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Efectos de la calidad del huésped y edad del parasitoide en la
proporcion sexual de Tamarixia triozae (Hymenoptera: Eulophidae)

Gabriela Guadalupe Escudero Giffard, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2011.

RESUMEN. Tamarixia triozae (Burks) es un ectoparasitoide solitario sinovigénico, el
cual es considerado como un agente de control bioldgico potencial de Bactericera
cockerelli (Sulc). En liberaciones masivas de parasitoides, la proporcion sexual que
favorece a hembras es un factor que incrementa los niveles de éxito, por lo que este
estudio tuvo como finalidad determinar los efectos de la calidad del huésped, y la edad
del parasitoide, en la proporcion sexual de T. triozae. Se considero calidad del huésped,
a la talla de las ninfas de B. cockerelli. Los resultados mostraron que las hembras
asignaron mayor descendencia hembra en huéspedes con mas recursos, con un maximo
de 10 hembras por cada macho entre las tallas de los huéspedes de 1370 and 1570 pm.
La talla del adulto de T. triozae fue directamente relacionada con la talla del huésped y
se observd que los parasitoides mas grandes emergieron de ninfas de mayor talla y
ademas fueron hembras, mientras que la mayoria de los adultos de menor talla fueron
machos. La edad de la hembra parasitoide influyé en la proporcién sexual de la
progenie, ya que la proporcion de hembras en la descendencia se incrementd
progresivamente, mientras que la de los machos fue relativamente constante durante
todo el periodo de oviposicion. La proporcion sexual de hembras de T. triozae en los
primeros 20 dias de duracion de la vida del adulto fue significativamente mayor que la
de los machos, y después del dia 25 el nimero de hembras fue minimo.

Palabras clave: Bactericera cockerelli, control bioldgico, parasitoides, proporcion
sexual.
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Host quality and parasitoid age effects on sex ratio of Tamarixia triozae
(Hymenoptera: Eulophidae)

Gabriela Guadalupe Escudero Giffard, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2011.

ABSTRACT. Tamarixia triozae (Burks), a solitary sinovigenic ectoparasitoid, might be
a potential biological control agent on Bactericera cockerelli (Sulc) through an
augmentative biological control program but little is known about its reproductive
biology. Laboratory rearings of this wasps had been developed and there are some
interesting questions about the way to improve sexual ratio, thus the objective on the
presente study was to determine the effect of host quality, and female parasitoid age on
T. triozae sex ratio. The host quality in this study was represented by the nymph size of
B. cockerelli. Results of the present study showed that T. triozae females allocated more
females offspring in hosts with more resources, with a maximum of 10 females for each
males in the hosts sizes range from 1370 to 1570 um long. T. triozae adult size was
directly related to host size, larger parasitoids emerged from larger nymphs and most of
them were females; meanwhile, adults of smaller sizes were mostly males. Female
parasitoid age had a significant influence on offspring sex ratio. The ratio of females in
the offspring increased progressively when parasitoid age increase, while that of males
was relatively constant throughout the oviposition period. The female ratio of T. triozae
in the first 20 days of life span was significantly higher than that of males, and after the
day 25 the number of females was minimal.

Key words: Bactericera cockerelli, biological control, parasitoids, sex ratio.
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1. INTRODUCCION

Numerosas especies de himenopteros parasitoides manipulan la proporcion sexual de su
progenie en respuesta a cambios ambientales, edad del parasitoide, calidad y
disponibilidad del huésped (Charnov, 1982; King, 1993; Godfray, 1994).

Trivers y Willard (1973) encontraron que las hembras con abundantes recursos para la
reproduccion invierten en ambos sexos, mientras que hembras con recursos limitados
deben invertir en el sexo del cual obtienen mas beneficios. En los parasitoides, la
Optima disponibilidad de recursos se relaciona con una optima seleccion del huésped.
Un factor clave que afecta la asignacién sexual de la progenie de parasitoides solitarios,

es la talla o calidad del huésped (Charnov et al., 1981).

Tamarixia triozae (Burks) es un ectoparasitoide solitario, idiobionte, sinovigénico y
haplodiploide que ataca ninfas del psilido de la papa Bactericera cockerelli (Sulc)
(Pletsch, 1947; Johnson, 1971), y en algunas regiones de México se han observado
niveles de parasitismo natural superiores al 80% en cultivos de solanaceas con la
disminucidn del uso de insecticidas (Bujanos et al., 2005; Bravo y Ldopez, 2007). Por lo
tanto, esto es indicativo de su potencial de control biol6gico en el manejo de B.

cockerelli.

El psilido de la papa, B. cockerelli, se ha reportado como uno de las plagas mas
importantes de Solanaceae en varias areas agricolas de México, Estados Unidos y
Nueva Zelanda (Liu y Trumble, 2006; Munyaneza et al., 2007a, 2007b; Liefting et al.,
2008). Este psilido causa dafio directo (“psyllid yellows™) por la inyeccién de toxinas
durante la alimentacion (Liu et al., 2006); ademas, también causa dafios indirectos por
la transmision de un complejo de enfermedades (Hansen et al., 2008) causadas por
fitoplasmas como la punta morada de la papa (Lee et al., 2004; Rubio et al., 2006;
Alarcon-Rodriguez et al., 2009) y el permanente del tomate (Garzon et al., 2005).
También es vector de la enfermedad “Zebra chip”, la cual es ocasionada por la
alfaproteobacteria Candidatus Liberibacter solanacearum (Lin et al., 2009), y ha
ocasionado pérdidas superiores a los 2 millones de ddlares en cultivos de papa en Texas
(Rosson et al., 2009).



El control quimico tradicional es la estrategia mas comin en contra de esta plaga; sin
embargo se ha detectado resistencia a varios productos (Cerna-Chavez et al., 2010a,
2010b). Adicionalmente la presion del mercado a reducir el uso de plaguicidas de alto
riesgo al ambiente y salud humana (Pimentel, 2005), han llevado a la busqueda de
herramientas alternativas de manejo. Por consiguiente, otras alternativas como los
plaguicidas bioracionales y el uso del control bioldgico natural e inducido ha sido
considerado (Diaz et al., 2002, 2005; Lomeli y Bueno, 2002; Tiscarefio et al., 2002;
Yang et al, 2010). Los resultados muestran que existen varios componentes
promisorios para el disefio e implementacion del control biolégico en el manejo

integrado del psilido de la papa en condiciones de campo e invernadero.

