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PREFACIO

En este trabajo, se plantea conocer la identidad y los pardmetros reproductivos de un
parasitoide que ataca los huevos del gorgojo comun (Acanthoscelides obtectus) para evaluar si
puede ser un agente de control bioldgico y pueda ser utilizado para mitigar las poblaciones de los
gorgojos en almacenes de frijol. En el capitulo 1 se tratardn las generalidades de los
Trichogrammatidae y del género Uscana. En el capitulo 2 se vera la identidad de las poblaciones
de la avispa y la posible existencia de especies cripticas. Los pardmetros reproductivos en funcion
de la edad del hospedero y de la edad de la hembra progenitora seran tratados en el capitulo 3. En
el capitulo 4 se tratard como la alimentacion (miel de abeja), la presencia 0 no de hospederos
(huevo del gorgojo) y sexo tienen un efecto en la longevidad, la fecundidad (progenie aparente y
total), porcentaje de supervivencia (nimero de progenie emergida como adulto entre el nimero
total de huevos de la avispa) y proporcion sexual de la progenie aparente. En el capitulo 5 se
presenta una discusion general y finalmente en el capitulo 6 se hace una conclusion general. La

literatura general es la que se cita en la introduccion y discusion general.



RESUMEN

Dentro del marco de un programa de control biolégico con himenopteros parasitoides para
reducir las densidades poblacionales de los gorgojos comun y mexicano [Acanthoscelides
obtectus (Say) y Zabrotes subfasciatus (Boheman)], que atacan semillas de frijol almacenado en
el centro de Meéxico, se colectd el parasitoide Uscana espinae Pintureau y Gerding
(Hymenoptera: Trichogrammatidae). En este trabajo, se da a conocer la identidad y algunos
aspectos del comportamiento reproductivo de este himendptero o6fago que ataca a los gorgojos
del frijol y se evalGa su aptitud y eficiencia como un buen agente de control para una posible
liberacion por inundacion en contra de los gorgojos plaga de frijoles secos en el almacén.

Se reporta por primera vez la presencia de U. espinae Pintureau y Gerding en México, asi
como en nuevos hospederos (A. obtectus, A. obvelatus Bridwell, A. oblonguttatus (Fahraeus) y
Mimosestes humeralis (Gyllenhal). Se amplia su distribucion geografica de Chile y Uruguay para
ahora incluir a los estados de Morelos, Puebla y Veracruz en México. No se detecto evidencia de
especies cripticas en seis poblaciones del centro de México mediante la utilizacion de caracteres
morfolégicos, un analisis de citocromo oxidasa | (COI 1) y cruzas reproductivas dentro y entre
poblaciones. Se encontraron pocas diferencias o variacion dentro y entre las seis poblaciones
estudiadas en algunos caracteres morfologicos, genéticos y reproductivos. En una de las
poblaciones de Morelos (en Tepoztlan) la relacion de la fimbria / ancho del ala anterior de los
machos es menor a la de otras poblaciones. Se encontraron tres haplotipos, el haplotipo tres se
extiende a los tres estados y en algunas localidades se presentan dos haplotipos, en Pantitlan,
Morelos, los haplotipos dos y tres, y en EI Campanario, Ver., los haplotipos uno y tres. Por medio

de cruzas reproductivas (indice de compatibilidad reproductiva) no se encontré que exista



aislamiento reproductivo y se encontré que el coeficiente de compatibilidad reproductiva es alto
(>80 %) en cualquier tipo de cruza.

Se examino si la edad del hospedero (huevos de Acanthoscelides obtectus (Coleoptera:
Bruchinae) de 3, 24, 48, 72, 96, 120 horas) y la edad de las hembras de U. espinae (24, 72 y 144
horas) provenientes de dos localidades del centro de México (Pantitlan, Morelos y Estanzuela,
Veracruz) tienen efecto sobre la oviposicion, la fecundidad y la proporcion sexual de la progenie
en el laboratorio. Ademas, se determind si el tamafio de las hembras de U. espinae provenientes
de las dos localidades esta relacionado con el nimero de huevos colocados en los hospederos. En
Pantitlan, la edad del hospedero afectd al numero de huevos que la hembra deposita, ya que la
meseta de maxima oviposicion fue en las edades de 24, 48 y 72 horas con un promedio de 27, 25,
27 huevos por hembra, respectivamente; los hospederos de 3 horas y 120 horas de edad fueron
los menos ovipositados (13 y 9 en promedio, respectivamente). En Estanzuela, se observd una
distribucion semejante a la de Pantitlan, también con una meseta desde las 24 a 72 horas después
del apareamiento, aunque menos pronunciada que la de Pantitlan. Se encontr6 que la edad de las
hembras de U. espinae provenientes tanto de Estanzuela como de Pantitlan influyé en su tasa de
oviposicion, con una meseta desde las 24 a 72 horas y un promedio de 27 y 22 hijos por hembra
de Pantitlan, respectivamente y un promedio de 28 y 28 hijos por hembra de Estanzuela. Se
encontrd que las hembras adulto de Estanzuela son mas grandes en tamafio que las de Pantitlan;
sin embargo, no se encontré que el tamafio de los adultos estuviera correlacionado con su
fecundidad.

