fertilidad se transformaron a arcoseno, el tamafio de huevo a rangos,
mientras que el resto de los datos se transformaron a logaritmo natural (Ln). Los analisis

estadisticos se realizaron con el programa Statistix 8.1 (Analytical Software 2003).
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4.4 RESULTADOS

Las variables preoviposicon y alimentacion sobre el huésped no difirieron entre
tratamientos (Fs, 110=0.3; P= 0.8269 y Fs, 110=1.17; P= 0.3259), pero si sobre el nimero de
huevos totales entre los tratamientos (Fs 1190=3.04; P= 0.032). Las hembras en Cas60
registraron 30% mas huevos, respecto al resto de los tratamientos (Cuadro 4). También se
observo diferencias sobre la dindmica de huevos a través del tiempo (Figura 6) (Fs, 718=32.35;
P <0.0001).

Cuadro 4. Efecto de diferentes concentraciones en mg de caseina mezclada con miel sobre
pardmetros bioldgicos de Catolaccus hunteri.

Media+EE
: Alimentacion sobre
Tratamientos Preoviposicion ~ Fecundidad ]
el huésped

0 (miel) 8.3£1.35 548.37+42.84 b 365.87+37.47
Cas30 7.43+0.94 564.9+53.68 b 274.6+31.52
Cas60 9.36+1.47 717.37£58.52 a 322.57+35.42
Casas120 8.5+1.88 503.03+57.10 b 318.7+33.43

Medias con la misma letra en cada columna no difieren estadisticamente entre si (LSD;
p<0.05).

Las hembras de C. hunteri en la semana uno colocaron 37.65+3.43 huevos sin
diferencias entre tratamientos (F3, 110=0.51; P= 0.6753), tambien para la semana dos (Fz,
110=0.72; P=0.5401) y semanasiete (F3, ss=1.71; P=0.1764). El efecto de las concentraciones
de caseina sobre el nimero de huevos de C. hunteri se registro en la semanatres (F3, 119=2.96;
P=0.0354), cuatro (Fs, 114=2.55; P=0.05), cinco (F3, 100=3.44; P=0.0199) y seis (Fs, 83=3.42;
P=0.0211). De manera general, las hembras de C. hunteri mostraron el mayor nimero de
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huevos en el tratamiento Cas60, pero en algunas semanas como la 4 y 5 no fue diferente del
tratamiento Cas30. Por el contrario, el menor nimero de huevos se registré en hembras que
tuvieron de suplemento s6lo miel y Cas120, aunque en algunas semanas (cuatro, cinco y

seis), las hembras se comportaron de manera similar a las hembras alimentadas en Cas30.

=#A—Cas60 —=Cas30 =—6—Miel =-©-Casi20

170 -
155 A

=
r
o

125 -
110 -
95 -
80 -
65 -
50 A
35 -+
20

NUMERO DE HUEVOS/HEMBRA

1 2 3 q 5 6 7
. . ] TIEMPO DE EVALUACION ] )
Figura 6. Fecundidad por semana (Media£EE) de Catolaccus hunteri. Hembras sometidas a

distintas concentraciones de caseina en mg mezclada con miel y solo miel.

Por otro lado, los tratamientos con diferente concentracion de caseina no mostraron
diferencia con respecto al nimero total de huéspedes consumidos por el parasitoide (Fs,
110=1.17; P=0.3259 (Cuadro 5); tampoco en la calidad de huevo de las hembras (Fs, 237=1.51;
P=0.2126), ni en la fertilidad (F3, 239=1.07; P= 0.3798). Este ultimo pardametro fluctuo entre

76 'y 82% (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Efecto de diferentes concentraciones en mg de caseina mezclada con miel sobre

parametros bioldgicos de Catolaccus hunteri.

Media+EE
Tratamientos Tamafio de huevo (u) Fertilidad (%)
0 (miel) 254.14+6.54 82+0.27
Cas30 242.58+9.6 81+0.34
Cas60 238.36+9.48 8.4+0.31
Casas120 225.68+11.6 76+0.41

4.5 DISCUSION

Existen reportes de la influencia de la alimentacion sobre parasitoides sinovigénicos,
especificamente sobre el ofrecimiento de suplementos alimenticios a base de carbohidratos
y algunas proteinas a los adultos, donde se han observado incrementos en algunos parametros
de la biologia reproductiva (Leatemia et al. 1995, Rojas et al. 1996, Charles y Paine 2016,
Lahiri et al. 2017).