El control bioldgico incluye estrategias de manejo seguras, especialmente a través de la
cria y liberacion de parasitoides. Por lo que conocer los efectos de la calidad del
huésped en la reproduccion masiva de los parasitoides es relevante en la produccion de
agentes de control biolégico de alta calidad y bajo costo. En crias masivas de
himenopteros parasitoides, la sobreproduccién de machos tiene un impacto negativo en
los costos de produccién y control (Heimpel y Lundgren, 2000), debido a que sélo las
hembras son las que parasitan y consumen (matan) al o los huésped(es) por oviposicion,
alimentacion o ambos (Chow y Heinz, 2005). Por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto de la talla del huésped y la edad del parasitoide en la
proporcién sexual de T. triozae; ya que se ha demostrado que estos factores influyen en
el manejo de la proporcion sexual en himendpteros parasitoides (Charnov et al., 1981;
King, 1987, 1993).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la calidad del huésped Bactericera cockerelli y edad del parasitoide
en la proporcién sexual de la descendencia de Tamarixia triozae.

2.1.1. Objetivos especificos

2.1.1.1. Determinar el efecto de la talla del huésped en la proporcion sexual de la
descendencia de Tamarixia triozae.

2.1.1.2. Evaluar la influencia del tamafio del huésped en la talla de Tamarixia triozae y
en la asignacion sexual.

2.1.1.3. Determinar el efecto de la edad de Tamarixia triozae en la proporcién sexual de
su descendencia.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Determinacion Sexual en himenopteros parasitoides

Los factores genéticos, citoplasmicos y etologicos contribuyen a la determinacion
sexual en Hymenoptera. Estos factores estdn interrelacionados a través de la
partenogenesis arrenotoquia, en la cual los huevos fertilizados se desarrollan como
hembras y los huevos no fertilizados se desarrollan como machos. La arrenotoquia es el
patrén dominante y ancestral de determinacidn sexual en himendpteros. La arrenotoquia
es un subconjunto de la haplodiploidia, un sistema genético en el cual las hembras son
diploides y los machos son haploides (Heimpel y de Boer, 2008).

El otro patron haplodiploide principal de determinacion sexual es la eliminacion del
genoma paterno, en el cual los machos se desarrollan de huevos fertilizados y son
inicialmente diploides pero pierden en el desarrollo temprano el complemento de
cromosomas paternos. La eliminacién del genoma paterno ha sido encontrada solo en
tres especies de Hymenoptera (Heimpel y de Boer, 2008).

La telitoquia, en la cual hembras virgenes dan origen sélo a hijas diploides, pueden
también encontrarse en el Orden Hymenoptera. En algunas especies, la telitoquia esta
directamente relacionada con la arrenotoquia por bacterias endosimbiontes que llevan a
la duplicacion gendmica en machos haploides, lo cual convierte a machos en hembras
en el contexto de la arrenotoquia (Heimpel y de Boer, 2008).

3.2. Teorias de asignacion del sexo

Diferentes autores han postulado teorias sobre la asignacién del sexo. Como la teoria de
“Calidad del Huésped”, propuesta inicialmente por Trivers y Willard (1973), la cual
postula que cuando el huésped varia en cantidad de recurso, entonces las hembras
asignan el sexo que mayores beneficios obtenga en funcion del recurso encontrado.
Vinson e Iwantsch (1980) definen la calidad del huésped como el estado o condicion del
huésped que influye en los procesos dinamicos de crecimiento, desarrollo vy
sobrevivencia del adulto parasitoide. Ademas varios estudios sefialan que la calidad del
huésped influye en la aptitud bioldgica de la progenie, y en la seleccion a favor de las
hembras apareadas que manipulan la proporcién sexual en respuesta a la distribucion de
calidad del huésped (Bull, 1981; Charnov et al., 1981; King, 1993; Godfray, 1994).



Otra teoria de asignacion del sexo es la teoria de “Competencia local por
apareamiento”, postulada por Hamilton (1967), la cual sefiala que la proporcion de
sexos de la descendencia varia de acuerdo al nimero de hembras que explota un
“parche” (area donde se encuentran concentrados los hospederos). Esta teoria sefiala lo
siguiente: a) Si una hembra coloniza un parche, asignara suficientes hijos para fertilizar
a sus hijas; b) Si algunas hembras colonizan y hay un alto grado de apareamiento entre
hermanos, se asignaran los suficientes hijos para fertilizar a las hijas. ¢) Si muchas
hembras colonizan un parche, cada hembra producira suficientes machos para competir
con los hijos de otras hembras. En un estudio con el parasitoide gregario Cotesia
flavipes, Martinez y Bernal (2005) encontraron que las hembras asignan una menor
cantidad de machos a la F; cuando la densidad inicial de machos es alta (proporcion de
0.67 machos).

Otros factores que pueden afectar la proporcién sexual de los parasitoides son:
temperatura, fotoperiodo, problemas en el control de la espermateca o el agotamiento de
los espermas, presencia de microorganismos, superparasitismo y variacion genética en
la asignacién del sexo (lkawa y Suzuki, 1982; Orzack y Parker, 1990). Ademas se ha
estudiado como afectan a las proporciones sexuales las interacciones entre la endogamia
y los mecanismos de determinacion del sexo (Ebbert, 1992).

3.3. Proporcion Sexual

Se ha demostrado que varios factores influyen en la proporcion sexual de la progenie de
los parasitoides himendpteros. Proporciones sexuales distorsionadas se han asociado
con factores de los padres, tales como edad materna, tamafio, nUmero de apareamientos,
y con efectos ambientales como la temperatura, fotoperiodo, humedad, e influencias
estacionales (King, 1987). Las proporciones sexuales de los himendpteros también son
influenciadas por elementos genéticos extracromosomicos, que pueden dar lugar a
proporciones sesgadas a machos (paternal sex ratios), o proporciones sesgadas a
hembras (maternal sex ratios) (Godfray, 1994).