Por ultimo, se evaluo si la alimentacion (miel de abeja), presencia de hospedero (huevos
de A. obtectus) y sexo de las avispas de U. espinae influyen sobre su longevidad, fecundidad

(progenie emergida y progenie total), porcentaje de supervivencia y proporcion sexual de la



progenie emergida. Se encontrd que los machos sin alimento son mas longevos (cinco dias) que
las hembras (dos dias). Cuando se alimentan, los machos y las hembras viven hasta nueve y siete
dias, respectivamente. Las hembras que se alimentan con miel colocan méas huevos (29) que las
hembras sin alimento (19). En el caso de las hembras con hospederos ad libitum, ellas mueren a
los dos dias no importando si tienen o no alimento. No se encontraron diferencias significativas
en la longevidad de los parasitoides provenientes de Pantitlan y Estanzuela. El porcentaje de
supervivencia y la proporcion sexual de la progenie es semejante con y sin alimento, la

proporcién sexual de la progenie siempre estuvo sesgada a hembras.

Los resultados de este trabajo muestran que los adultos de U. espinae son candidatos para
ser considerados como agentes de control biol6gicos, ya que pueden reproducirse con una alta
fecundidad aun sin alimento. Si en los granos almacenados de frijol se agrega alimento (miel de
abeja) y se liberan ahi, las hembras podrian tener cinco dias més de vida para buscar mas

hospederos.



1. INTRODUCCION GENERAL

En la agricultura moderna, los insumos de origen quimico son de suma importancia para
el éxito de las cosechas, ya que sus productos como fertilizantes y pesticidas suplen la funcion
que la diversidad biologica y los procesos ecoldgicos proporcionan a las comunidades naturales.
Aparte del beneficio para los cultivos, cada vez se hace mas notorio su efecto negativo en el
ambiente, como en la eutrofizacion de las aguas continentales, el efecto toxico de los pesticidas
en las cadenas troficas de la fauna silvestre y el efecto cancerigeno de estos mismos a la salud
humana (Tilman et al. 2002). Este impacto negativo esta induciendo un cambio de estrategia en
distintas ramas de estudio (Edwards 1989, De Bach & Rosen 1991), como la agroecologia
(restauracion de la biodiversidad en los agrosistemas) (Gurr et al. 2003) y el manejo integrado de
plagas para que se utilicen otras alternativas (control bioldgico y cultural) para el control de los
herbivoros en los cultivos (Barbosa 1998, Barbosa & Castellanos 2005). En ambos casos se
intenta que los cultivos tengan una entomofauna mas diversa que incluya enemigos naturales que

puedan limitar las poblaciones de los herbivoros plaga (Jervis 2005).

La regulacion de la abundancia de organismos indeseables a través de la depredacion, el
parasitismo y la competencia es uno de los servicios ecoldgicos que presentan los sistemas
agricolas con cierto grado de biodiversidad (Altieri & Nicholls 1994, Altieri 1999, Jervis 2005).
Los depredadores, parasitoides y patdgenos actGan como agentes de control natural que bien
manejados, pueden regular la poblacion de herbivoros en un agroecosistema particular (Barbosa

& Castellanos 2005, Jonsson et al. 2008). Esta biodiversidad puede ser utilizada como una



herramienta para controlar las plagas de insectos que atacan los cultivos basicos en las

comunidades de campesinos (Gurr et al. 2003).

El uso de enemigos naturales como los himenopteros parasitoides es basico en el control
bioldgico por inundacién, ya que por medio de una cria masiva y su liberacién en campo, se
pueden incrementar sus poblaciones limitando a su vez la de sus hospederos (Mills 2010).
Existen aproximadamente 240,000 especies descritas de parasitoides (Grimaldi & Engel 2005,
Pennachio & Strand 2006), difiriendo cada especie en comportamiento y biologia; incluso, la
variacion puede presentarse dentro y entre poblaciones de la misma especie (Wajnberg et al.
2012). El adulto parasitoide ovipone sobre, dentro o cerca del cuerpo de otro artropodo, y
usualmente el hospedero muere como resultado del desarrollo de la larva de la avispa parasitoide

(Hassell & Godfray 1992).