En el presente trabajo, la mezcla de caseina y miel junto con el huésped facticio, no
tuvo un efecto sobre el periodo de preoviposicion de C. hunteri. No obstante, la colonia de
C. hunteri con la que se desarrolld el ensayo, manifestd un periodo de preoviposicion de 3
dias menos que lo reportado por Rodriguez-Leyva et al. (2000) y 7 dias menos a lo observado
por Seal et al. (2002) que fue de 15 dias. Esta diferencia puede estar relacionada con la

seleccion de aquellas hembras que ovipositaban durante los primeros 7 dias de vida.
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La variable que estuvo influenciada por los tratamientos (caseina y miel) fue la
fecundidad total. Las hembras alimentadas con de 60 mg de caseina /1 mL miel, produjeron
la mayor cantidad de huevos totales. Estos resultados indican que un suplemento a base de
miel y proteina, mas la presencia de su huésped, pueden incrementar la fecundidad de C.
hunteri. Este mismo efecto es similar a lo reportado por Chen y Stansly (2014) para el
parasitoide sinovigénico Tamarixia radiata Waterston (Hymenoptera: Eulophidae) y por
Vanaclocha et al. (2014) en especies de Aphytis.

La concentracion de caseina donde fue posible ver un efecto, fue en Cas60. Podria
pensarse que Cas30 no fue suficiente para ofrecer nutrientes para incrementar el nimero de
huevos; no obstante, Cas120 resulté casi siempre con menor numero de huevos que el
tratamiento de solo miel. Esto podria explicarse al menos por dos razones, esa cantidad de
120 mg de caseina, ya no era digerible o causaba alguna repelencia para ser consumida por
el parasitoide. Aparentemente, las hembras frecuentaron menos las lineas de miel con
concentraciones de Cas120 (datos sin publicar). Por otro lado, aunque se observé un efecto
en la fecundidad total por Cas60, este efecto no fue constante en todas las semanas de
evaluacion. Las hembras alimentadas con Cas60 incrementaron la fecundidad en las semanas
3ala6, comparadas con hembras a las que sélo se les ofrecid miel. Es probable que el periodo
de méxima oviposicion (semana cuatro), o0 de mayor demanda por proteina (Rodriguez-
Leyva et al. 2000), fue el periodo donde la caseina desarroll6 un papel fundamental para la
formacion de huevos de C. hunteri. Esto demuestra la importancia que juegan las proteinas
como suplemento alimenticio sobre la biologia reproductiva de una especie de parasitoide
sinovigénica como se ha sefialado por otros autores (Lauziere et al. 2001, Chen y Stansly

2014, Vanaclocha et al. 2014).
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En el caso de la alimentacion de C. hunteri sobre el huésped, no se encontro algun
efecto de los suplementos alimenticios. Aqui se debe indicar que aunque la revision de
ataques en los huéspedes fue detallada (nUmero de picaduras de oviposicion, cicatrices, tejido
necrosado), no se contd con una escala de medicion para conocer la cantidad de hemolinfa
que se obtenia de cada huésped. En trabajos futuros se deberia considerar otra manera de
evaluar la alimentacion sobre el huésped, asi como lo realizado por Giron et al. (2002, 2004).
En los trabajos de estos autores se pesaron a las hembras del parastioide Eupelmus vuilletti
antes y después de haber consumido la hemolinfa de su huésped. En nuestro caso, el niUmero
de huéspedes consumido por cada hembra adulta, y el riesgo de maltratar al huésped facticio
o0 al adulto del parasitoide en su manejo, previno realizar ese tipo de evaluacion. Sin embargo,
en futuros experimentos se deben probar diferentes variables para medir la alimentacién
sobre el huésped y no solo caracteristicas fisicas como se hizo en este estudio. Este trabajo
no fue concluyente para saber si el suplemento alimenticio de miel y Cas60 contribuy6 a
disminuir el consumo de alimentacion sobre el huésped. Como ha sucedido en algunas
especies de Aphytis, donde el consumo frecuente de una fuente de proteina hidrolizada
disminuye la necesidad de alimentarse de su huésped (Vanaclocha et al. 2014).