Se han reportado formas graves de distorsion de la proporcion sexual distintas a la
telitoquia y a la produccion de machos diploides. Los agentes responsables varian de
extracromosomas que residen en el nucleo a organismos de transmision citoplasmica
incluyendo bacterias, virus y protozoarios (Hurst, 1993; Hurst et al., 1996). Por regla
general, alteran la proporcion sexual hacia el sexo a través del cual se transmiten, por lo
que se incrementa la proporcion de hembras, ya que se heredan a través del citoplasma

del huevo. Por ello se han denominado “elementos genéticos egoistas” que conducen a
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un “conflicto intragenomico” entre los autosomas y el elemento que distorsiona la
proporcion sexual. Esta teoria predice que los genes supresores de distorsion de la
proporcion sexual se desarrollan en los autosomas (Werren, 1987; Hurst, 1992).

3.3.1. Factores que influyen en la proporcion sexual

Estudios de laboratorio y de campo sustentan que en alrededor de 100 especies en 16
familias de avispas parasitoides varios factores pueden influenciar las proporciones
sexuales de la progenie (machos: hembras). Para la mayoria de las especies, la
proporcion sexual de la descendencia aumenta con uno o mas de los siguientes factores:
edad materna en oviposicion o numero de dias desde la inseminacion, edad del
progenitor masculino o nimero de veces que ha copulado, temperaturas extremas,
disminucion del tamafio del huésped, edad, o calidad, densidad de avispas hembras, y el
namero de progenie por huésped. Otros factores que han demostrado que afectan la
proporcion sexual de la descendencia en algunas especies son: nimero de horas desde la
inseminacién, factores genéticos, talla de la madre, dieta materna, poliembrionia,
fotoperiodo y humedad relativa, densidad y sexo del huesped (King, 1987).

Estos factores pueden afectar la proporcion sexual de la descendencia a través de la
manipulacion de las hembras en la fertilizacion de sus huevos o mediante otros
mecanismos, como la mortalidad diferencial o los cambios en la disponibilidad de los
espermatozoides. El desarrollo tedrico se ha enfocado principalmente en la
manipulacion por las hembras de la proporcion sexual de su progenie en respuesta al
tamafio del huésped o densidad de las hembras o ambos. Modelos del tamafio del
huésped predicen una relacién negativa entre la proporcion sexual y el tamafio del
huésped. Estos modelos asumen que el tamafio del huésped tiene un mayor efecto sobre
el éxito reproductivo de las hembras que de machos (King, 1987).

Los modelos de competencia local por el apareamiento (Local Mate Competition
LMC), predicen una relacion positiva entre la proporcion sexual de la progenie y la
densidad de hembras. Un supuesto importante de estos modelos es que los machos se
aparean principalmente en su zona natal. Para cada modelo, la mayoria de las especies
examinadas cumplen con la prediccion general del modelo, pero los modelos han sido
rigurosamente probados sélo para unas pocas especies. Estas pruebas requieren datos
que respalden los supuestos hechos y la evaluacion de las explicaciones alternativas, en
particular la proporcion sexual de las diferencias que se deben a la mortalidad
diferencial (King, 1987).



3.3.1.1. Edad de los parasitoides

Para la mayoria de las especies parasitoides, las hembras longevas producen mas
descendencia con alta proporcion sexual que las hembras jovenes. Tal incremento en la
proporcion sexual puede resultar del agotamiento del esperma o de la reduccién del
esperma Vviable. No todas las especies de avispas parasitoides siempre muestran un
incremento de la proporcion sexual de la descendencia con la edad de la madre (King,
1987).

Experimentos en dos especies, Anisopteromalus calandrae y Opius concolor, sugieren
que las hembras viejas producen bajas proporciones sexuales. Para O. concolor ésta
relacién existe solo cuando las hembras ovipositan en huéspedes pequefios. Una
explicacion es que las hembras prefieren ovipositar machos en huéspedes pequefios y
hembras en huéspedes grandes. Por lo tanto, cuando solo se presentan con huéspedes
pequefios, las hembras pueden ovipositar primero progenie de machos, reservando a la
progenie hembra para los encuentros con huéspedes grandes. Debido a que cuando el
encuentro con huéspedes grandes se prolonga, las hembras pueden empezar la
oviposicion de progenie hembra (van den Assem, Putters y Prins, 1984).

En Aphytis melinus, se ha observado que existe una relacion entre la proporcion sexual
y la edad de la hembra progenitora, pero sélo para hembras de mayor talla. Este
resultado puede ser debido a que existe una relacion positiva entre la talla de la hembra
y la longevidad. Debido a que las hembras pequefias no viven tanto como las hembras
grandes (Abdelrahman, 1974), asi que las hembras nunca tendrian esperma limitado.
Por lo que hembras grandes pueden vivir el tiempo suficiente para sobrevivir con sus
reservas de esperma.

La edad de la hembra al momento del apareamiento puede influir en la proporcion
sexual de su descendencia, si sus reservas de esperma disminuyen con la edad. Lo
anterior se ha observado en machos de Dahlbominus fuscipennis, los cuales
inseminaron a pocas hembras, en comparacién de cuando tenian pocas horas de
emergencia. Por lo que las hembras que inseminaban produjeron altas proporciones
sexuales (Wilkes, 1963).

En similitud, se ha observado que al menos en otras siete especies, las proporciones
sexuales se han incrementado con el nimero de veces que el macho previamente se ha
apareado. El periodo de tiempo entre los apareamientos puede influir esta relacion. Por
lo que se ha observado que en machos de Pachycrepoideus vindemiae muestran
agotamiento del esperma cuando se aparean con multiples hembras en sucesién rapida.
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Sin embargo, ellos reponen su suministro de esperma después de 30 minutos (Nadel y
Luck, 1985).