El uso de parasitoides es parte fundamental en la técnica de control biologico para
combatir muchas plagas de una gran variedad de cultivos de valor econémico (Waage & Mills
1992, Murdoch & Briggs 1996, Jervis 2005). Su creciente uso ha permitido reducir la utilizacion
de otros métodos convencionales como el de control quimico con pesticidas, exclusion vy
condiciones ambientales adversas (desecacion y modificacion de la temperatura). ElI control
bioldgico es el uso consciente de organismos vivos para restringir el tamafio de las poblaciones
de insectos no deseables (insectos plagas) causantes de pérdidas econdémicas en los cultivos (De
Bach & Rosen 1991, Eilenberg et al. 2001). La técnica mas usada en el control bioldgico es “el
control biolégico clasico”, que usa agentes exoticos para controlar plagas exoticas (Kidd & Jervis
2005). Sin embargo, no se sabe aun con claridad cual es el impacto ambiental que los parasitoides

exoticos introducidos tienen sobre otros insectos no dafiinos en el ecosistema (Hochberg 1996,



Simberloff & Stiling 1996, Hawkins & Marino 1997), por lo que se ha sugerido estudiar y
promover actividades con especies de parasitoides nativos cuando los hay, en lugar de introducir
parasitoides exoticos. Con este método alternativo al control bioldgico clasico se trata de utilizar
de una manera mas eficiente a los parasitoides nativos ya presentes en el ecosistema, por via de la
inundacion o aumento, es decir liberando periddicamente parasitoides producidos masivamente
para mejorar el control natural existente, o a traves de la modificacion del habitat, o la
conservacion del control biol6gico, de tal manera que favorezcan un incremento en la abundancia

de los parasitoides (Tscharntke et al. 2007, Jonsson et al. 2008).

En las ultimas décadas se ha impulsado una gran cantidad de estudios basicos bajo un
marco tedrico robusto (e.g., dindmica de poblaciones, interacciones complejas entre tres niveles
tréficos, forrajeo Optimo y estrategias reproductivas para explicar la adecuacion relativa y la
ecologia reproductiva de los parasitoides) (Fellowes et al. 2005, Jervis et al. 2005, Kidd & Jervis
2005, Boivin 2010a). Durante su comienzo, estos estudios se basaron en modelos biol6gicos que
utilizaban la interaccion hospedero-planta hospedera y parasitoide-hospedero por separado, y es a
partir de los afios ochenta cuando las interacciones parasitoide-hospedero-planta hospedera (los
tres niveles troficos en conjunto) empezaron a ser analizadas (Tscharntke & Hawkins 2002a, b).
En los ultimos 25 afios el interés de los investigadores se ha dirigido a las interacciones
parasitoide-planta hospedera, donde la planta juega un papel importante para la atracciéon de
parasitoides por medio de compuestos organicos volatiles y/o recursos alimenticos como néctar y
polencomo el néctar, polinizacion, alimento o por compuestos volatiles (Turlings & Benrey 1998,

De Moraes & Mescher 1999, Jervis & Heimpel 2005).



La interaccion de parasitoides con otros organismos como el hospedero y la planta
hospedera da como resultado relaciones ecoldgicas complejas con costos y beneficios distintos
para cada nivel tréfico (Cortesero et al. 2000, Tscharntke & Hawkins 2002a). Al formar parte del
tercer nivel tréfico, los parasitoides presentan una biologia compleja y elaborada para su éxito
reproductivo ya que dependen de una correcta y rapida identificacion de su habitat (Landis et al.
2000), localizacién de su hospedero, seleccion y aceptacion de un hospedero adecuado para la

oviposicion (Vinson 1976, Godfray 1994, Vinson et al. 1998).

Los himendpteros parasitoides tienen un sistema genético haplodiploide, es decir, los
hijos machos son producto de huevos no fertilizados y las hembras hijas son productos de huevos
fecundados (Godfray 1994, Jervis et al. 2005, Heimpel & de Boer 2008). La hembra que va a
ovipositar puede facilmente controlar la proporcién sexual de la poblacién de parasitoides hijos y
a su vez, puede decidir el numero de hembras fecundadas, con lo que generalmente obtienen
proporciones sexuales sesgadas a hembras (Boivin 2010b). Para conveniencia de las futuras
generaciones de parasitoides, es deseable que la proporcién sexual de la progenie sea sesgada a
las hembras, ya que ésta lleva a un incremento en la tasa intrinseca de crecimiento del parasitoide

ya que los machos no contribuyen a la mortalidad de las plagas (Hall, 1993).