Adicionalmente, las diferentes concentraciones de caseina mas miel (proteina mas
carbohidratos), no influyeron en cuanto al tamarfio (calidad) del huevo del parasitoide, a
diferencia de lo que indicaron otros autores (Blackburn 1991, Giron y Casas 2003). Por otro
lado, también se ha asociado que una mayor cantidad de huevos se relaciona con huevo de
menor tamafio de estos (Blackburn 1991). En este caso la miel mas caseina 60 mg se observo
una mayor fecundidad de C. hunteri; no obstante, el tamafio de huevo no disminuyd. Un caso
similar se observé en Encarsia formosa Gahan (Hymenoptera: Aphelinidae) donde la tasa

produccion de huevos no influyo en el tamario (calidad) del huevo (Burger et al. 2005).
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La fertilidad es un parametro importante, porque se considera una estrategia que
asegura mas descendencia (Rodriguez-Leyva et al. 2000, Harvey et al. 2013). Algunos
suplementos mas el la presencia del huésped pueden influir en la fertilidad del parasitoide,
como se ha observado en Habrobracon hebetor Say (Hymenoptera: Braconidae) y Venturia
canescens Gravenhorst (Hymenoptera: Ichneumonidae) o en el pteromalido Dinarmus
basalis Rondani que incrementan significativamente la fertilidad (Eliopoulos et al. 2005,
Eliopoulos 2007, Hossain y Haque 2015, Eslampour y Aremideh 2016). En-el presente
trabajo con C. hunteri no sucedieron cambios importantes con este parametro, quiza esto se
deba a la biologia particular de cada especie y no se descarta que el tipo de huésped también
pueda influir en ese resultado (Smith y Pimentel 1969, Schmale et al. 2001, Tang et al. 2015).

La caseina en cantidades de 60 mg caseina hidrolizada/ 1 mL de miel, incremento la
fecundidad total de C. hunteri y modificé la dinamica reproductiva durante las semanas de
mayor oviposicion (3, 4 y 5). Lo que corrobora que este tipo y concentracion de proteina,

mezclada con miel, puede ayudar a mejorar la reproduccion de un parasitoide sinovigénico.
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CONCLUSIONES GENERALES

Este estudio partio de la hipotesis general que el ofrecimiento de una proteina exégena
mezclada con carbohidratos, como alimento suplementario, podrian influenciar la biologia
reproductiva de un parasitoide sinovigénico. Para contrastar esta hipdtesis se us6 como
modelo de estudio a Catolaccus hunteri, un ectoparasitoide solitario y sinovigénico, y a su
huésped facticio Callosobruchus maculatus. Al evaluar diferentes fuentes de proteina
mezcladas con miel y un testigo (miel) sobre la fecundidad de C. hunteri, se corroboro la
necesidad del huésped para obtener nutrientes y el estimulo para la oogénesis. Las diferentes
fuentes exdgenas de proteina mezcladas con miel tuvieron poco efecto en la fecundidad; sin
embargo, la caseina sobresalid respecto a proteina hidrolizada y polen.

En la evaluacion de una sola concentracion de caseina mezclada con miel como
suplemento alimenticio de los adultos del parasitoide, con o sin la presencia del huésped, se
encontrd un efecto importante de la caseina mezclada con miel (60 mg caseina hidrolizada/
1 mL miel), en las hembras adultas de C. hunteri, sobre el nimero y dinamica de produccion
de huevos. Aunque este suplemento no se considerd un sustituto del huésped, la caseina mas
miel sin presencia del huésped proporciond un incremento en el nimero de huevos al menos
durante la segunda semana (d 10 y d 15) y Gltima semana de evaluacién (25 y 30 d).

En la evaluacidn de las diferentes concentraciones de caseina mezclada con miel y su
efecto en dias de preoviposicion, fecundidad, alimentacién sobre el huésped, fertilidad y
calidad de huevo de C. hunteri, con 60mg de caseina hidrolizada/ 1 mL miel, se observé un
incremento en el numero total de huevos (30%). También se modifico la dinamica de
reproduccion durante las semanas de mayor oviposicion (3, 4, 5y 6). Para el resto de los
parametros evaluados, no se registré algun efecto del suplemento de caseina mezclada con

miel.
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En resumen, un suplemento a base de miel mezclada con caseina (60 mg caseina/ mL
de miel), ofrecida de manera exdgena a C. hunteri y cuando el huésped estuvo presente;

influencio la biologia reproductiva de C. hunteri.
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