Si la edad de los progenitores (hembra o macho) influye en la proporcion sexual de la
progenie para una especie en particular puede depender en parte de si el suministro de
esperma es limitado para las hembras y machos, respectivamente. Por lo que para
determinar si el agotamiento de esperma puede ocurrir en condiciones naturales o
artificiales de laboratorio se debe registrar la siguiente informacion: longevidad de
ambos sexos, frecuencia de oviposicion, y frecuencia de apareamiento de los machos
(King, 1987).

3.3.1.2. Talla de la hembra

La talla de la hembra influye en la proporcion sexual de la progenie de las avispas
parasitoides. En Aphytis melinus, la proporcion sexual se incrementa con la edad de las
hembras de mayor talla, pero no en las hembras pequefias. Asi que la duracion de
tiempo de las proporciones sexuales es baja para las hembras pequefias. Similarmente,
las hembras de talla mediana y pequefia de Trichogramma brevicapillum producen
proporciones sexuales bajas en hembras en comparacion a las hembras de mayor talla
(Pak y Oatman, 1982).

3.3.1.3. Dieta de la hembra

El tamafio de la hembra es otro factor que puede influir en la proporcion sexual de la
progenie. Hembras de Bracon hebetor se alimentan de huéspedes y miel, y producen
proporciones sexuales altas en comparacion a las hembras que sélo se alimentan del
huésped. Esto puede ser debido a que la longevidad se incrementa en hembras que
recibieron miel en la dieta, en estas especies las hembras mas viejas producen
exclusivamente progenie de machos (Rotary y Guerling, 1973).

3.3.1.4. Efecto de la talla del huésped en el tamafio del adulto parasitoide

Se ha demostrado que existe una correlacion positiva entre la talla del huésped y la talla
del adulto parasitoide en algunas especies de avispas solitarias. Para las especies
solitarias Hyposoter exiguae (Jowyk y Smilowitz, 1978) y Roptrocerus xylophagorum
(Samson, 1984), el porcentaje se incrementa con el tamafio de huéspedes pequefios a
grandes son de mayor talla las hembras que los machos. Sin embargo, para Apanteles
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rubecula y Spalangia cameroni en condiciones de laboratorio, el porcentaje se
incrementa y es independiente del sexo (Nealis et al., 1984; Legner, 1969; King, 1987).

3.3.1.5. Efecto de la talla, edad, sexo, y especie huésped

La talla del huésped se ha demostrado que tiene influencia en la proporcion sexual de
varias especies de avispas parasitoides. Para las especies estudiadas, la proporcion
sexual de las avispas emergidas de huéspedes grandes es baja en comparacién a las
emergidas de huéspedes pequefios, con algunas excepciones (King, 1987).

La edad del huésped (o instar) es algunas veces utilizado como medida de la talla del
huésped, debido a una correlacion positiva entre las dos variables. Para la mayoria de
las especies, la proporcion sexual decrece con el incremento de la edad del huésped.
Para Trichogramma japonicum y T. semifumatum, la proporcién sexual es baja de las
avispas que emergidas de huéspedes viejos en contraste con los huéspedes jovenes, esto
debido al hecho de que los huéspedes viejos tienen mas recursos. Ambas especies son
parasitoides de huevos. Sin embargo en Nasonia vitripennis la proporcion sexual de las
avispas emergidas de huéspedes viejos es alta en contraste con los huéspedes jovenes
(Wylie, 1963).

3.3.2. Proporcion Sexual Paterna

La distorsion de la proporcion sexual es el elemento de la proporcion sexual paterna
(Paternal Sex Ratio PSR) (Werren et al., 1981, 1987; Werren, 1991), la cual se debe a
un cromosoma supernumerario y se ha reportado en la avispa parasitoide Nasonia
vitripennis que estd presente en algunos machos. Los machos portan el factor
extracromosomico que causa hembras y se aparean para producir progenie de machos, a
pesar de que su esperma fertiliza los dvulos de la hembra. El elemento PSR destruye los
cromosomas que se derivan del nucleo espermatico despues de la fecundacion del
ovulo. Los cromosomas maternos no se ven afectados y porque PSR sobrevive, el
embrion resultante se convierte en un macho haploide PSR-sustituto. Por lo tanto, PSR
convierte huevos diploides (hembra) en huevos haploides PSR (machos). Se considera
un elemento genético “egoista”, ya que elimina por completo los genes de su huésped
de cada generacion (Nur et al., 1988).



3.3.3. Proporcion Sexual Materna

El factor de Proporcion Sexual Materna (Maternal Sex Ratio MSR) es otra distorsion de
la proporcion sexual que se ha registrado en Nasonia vitripennis Las hembras producen
progenie que consiste sélo de hijas, o rara vez contienen uno o unos pocos machos. La
naturaleza del elemento MSR se desconoce, pero se hereda citoplasmicamente y
probablemente implica una variante mitocondrial que de alguna manera afecta el
control de la hembra en la espermateca (Skinner, 1982).

3.3.4. Herencia Materna

Las hembras heredan endosimbiontes que matan a los machos, pero no a las hembras
huésped durante la embriogénesis, esto se ha reportado para varios insectos, en
particular para escarabajos coccinélidos y avispas parasitoides (Hurst, 1991). Varios
taxa microbianos ampliamente divergentes estan involucrados como Rickettsia,
Wolbachia Rickettsia, espiroplasmas y Flavobacteria (Hurst et al., 1996). La presencia
de microorganismos puede ser determinada facilmente, y su identidad establecida, con
métodos moleculares como la amplificacion por PCR y los cebadores adecuados.
Arsenophonus nasoniaees es otra bacteria que causa la muerte del hijo (“son-killer”) en
N. vitripennis (Huger et al., 1985; Skinner, 1985b; Werren et al., 1986; Gherna et al.,
1991). Se produce en frecuencias bajas en poblaciones naturales y causa progenie
hembra por matar solamente a los huevos machos. La bacteria esta presente en los
ovarios de la hembra y se transmite a través de los huevos a la descendencia. También
se inyecta en la pupa huésped y se transmite horizontalmente por volver a infectar a
otras las larvas hembra en el caso de superparasitismo. Por lo que la muerte del hijo
(“son-killer”) afecta solo a la proporcion sexual secundaria (Jervis, 2005).