En este trabajo, se recurre a la teoria del forrajeo Optimo, como el marco teorico
conceptual en el cual se han basado los estudios de comportamiento reproductivo de los
parasitoides en los Gltimos afios (Godfray 1994, Alebeek 1996b, Potting et al. 1997, Quicke
1997, Fellowes et al. 2005). Su propdsito es entender el comportamiento de forrajeo por parte de
la hembra parasitoide cuando se encuentra en un ambiente con hospederos agregados, es decir,

predecir cuando y como una hembra deja un conjunto de hospederos, ya parasitados o no, para



localizar otro grupo de hospederos agregados a los que pueda colocar su progenie. Las hembras
parasitoides optimizan la seleccion de sus hospederos para maximizar su adecuacion y parasitar a
los hospederos mas “apetitosos”. Por lo tanto, es previsible que la hembra parasitoide tenga una
edad optima para dejar su descendencia lo méas pronto posible, asi como una edad propicia del

hospedero para un desarrollo 6ptimo de su progenie.

Los practicantes del control biologico claman que los buenos agentes de control bioldgico
tienen como atributos la especificidad del hospedero, correcta sincronia con sus hospederos,
fecundidad alta para incrementar aceleradamente sus poblaciones y una tasa alta de éxito en la
localizacion de sus hospederos (Hoffman & Frodham 1993, Jervis & Heimpel 2005). Estos
atributos deben coincidir con los atributos expuestos en el marco teérico tratado en el anterior
parrafo, por lo que un parasitoide debe tener una fecundidad alta, plasticidad en el control de la
proporcién sexual de la progenie, eficiente localizacion de los potenciales hospederos y la
flexibilidad necesaria para adaptarse a distintas condiciones ambientales en las que se encuentran
los hospederos (Godfray 1994, Quicke 1997, Fellowes et al. 2005). Por lo antes mencionado, es
necesario conocer los distintos parametros reproductivos bajo distintas condiciones ambientales
en las que se pueden encontrar a los hospederos (Boivin 2010a). Se deben reconocer los limites
de la mortalidad y supervivencia de la avispa. ;Qué capacidad reproductiva tiene la avispa para

ser agente de control biol6gico?



1.1. Control biol6gico de gorgojos con parasitoides del género Uscana

El conocimiento bioldgico que se tiene actualmente de los parasitoides de braquidos es
fragmentario a nivel mundial, sobre todo en América Latina, limitdndose en la mayoria de los
casos a los registros de himendpteros parasitoides asociados con diferentes especies de
bruquidos. Por ejemplo, Hetz y Johnson (1988) enlistan a 22 especies de himendpteros que estan
asociados a 123 especies de 14 géneros de Bruchinae de Norteamérica. Mas fragmentario es el
namero de especies del género Uscana conocidas a nivel mundial, que es Unicamente de 28
especies (Pinto & Stouthamer 1994, Pinto 2006, véase Cuadro 1). De Santis (1989) y Huis van
(1991) registran en Estados Unidos y Chile a U. semifummipennis como Unico parasitoide que
ataca huevos. Siemens et al. (1991, 1992) encontraron que este parasitoide influye como factor de

mortalidad de los huevos de Stator limbatus con un 20% de parasitismo.

Huis van (1990, 1991) argumenta la importancia que se le debe dar al control bioldgico de
braquidos, recomendando una mayor atencién en lo que se refiere a la introduccion y
mantenimiento de los parasitoides en campo y almacén, asi como en las bases bioldgicas y de
comportamiento de la especie en cuestion como: su historia natural, la duracion del ciclo
biolégico, la localizacion de su hospedero, la fecundidad aparente, longevidad (con o sin
alimento) de los adultos y proporcion sexual de la progenie de la avispa en sus hospederos. La
identificacion y determinacion de los parasitoides usados como agentes de control bioldgico, es
vital para no criar mezclas de especies en la cria masiva de las mismas con efectos negativos para
el control de los hospederos plagas. El conocimiento que se tiene es mejor en el caso de la
biologia de parasitoides que atacan larvas y pupas del hospedero, en especial de especies

africanas las cuales estan siendo recomendadas para su uso como agentes de control (Sanon et al.
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1998, Gauthier et al. 1999, Sankara et al. 2014). En el caso de los parasitoides que atacan los
huevos de los gorgojos, Aleebek et al. (1996a, 1996b), Alebeek & Groot (1997) y Alebeek &
Huis van (1997) han avanzado en el conocimiento reproductivo de Uscana lariophaga,

reconociendo su potencial como posible agente de control bioldgico.