La distorsion de la proporcion sexual por microorganismos en insectos se pueden
detectar mediante la exposicion a alta temperatura, e.g. 30°C (Luck et al., 1993), pero
un mejor método es alimentar a hembras infectadas con antibidticos como la tetraciclina
o rifampicina, y luego examinar si la tasa de eclosion de los huevos y la proporcion de
progenie de machos aumenta (Stouthamer et al., 1990; Hurst et al., 1992).
Alternativamente, se pueden tefiir los huevos o las células de la hemolinfa con el
colorante de ADN, DAPI o0 H33258, y examinarlas bajo el microscopio para detectar la
presencia de bacterias utilizando cepas curadas como controles. Por lo general, cientos
de bacterias se producen en un solo huevo (Breeuwer y Werren, 1990; Stouthamer y
Werren, 1993; Hurst et al., 1996).
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3.3.4.1. Incompatibilidad Citoplasmica

En varios parasitoides otra causa de distorsion de la proporcion sexual es la
incompatibilidad citoplasmatica causada por la bacteria Wolbachia (Luck et al., 1993;
Werren y O"Neill, 1997). Estas bacterias estan presentes en el citoplasma del huevo. El
éxito de fertilizacion de los huevos libres de Wolbachia sélo puede lograrse por el
esperma de machos infectados, mientras que los huevos que contienen la bacteria
pueden ser fertilizados por el esperma de machos infectados o no (Breeuwer y Werren,
1990). Ademas de esta incompatibilidad citoplasmatica unidireccional, la
incompatibilidad bidireccional sucede. Esto se refiere a la situacion en la que dos cepas
huésped de diferente tipo de Wolbachia y las dos cruzas reciprocas entre las cepas son
incompatibles. Los cromosomas de los espermatozoides degeneran en el O6vulo
fecundado en cruzas incompatibles (Breeuwer y Werren, 1990). Lo anterior no produce
progenie en todos los organismos diploides (porque los huevos son haploides inviables),
y resulta progenie de machos haplodiploides.

3.3.4.2. Telitoquia mediada por Wolbachia

La telitoquia en algunas avispas parasitoides es causada por la bacteria Wolbachia.
Stouthamer et al. (1990) demostraron que las hembras telitocas de Trichogramma
comenzaron a producir hijos después de ser alimentadas con antibiéticos. Reversiones
similares de telitoquia a arrenotoquia se han reportado en otras especies (Stouthamer,
1997).

Otros casos de telitoquia en avispas parasitoides también pueden ser inducidas por
microorganismos. Varios estudios han encontrado un aumento en la produccion de
machos de las cepas telitocas despues de exponerlas a altas temperaturas (Wilson y
Woolcock, 1960; Legner, 1985). Se puede revertir a la telitoquia cuando se realizan
crias a temperaturas mas bajas. Esto es consistente con la hipotesis de que la induccion
de telitoquia es dependiente de la dosis, es decir, las altas temperaturas matan a las
bacterias y reducen su densidad por debajo de un valor critico, pero su nimero puede
recuperarse (Breeuwer y Werren, 1993; Hurst, 1993).

3.5. Genética de la proporcion sexual

La proporcion sexual es usualmente expresada como la proporcién de machos entre la
progenie. Muchos organismos diploides tienen proporciones iguales de machos y
hembras (proporcién sexual = proporcion de machos = 0.5). En contraste, los
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organismos haplodiploides frecuentemente tienen proporciones sexuales sesgadas a
hembras (proporcion sexual < 0.5). La proporcion sexual primaria se refiere a la
proporcion inicial de huevos de machos inmediatamente después de la oviposicion. Esta
puede ser determinada utilizando técnicas citoldgicas (van Dijken, 1991). Debido a la
mortalidad diferencial de los sexos durante el desarrollo de huevo, larva o pupa, la
proporcion sexual secundaria puede ser muy diferente de la primaria (Jervis, 2005).

Aunque han habido numerosos estudios teoricos y empiricos de las decisiones de
asignacion sexual en los himenopteros (Charnov, 1982; Hardy, 1992, 1994a; Antolin,
1993; Wrensch y Ebbert, 1993), la base genética de la proporcion sexual ha sido poco
estudiada. Existen varios enfoques para estudiar la base genética de la proporcién
sexual: (1) mejoramiento de lineas iso-hembras, (2) experimentos de seleccion, y (3)
analisis genéticos cuantitativos.

3.6. Seleccidon de la proporcion sexual de la descendencia y su importancia en el
Manejo de la Proporcién Sexual en Programas de Control Biologico

Muchos parasitoides himenoOpteros son arrenotocos, presentando reproduccion
haplodiploide. Las hembras de tales especies pueden controlar selectivamente la
fertilizacion del huevo. Los huevos diploides fertilizados originan hembras mientras que
los huevos haploides no fertilizados producen machos. Esto permite que los parasitoides
pongan huevos de hembra en los mejores huéspedes, reservando los huevos de macho
para huéspedes menos éptimos (Van Driesche et al., 2007). Aphytis linghanensis
Compere (Aphelinidae) pone huevos de machos méas a menudo en las escamas pequefias
mientras que las mas grandes reciben huevos de hembras (Opp y Luck, 1986). Los
huéspedes parasitados previamente a menudo reciben méas huevos de machos porque
tienen menores recursos (Waage y Lane, 1984). Las proporciones sexuales en colonias
de laboratorio pueden sesgarse hacia los machos, debido a encuentros con huéspedes
pequefios 0 demasiado parasitados, disminuyendo la productividad de la colonia. Los
encuentros mas frecuentes con hembras de la misma especie aumentan el porcentaje de
huevos de machos ovipositados. Sin embargo, ain en condiciones ideales, las hembras
en areas pequefias ponen al menos algunos huevos de machos en hospederos grandes
para asegurar la fertilizacion de sus hijas (Van Driesche et al., 2007).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material Biologico

Tanto los parasitoides como los psilidos con los que se iniciaron las colonias para este
trabajo fueron proporcionados por la empresa Koppert México. Las colonias de psilidos
y parasitoides se mantuvieron en invernaderos y camaras de cria del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México.

Como hospedera se utilizaron plantas de jitomate (Solanum lycopersicum L.) variedad
“Rio Grande” de 90 d de edad. Las semillas se germinaron en charolas de unicel de 200
cavidades. Despues de los 21 d de haber germinado, las plantulas se trasplantaron en
macetas de plastico con capacidad de 1 kg que contenian sustrato (Fafard Canadian
Sphagnum Peat Moss®). A las plantas se les proporcionaron agua y solucién nutritiva
de acuerdo a sus requerimientos. La solucion nutritiva se prepard con el fertilizante
NPK, a la proporcién 12:8:6.

4.2. Cria del huésped

Para asegurar una edad uniforme de las ninfas de B. cockerelli, se utilizaron 200 parejas
en edad de oviposicion (tres dias de edad), posteriormente se liberaron por un periodo
de cinco dias en jaulas entomoldgicas (90 x 90 x 95 cm) que contenian 12 plantas de
jitomate 90 d de edad, por jaula. Posteriormente, se retiraron los adultos de las jaulas
con la ayuda de un aspirador manual. A las plantas con oviposturas se les dio
seguimiento hasta la emergencia de ninfas susceptibles a ser parasitadas. Observaciones
preliminares indican que las ninfas que pueden ser parasitadas corresponde al tercer,
cuarto y quinto instares. Dichas ninfas se expusieron a los parasitoides. Este
procedimiento se realizd en dias consecutivos para obtener ninfas de la misma edad en
diferentes fechas durante toda la investigacion.

4.3 Cria del parasitoide

Para la cria del parasitoide se utilizaron jaulas, como las descritas anteriormente, cada
una contenia ocho plantas infestadas con ninfas susceptibles a ser parasitadas,
posteriormente se liberaron 100 parejas de parasitoides y se dejaron actuar sobre las
ninfas del psilido. Cuando la disponibilidad de huéspedes se redujo éstas plantas se
reemplazaron por otras con ninfas de tercer, cuarto y quinto instares. Se cortaron las
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hojas con presencia de ninfas parasitadas y se colocaron en charolas de aluminio para
luego introducirse en jaulas de acrilico (50 x 50 x 35 ¢cm), dentro de una camara de cria
con condiciones controladas [26 + 2°C, 60 + 10% HR y fotoperiodo de 14:10 (L:0)].
Para la alimentacion de los parasitoides recién emergidos, en la parte superior de las
jaulas de acrilico se les aplicaron lineas de una solucion de miel y agua (1:1).

De la cria del parasitoide se obtuvieron al azar ninfas parasitadas, las cuales se
identificaron por la coloracion café oscuro del integumento deshidratado (momias) y
presencia del meconio, lo cual indica el inicio de la pupacion. Las ninfas estaban
adheridas a los foliolos de jitomate, por lo que se recortd la fraccion de hoja donde se
localizaban estas. Cada ninfa parasitada se coloco en tubos de ensaye de 5 mL (13 x 75
mm), tapados con algoddn. Las pupas en estos recipientes se mantuvieron en una
camara bioclimatica bajo condiciones controladas para esperar la emergencia de los
parasitoides.

4.4. Efecto de la talla del huésped en la proporcién sexual del parasitoide

Para evaluar el efecto de la talla del huésped en la proporcién sexual de T. triozae, se
aislaron 400 ninfas parasitadas como se describié anteriormente, y a las 24 h de
emergencia los adultos se sacrificaron en tubos eppendorf de 2 ml con alcohol etilico al
70% para su posterior sexado (hembras con setas cortas en las antenas y setas largas en
machos). De cada repeticion se registrd la fecha de emergencia y sexo del adulto
emergido.

Posteriormente se obtuvieron datos morfométricos del largo y ancho de las momias,
para lo cual se utilizd el método de medicion por analisis computarizado de imégenes.
Las imagenes de las ninfas parasitadas se obtuvieron en un fotomicroscopio Carl Zeiss
Tessovar, con una camara digital Pixera Professional. A cada una de las imagenes se le
asigno un nimero de muestra progresivo. Las imagenes se archivaron en formato JPG.
De la misma forma, se capturo la imagen de la reglilla de un micrémetro graduado en
centésimas de milimetro, para calibrar el analizador de iméagenes. Para medir las
imagenes de las momias se uso el programa Image Tool 3.0 (Wilcox et al., 2002).

Con la imagen de la reglilla micrométrica se calibro el programa y se utilizo la micra
como unidad de medida. De cada imagen se obtuvo la dimension de largo y ancho,
ordenandola de acuerdo con su nimero de muestra. La medicion del largo y ancho se
tomo uniendo los puntos mas externos de los bordes anterior, posterior y laterales del
cuerpo de las ninfas huésped con la linea de las herramientas de medicion del programa.
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Con los datos obtenidos se establecieron intervalos de talla cada 200 pum. Para esta
evaluacion se probo que la hipotesis nula, definida como la proporcion sexual no fuera
diferente de 1:1 (machos/hembras) para cada intervalo de talla del huésped. El anélisis
de % se realiz6 para probar esta hipétesis (Statistix, 2005).

Para establecer si existia una relacion entre la talla del huésped y del adulto parasitoide,
de la muestra de 400 ninfas se seleccionaron al azar 100 parasitoides, 50 machos y 50
hembras. Con el mismo procedimiento descrito arriba, se obtuvieron datos
morfomeétricos de la talla del parasitoide, para lo cual se midi6 el largo de las tibias
posteriores derechas, por ser un indicador del tamafio de la avispa (Joyce et al., 2002;
Skelley y Hoy, 2004). Se efectud un analisis de regresion lineal simple para determinar
la relacion de la variable respuesta: talla del parasitoide (longitud de la tibia posterior); y
como variable independiente la talla del huésped (largo del cuerpo de la ninfa
parasitada). El analisis de regresion se realizd con el procedimiento Proc REG del
programa de analisis estadistico SAS (SAS Institute, 2002).