1.2. Antecedentes

1.2.1. Generalidades de Trichogrammatidae

Hymenoptera (320,000 especies conocidas) es uno de los cuatro linajes hiper diversos de
los insectos que han sido exitosos en la tierra, acercandose a Coleoptera (350,000), Lepidoptera
(150,000) y Diptera (120,000); estimaciones conservadoras indican que este grupo puede
presentar hasta 1,200,000 especies cuando se conozcan todas las especies de microhimendpteros
hasta ahora no descritos, entre los que se incluyen a los Proctotrupoidea, Chalcidoidea y
Platigastroidea, en particular en los tropicos (Grimaldi & Engel 2005). Los Trichogrammatidae
son parte de los Chalcidoidea (Hymenoptera), es una familia monofilética, caracterizada por tener
tres tarsos segmentados, un nimero reducido de segmentos antenales, una estructura compacta
del cuerpo con pequefias alas posteriores que estan vinculadas a las anteriores por los hamuli
(anzuelos diminutos) y se desarrollan como parasitoides de huevos (Querino et al. 2010). Los
himendpteros parasitoides evolucionaron de himendpteros fitéfagos al parasitoidismo (=
parasitismo), cuyos individuos fueron favorecidos por distintas estrategias de desarrollo. Desde la
estrategia ancestral ectoparasitoide idiobionte (que coloca sus huevos sobre el hospedero y el
hospedero ya no se desarrolla), hasta la endobionte idiobionte (sus huevos son colocados dentro

del hospederos y el hospedero ya no se desarrolla) en la mayoria de los Trichogrammatidae, asi
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como la adquisicion de la picadura del ovipositor de la hembra (Pennachio & Strand 2006). Los
himendpteros parasitoides presentan la radiacion mas grande de parasitos artropodos, tienen una
alta diversidad (240,000 especies), son consumidores de tercer y cuarto nivel tréfico en la cadena
trofica y juegan un papel vital en un contexto de interacciones multitroficas en los ecosistemas
naturales (Grimaldi & Engel 2005). Hay registros fdsiles que muestran la presencia de los
Chalcidoidea (mimaridos, tricogramatidos y tetracampidos) desde hace mas de 90 millones de

afios (Yoshimoto 1975).

Los Trichogrammatidae (Hymenoptera: Chalcidoidea), son avispas endoparasitoides muy
pequefias (0.2 - 1.5 mm) que atacan a los huevos de otros insectos. La mayoria de los
tricogramatidos son endoparasitoides solitarios o gregarios de huevos de otros insectos, en
particular de los que se encuentra en los Ordenes: Lepidoptera, Hemiptera, Coleoptera,
Thysanoptera, Hymenoptera, Diptera y Neuroptera. Son de los insectos méas pequefios que hay en
la tierra. Por lo que, por su tamafo, su fragilidad y problemas asociados a su colecta, es que son
una de las familias mas pobremente estudiadas de los himendpteros, asi como de los insectos
(Pinto 2006). Incluso, este autor menciona las dificultades para identificar a los especimenes ya
montados en las colecciones de insectos, ya que es frecuente encontrar series de ejemplares con
especies mixtas y donde las diferencias interespecificas son muchas veces minimas y en
ocasiones no las hay (Pinto et al. 2003). En el ambar del Oligoceno se ha encontrado una gran
diversidad de tricograméatidos que se parecen a las especies actuales, al menos 30 millones de

afios han pasado sin mucha variacion (Doutt & Viggiani 1968).

Es a partir del trabajo de Doutt y Viggiani (1968), donde registran 63 géneros, que en los

ultimos 30 afios aumenta la descripcidbn de una importante cantidad de géneros en

12



Trichogrammatidae, desde entonces se han agregado 25 nuevos géneros, por lo que en la
actualidad hay 88 géneros con 839 especies descritas (Noyes 2003, Pinto 2006, Querino et al.
2010). Poco se sabe del papel que los Trichogrammatidae tienen en los procesos funcionales de
los ecosistemas naturales, aungue su uso como enemigos naturales de otros insectos (parasitismo)
permite valorarlos como un servicio ambiental importante para el mantenimiento de los
ecosistemas. Han tenido una alta plasticidad para colonizar sus hospederos en diversos tipos de
habitats. Su distribucién actual cubre la mayoria de los ambientes terrestres y en los ambientes

acuaticos atacan huevos de odonatos y disticidos (Doutt y Viggiani 1968, Pinto et al. 2003).

Recientemente, Pinto (2006) estudié los géneros del Nuevo Mundo y reconoce la
presencia de 55 géneros que son el 60% de los 88 géneros que actualmente se conocen. Para el
continente  Americano se conocen 232 especies, de las cuales el 40% son del género
Trichogramma, el cual tiene suma importancia en el control biolégico de insectos plagas (Pinto
1999). Varios géneros ricos en especies en el mundo como Oligosita, Pseudoligosita, Mirufens y
Chaetostricha, presentan pocas especies en el Nuevo Mundo. Por el contrario, otros grupos como
Burksiella, Zagella, Lathromeroidea, Uscanoidea y Zaga son ricos en especies en este
hemisferio. Hasta ahora la clasificacion de los Trichogrammatidae se ha basado en la estructura

de la antena, la venacion alar y la genitalia del macho (Viggiani 1984).