4.5. Efecto de la edad del parasitoide en la proporcion sexual de T. triozae

Para esta evaluacion al igual que en el procedimiento antes descrito, se utilizaron ninfas
parasitadas del huésped para controlar la edad de los parasitoides, y a las 24 h de
emergencia los adultos fueron sexados, y posteriormente se les ubicd por parejas en
arenas experimentales. La arena experimental consistié de una pareja de T. triozae de
menos de 24 h de edad en una caja Petri (4 cm de diametro x 1.5 cm de profundidad),
con tres orificios laterales (0.5 cm) cubiertos de tela de organza para permitir la
oxigenacion. La base de la caja contenia un disco de papel toalla himeda y un disco
foliar de jitomate, (33 mm de diametro, del estrato medio de plantas de jitomate de 90 d
de edad), donde se transfirieron con un pincel de 15 a 30 ninfas de cuarto instar. En la
tapa de la caja se colocaron 3 gotas de una solucion de miel y agua (1:1).

Transcurrido el tiempo de exposicion (24 h) de las ninfas huésped, los adultos de T.
triozae se retiraron y se transfirieron a la siguiente arena experimental, para lo cual las
avispas se anestesiaron con CO; a 20 Psi de presion durante 30 s y se transfirieron con
un pincel entomoldgico (No. 4/0). Durante toda la vida de los adultos y cada 24 h, cada
pareja se expuso a una nueva cohorte de ninfas. Los discos foliares con las ninfas
huésped parasitadas se conservaron en una camara bioclimatica (26 + 2°C, 60 + 10%
HR y fotoperiodo de 14:10 L:O h) con el fin de obtener la F1 y realizar el sexado hasta
la emergencia con el procedimiento utilizado para la generacion paterna. La proporcién
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sexual de la progenie se registrd6 como el nimero de hembras por cada macho que
emergio de la progenie de cada hembra de edad x.

El experimento ademas conté con un testigo, el cual contenia solamente ninfas del
psilido para determinar mortalidad por manipuleo, y se realizaron veinte repeticiones.
Cada 24 h se realizaron observaciones. A partir del octavo dia el nimero de ninfas se
incrementd a 30 en cada repeticion, debido a que en observaciones previas se detecto
que a partir de esta fecha la oviposicion incrementa (Rojas, 2009). Las ninfas de cuarto
instar, se obtuvieron a partir de ninfas aisladas previamente a la elaboracion de las
unidades experimentales.

Los datos para estimar el efecto de la edad del parasitoide en la proporcion sexual de la

progenie, se sometieron a un analisis de correlacion multiple (correlacién de Pearson)
mediante el procedimiento Proc CORR de SAS (SAS Institute, 2002).
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5. RESULTADOS

5.1. Efecto de la talla del huésped en la proporcion sexual del parasitoide

La proporcion sexual de la progenie de T. triozae mostrd variaciones debido a la talla
del huésped. En la mayoria de los casos la proporcion sexual fue diferente a un macho
por cada hembra (>>3.98; P< 0.05), s6lo en el intervalo de talla de 770 a 970 um la
proporcion sexual no fue estadisticamente diferente a un macho por cada hembra
(x?=1.67; P=0.19). La tendencia en la mayoria de los casos estuvo cargada hacia las
hembras, con excepcion del intervalo de 971 a 1170 um donde la proporcién de machos
fue superior al de las hembras (Fig. 1). El mayor nimero de hembras se presentd en
tallas mas grandes, llegando a su maximo (>9 hembras por cada macho) en los
huéspedes de talla superior a los 1370 um y el minimo (<2 hembras por cada macho) en
los huéspedes de talla menor a 1170 um. Adicionalmente, se observo que existe una
relacion directa entre la talla de los hospedantes en relacion al tamafio tanto de las

hembras emergidas (r?=0.37) como de los machos (r>=0.61) (Fig. 2).
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Fig. 1. Efecto de la talla del huésped en la proporcién sexual de T. triozae. N=400 ninfas parasitadas.

Barras con asterisco (*) indican diferencias significativas en la proporcion de machos y hembras, o =
0.05.
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Fig. 2. Efecto de la talla de la ninfa huésped B. cockerelli (longitud) en la talla del parasitoide adulto T.
triozae (longitud de la tibia posterior). Circulos sélidos y linea continua de regresién lineal representan a
las hembras, circulos vacios y linea interrumpida de regresion lineal representan a los machos. N=100
ninfas parasitadas.

5.2. Efecto de la edad del parasitoide en la proporcion sexual de T. triozae

La proporcién sexual de T. triozae y el total de progenie por hembra presentaron una
correlacion significativa con la longevidad pero no con la talla de la hembra, es decir
hembras mas longevas presentaron una mayor proporcion de progenie hembra, pero la

cantidad total de descendientes se vio negativamente influenciada.

Los datos de oviposicion diaria de hembras de T. triozae, se ajustaron a un modelo de
prediccion de polinomios ortogonales para describir la descendencia de hembras (y = -
2.18 + 2.29x — 0.14x% + 0.002x%), y a un modelo de y = sen(x) para los machos (Fig. 3).
Estos modelos arrojaron datos calculados muy similares a los observados durante los
primeros 20 dias, pero al final del periodo de oviposicién los datos se separan
notablemente de los observados. Durante los primeros cinco dias de edad la progenie de
hembras se incremento progresivamente, mientras que la de machos fue relativamente
constante durante todo el periodo de oviposicion. Del dia seis al 19, la progenie de
hembras fue superior a seis, mientras que la de machos nunca fue superior a tres
machos/hembra. A partir del dia 20 la progenie de hembra disminuyd, y al final del

experimento sélo se presentd descendencia de machos.
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Fig. 3. Modelo de prediccién y datos observados en la progenie de machos y hembras de T. triozae de
acuerdo a la edad del parasitoide. N = 20 parejas. Circulos y cuadrados sélidos representan datos
esperados, circulos y cuadrados vacios representan datos obtenidos. Circulos representan a los machos y
cuadrados a las hembras.

La proporcion sexual promedio de hembras en el total de la descendencia de T. triozae
los primeros 20 dias fue de 0.84, fluctuando entre 0.8 y 1.0; del 21 al 24 fue de 0.56 y a
partir del dia 25 la proporcion sexual fue en promedio menor a 0.02, e incluso a partir

del dia 30 practicamente toda la descendencia fueron machos (Fig. 4).
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Fig. 4. Efecto de la edad del parasitoide en la proporcién sexual de T. triozae. N = 20 parejas.
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6. DISCUSION

6.1. Efecto de la talla del huésped en la proporcion sexual del parasitoide

La talla del huésped influyo en la proporcion sexual del parasitoide T. triozae, lo que
concuerda con lo observado por King (2002) en Spalangia cameroni Perkins; también
se corrobora la hipétesis de que algunos parasitoides solitarios asignan mayor progenie
de hembras en huéspedes con mas recursos (Jarosik et al., 2003). En varios estudios se
ha observado que la talla del huésped con frecuencia presenta una correlacién negativa
con la proporcién de progenie de machos (Charnov et al., 1981; King, 1993; Ueno y
Tanaka, 1997), es decir generalmente emergen mas machos en huéspedes de tamafio
pequefio, ya que las hembras suelen seleccionar huéspedes con mayores recursos para
depositar huevos que daran origen a hembras. Lo observado en el presente estudio
también coincide con lo obtenido por Avilla y Albajes (1984) para el endoparasitoide
solitario Opius concolor Szépligeti, donde la proporcion sexual de la progenie de
hembras no apareadas parasitando huéspedes grandes favorecié a hembras (0.26), pero
en huéspedes pequefios favorecié a machos (0.73).

En el presente estudio se observd que los parasitoides de mayor talla emergieron de las
ninfas huésped de mayor tamafio y ademas fueron hembras; mientras que los adultos de
menor talla fueron machos (Fig. 2), lo cual concuerda con el modelo tetrico de
asignacién sexual dependiente del tamafio del huésped de Charnov et al. (1981). La talla
es frecuentemente considerada como la medida méas importante de la calidad del
huésped, porque el tamafio del parasitoide tiende a incrementarse con el tamafio del
huésped y a su vez es correlacionado con otras medidas de la aptitud biolégica como
fecundidad y longevidad (Strand, 2002). Considerando lo anterior, los resultados del
presente estudio, refuerzan lo reportado por Sagarra y Vincent (1999), en Anagyrus
kamali Moursi (Hymenoptera: Encyrtidae), quienes indican que para maximizar la
produccion de progenie hembra de parasitoides en crias masivas se sugiere utilizar
huéspedes de mayor talla. Por lo anterior se sugiere que en la cria masiva de T. triozae,
para maximizar la produccién de hembras parasitoides, se debe contar con ninfas de B.

cockerelli no menores de 1370 pum de talla.
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6.2 Efecto de la edad del parasitoide en la proporcion sexual de T. triozae
Los resultados mostraron que la edad del parasitoide influyé en la proporcion sexual de

su progenie, lo cual apoya la hipotesis de que éste mecanismo de regulaciéon es una
caracteristica importante en la mayoria de las especies arrenotocas (Flanders, 1956).
Resultados similares se han observados en otros parasitoides como lo reportado por
Guerlin y Fried (2000), en Eretmocerus mundus Mercet parasitoide de ninfas de mosca
blanca, también observaron cambios en el promedio de sexos de la progenie basado en
la edad de oviposicion de la hembra adulta. Sin embargo, los resultados difieren a lo
encontrado por Avilla y Albajes (1984), para Opius concolor Szépligeti que no
encontraron efecto de la edad de la hembra en la proporcidn sexual cuando se utilizaron

huéspedes grandes.

Las hembras de Tamarixia triozae presentaron una mayor fecundidad en los primeros
dias de edad, en otras especies de parasitoides también se ha observado que las hembras
jévenes pueden ser mas fecundas que las viejas (De Vis et al., 2002; Riddick, 2003). En
el presente trabajo se observo que la fecundidad fue alta (>6 huevos por hembra por dia)
en hembras jovenes (6 al 9 dias de edad) y decrece hasta hacerse nula en hembras
maduras (>25 dias de edad), lo que fue observado también por Riquelme y Botto
(2010), en Trichogrammatoidea bactrae Nagaraja, parasitoide de huevos de la polilla
del tomate. Adicionalmente, las hembras jovenes de T. triozae presentaron mayor
progenie de hembras (>80%), mientras que las hembras adultas redujeron su
descendencia de hembras a menos de 20%. Esta tendencia se relaciona con la
determinacion sexual haplodiploide, ya que con la edad, las reservas de
espermatozoides en la espermateca se agotan o los espermatozoides no sobreviven y por

lo tanto todos los huevos resultan machos haploides (Godfray, 1994).

En T. triozae se observa que en hembras jovenes la descendencia es aproximadamente
de ocho hembras por cada macho. Comunmente la tasa sexual de una poblacion de
parasitoides es menor de 0.5 y tipicamente esta tasa representa una relacién 6ptima entre
los nimeros de machos y hembras en una poblacion. Los resultados sugieren que un
macho de T. triozae pudiera ser suficiente para inseminar al menos ocho hembras. Por
lo que al mantener fijo el tamafio de huésped (como una medida de calidad) se asume
que la asignacién del sexo fue como resultado de la eleccion por parte de la hembra

buscando la optimizacion del recurso (Stephens y Krebs, 1986).
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7. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo indican que el tamafio del huésped y la edad de la hembra
parasitoide son factores criticos que influyen en la produccion de la progenie de
Tamarixia triozae. Debido a que la talla del huésped influye en la proporcion sexual de
los parasitoides, y este factor puede ser Util en el manejo de las crias en laboratorio.
Adicionalmente, conocer la edad de los parasitoides cuando estos son mas fértiles es
importante para decidir qué edad deben tener las hembras a liberar, y asi incrementar las

posibilidades de obtener un nivel significativo de parasitismo.
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