Owen et al. (2007), mediante un analisis filogenético, con datos moleculares, proponen
nuevos agrupamientos en la clasificacion de los Trichogrammatidae. Aunque, su filogenia no
recupera a los grupos tradicionalmente reconocidos como monofiléticos, si encontraron que la
estructura del edeago corresponde con los grupos aqui recuperados y con la clasificacion

taxondémica tradicional (Fig. 1). Estos autores encontraron que en el dendrograma la
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simplificacion del edeago corresponde a los grupos mas derivados, entre los que se encuentra el
género Uscana. Los resultados con datos moleculares sugieren que los hospederos mas
primitivos asociados a Trichogrammatidae son de Coleoptera y que los de Lepidoptera y de
Hemiptera son de mas reciente radiacion. Falta todavia una mejor explicacion de estos resultados
para casos como el género Uscana que estd asociado a coledpteros y tienen un edeago simple y
derivado. Los autores proponen la siguiente clasificacion de los grupos supraespecificos en la
familia Trichogrammatidae: incluye una tribu, Trichogrammatini (4 géneros), dentro de la
subfamilia Trichogrammatinae (32 géneros en incertae sedis), y tres tribus, Paracentrobiini (4
géneros), Chaetostrichini (11 géneros) y Oligositini (12 géneros) dentro de los Oligositinae (24
géneros en incertae sedis) (Figura 1). Todas las tribus fueron redefinidas con mayor precision y
muchos géneros fueron tratados como incertae sedis dentro de cada subfamilia. En el caso del
género Uscana, éste quedd ubicado en la tribu Chaetostrichini dentro de la subfamilia

Oligositinae.

A pesar de que el uso de tricogramatidos en México tiene muchos afios, no ha habido un
desarrollo de investigacion en torno a estas avispas, 1o que se ha dado es una cria masiva y
liberacion indiscriminada de las avispas y en muchos casos, sin saber con qué especies de
Trichogramma se esta trabajando. Esto fue demostrado por Garcia-Gonzalez et al. (2005),
quienes al revisar los trabajos relativos a los tricogramatidos de los 11 congresos nacionales de
control biolégico encontraron que en sblo el 15% de éstos se reportd la especie de
Trichogramma, refiriéndose el resto solo como Trichogramma, Trichogramma sp. o
Trichograma spp. Este mismo patron se ha presentado en los centros reproductores de la avispa,

lo cual refleja un serio problema ya que al desconocerse la especie que se reproduce, se
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desconoce contra qué plagas se deben liberar, ya que hay especies que tienen una alta
especificidad a las plagas que parasitan; por ejemplo, T. pintoi es la Gnica especie reportada que
parasita la palomilla dorso de diamante (Plutella xylostella L.) que es plaga en plantas cruciferas
de la familia Brassicaceae como brocoli, coliflor y rdbano, en contraste con T. pretiosum la cual
llega a parasitar 28 especies diferentes de insectos plaga, aungque no parasita a P. xylostella
(Hoffman et al. 1990). Por el trabajo taxondmico de Garcia-Gonzalez et al. (2005), ya se sabe
qué especies de Trichogramma son criadas en los centros reproductores del pais. En 21 centros
reproductores, las especies determinadas fueron: T. exiguum Pinto y Platner (en 2 centros), T.

fuentesi Torre (en 4), T. pintoi Voegele (en 1) y T. pretiosum Riley (en 17).

Los estudios de taxonomia son indispensable para que un programa de investigacion sobre
agentes de control bioldgico pueda tener éxito y culminar en un mercado creciente de agentes de
control biolégico. Ya no se puede soslayar, como se demuestra con el caso mexicano descrito por
Garcia-Gonzalez et al. (2005), que sin taxonomia se puede ser eficiente en este rubro. Muchos

recursos se pierden por falta de conocimiento basico en la taxonomia de estas avispas.

Existen muchos ejemplos sobre la importancia de un conocimiento adecuado de la
taxonomia y biologia de los enemigos naturales. Casos exitosos con avispas de otras familias de
Chalcidoidea se conocen en el mundo. En México por ejemplo, se importaron 25,000 individuos
de cinco especies de Encarsia Forster (Hymenoptera: Aphelinidae) para un programa de control
bioldgico de la mosquita blanca y de escamas plagas, y se criaron mas de 4 millones de
individuos los cuales fueron liberados en México (Clausen 1978). Este programa fue el primero
en el que se utilizaron varias especies o poblaciones de parasitoides en distintos habitats, el éxito

diferenciado de cada especie se registré en las distintas etapas del programa de control bioldgico
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y se tenia el conocimiento de la especie con la que se trabajaba. Por eso en el mundo, a partir del
brote en los ’90 de la mosquita blanca Bemisia tabaci (Genn.) biotipo B (Homoptera:
Aleyrodidae) el control biol6gico con parasitoides y entomopatdgenos ha logrado sustituir a los
insecticidas. El control con los parasitoides del género Encarsia (343 especies en el mundo) ha
tenido exito cuando se han hecho introducciones de una sola especie y liberaciones multiples por
aumento de varias especies (Heraty et al. 2007). Este género, refleja la problematica de cualquier
grupo de parasitoides, en el que falta por describir muchas especies nuevas, la escasa
disponibilidad de claves, la correcta separacion de especies cripticas y el rearreglo de la
taxonomia y clasificacién de Encarsia utilizando caracteres morfolégicos y moleculares (Heraty

et al. 2008).
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1.2.2. Generalidades de Uscana

El género Uscana fue descrito por Girault en 1911 como parte de la familia
Trichogrammatidae (55 géneros en el Nuevo Mundo), contiene avispas que atacan los huevos de
coledpteros de las subfamilias Bruchinae y Buprestinae. Recientemente, Owen et al. (2007),
mediante un andlisis filogenético de la familia Trichogrammatidae, con datos moleculares,
confirman al género Uscana en la clasificacion taxonémica actual, dentro de la subfamilia
Oligositinae y la tribu Chaetostrichini. Su ubicacion como parte de la familia, valida su estatus
como género, lo cual no ha variado en las distintas revisiones que se han hecho a nivel mundial

(Doutt & Viggianni 1968) y a nivel del Nuevo Mundo (Pinto 2006).

La especie tipo es Uscana semifumipennis Girault y fue colectada en el estado de Texas
de EUA. Desde 1911, se han ido incorporando mas especies al género en otros continentes,
algunas especies han sido objeto de sinonimia o0 estan en nuevas combinaciones. Doutt y
Viggiani (1968) mencionan a 13 especies, Huis van et al. (1991b) mencionan a 16, Fursov en
(1995) a 18, y Noyes (2003) y Pinto (2006) mencionan a 26 especies. En el Cuadro 1 se enlistan
las 31 especies que actualmente se tienen como validas en el mundo, su area de distribucién

original y sus hospederos.
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Cuadro 1. Especies véalidas de Uscana: citas, nombre anterior del género y distribucion original de los especimenes, NR = No Reportado (Dout
and Viggiani 1968, Van Huis et al. 1991, Fursov 1995, Noyes 2003, Pinto 2006 y Bonet et al. 2012).

Especies de Uscana Distribucion original Hospedero Literatura
Uscana Girault Cosmopolita NR Girault (1911), Doutt y Viggiani
(1968), Steffan (1954), Pinto
(2006)
1. U. alami Yousuf & India NR Yousuf & Shafee (1988)
Schafee
2. U. bruchidiusi Pajni & India Bruchidius pygomaculatus, B. saundersi, | Pajni & Tewari (2004)
Tewari B. aureus, B. multilineolatus,
Callosobruchus maculatus
3. U. bruchidivorax Steffan | Francia Bruchidius fasciatus Steffan (1954), Doutt & Viggiani
(1968)
4. U. callosobruchi Lin China Callosobruchus chinensis Lin (1994)
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5. U. caryedoni Viggiani Congo, Senegal, Costa de Caryedon serratus, C. congense, Viggiani (1986), Viggiani &
Marfil, Islas Cabo Verde Callosobruchus rodesianus Harten (1996), Gagnepain &
Rasplus (1989)
6. U. changbaiensis Lou & | China NR Loy & Cao (1997)
Chao
7. U. chilensis Pintureau & | Chile Bruchus pisorum Pintureau & Gerding (1999)
Gerding
8. U. corythaumaii India NR Hayat (2009)
(Livingstone & Yacoob)
9. U. diogenae (Risbec) Senegal Diogena fausta (Orthoptera, Tettigonidae) | Risbec (1951), Doutt & Viggiani
(1968) Ufens diogenae, Vigianni
(1969) new combination
10. U. espinae Pintureau and | Chile, México Scutobruchus ceratioborus (Phil.), Pintureau et al. (1999), Bonet et
Gerding Pseudopachymerina spinipes (Er.), al. (2012)
Acanthoscelides obtectus (Say) en
laboratorio) y campo, Acanthoscelides
obvelatus Bridwell, Mimosestes
humeralis (Gyllenhal), Acanthoscelides
oblongoguttatus (Fahraeus)
11. U. femoralis Pajni and India Conicobruchus albopubens, Pajni & Sood (1999)

Sood

Callosobruchus maculates, C. analis, C.
chinensis and Zabrotes subfasciatus
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12. U. fumipennis (Blood) Rusia, Republica Checa, NR Blood (1923), Fursov, 1995
Dinamarca, Polonia,
Inglaterra
13. U. galtoni Girault Australia NR Girault (1912), Doutt & Viggiani
(1968)
14. U. giraulti (Soyka) Holanda NR Soyka (1934), Doutt & Viggiani

(1968)

15. U. hodzhevanishvilii
Fursov

Georgia, Antigua URSS

Capnodis porosa (Col.: Bruprestidae)

Fursov (1987)

16. U. indica Pajni & Tewari

India

Bruchidius pygomaculatus

Pajni & Tewari (2002)

17. U. inflaticornis
(Nowicki)

Francia

NR

Nowicki (1937), Doutt &
Viggiani (1968)

18. U. johnstoni (Waterston)

Sudan, Turquia, Rumania,
Norte de Africa

Sphenoptera gossypii (Col.: Bruprestidae)

Waterston (1926), Doutt &
Viggiani (1968)

19. U. lariophaga Steffan

Sudan, Mali, Niger, Nigeria,
Egipto

Callosobruchus maculates, C. chinensis
& Bruchus atrolineatus

Steffan (1954), Doutt & Viggiani
(1968), Huis van et al. (1990),

Aleebek (1996)
20. U. latipenis Lin China NR Lin (1994)
21. U. latipennis (Yousuf & | India NR Yousuf & Shafee (1985)

Shafee)
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22. U. mukerjii (Mani) India Callosobruchus maculatus, C. analis, C. | Mani (1935), Mukerji and Bhuya
chinensis, C. quadrimaculatus & Z. (1936), Chatterji (1953), Doutt &
subfasciatus Viggiani (1968), Pajni and Singh

(1973)
23. U. meerutensis (Yousuf & | India NR Yousuf & Shafee (1985)
Shafee)
24. U. olgae Fursov Ucrania Bruchus affinis, B. atomarius, B. Fursov (1987, 1995)

rufimanus, B. brachialis, B. loti, B. viciae,
Bruchidius marginalis, B. seminaries y
Acanthoscelides obtectus en laboratorio

25. U. pacifica (Doutt) Saipan, Islas Marianas en el | NR Doutt (1955), Doutt & Viggiani
Pacifico, Micronesia (1968)
26. U. rugatus Lin China NR Lin (1994)

27

. U. semifumipennis
Girault

EUA, México, llevado a
Hawai y Japon

Callosobruchus maculatus, Stator
limbatus, Mimosestes amicus, M. sallei,
Bruchus rufimanus, Caryedon serratus,
Callosobruchus chinensis, Pachymerus
gonager, Stator pruininus,
Callosobruchus phaseoli

Girault, (1911), Mitchell (1977),
Hinckley (1960), Steffan (1954),
Lepesme (1944), Bridwell (1918,
1919), Doutt & Viggiani (1968),
Pinto (2006)

28

. U. senex (Grese)

Ukrania, Rusia, Grecia,
Bulgaria, Francia, Hungria e
introduccion a Chile

Bruchus pisorum, B. lentis, B. affinis,
Bruchidius unicolor, B. fasciatus, A.
obtectus & Spermophagous sericeus

Grese (1923), Doutt & Viggiani
(1968) Fursov (1987, 1995),
Steffan (1954)
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29. U. setifera Lin

China

NR

Lin (1994)

30. U. spermophagi Viggiani

Italia, encontrado en
Ukrania

Spermophagus sericeus

Viggiani (1979)

31. U. terebrator Viggiani

Islas Cabo Verde

NR

Viggiani (1996), Viggiani &
Harten (1996)
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El géenero Uscana se caracteriza por tener una antena con una maza antenal de cuatro
segmentos (Fig. 2A y B) y hasta dos anellum (Doutt & Viggiani 1968; Pinto 2006), y no presenta
funiculo (porciédn del flagellum de la antena mas cercano a la maza antenal). EI primer segmento
basal (C1) de la maza antenal en la hembra presenta al menos una sensilla placodea, en los otros
segmentos (C2-C4) presenta sedas largas, sedas basiconicas y sensilas placodeas. Presenta un ala
anterior variable en su forma (Fig. 2C), cuya longitud es de 1.8 a 2.0 veces su anchura, sedas de
la fimbria cortas, venacion con vena estigmal visible, dirigida hacia la parte posterior del margen
del ala; con disco moderamente denso de sedas, venas lineales presentes (incluyendo RS1)
aunque algunas veces no se distinguen entre ellas de las sedas vecinas. En el caso de los machos,
en el segmento C1 de la maza antenal con o sin sensilla placodea y edeago simple reducido, sin

apodemas.

Uscana es un género que relativamente no es muy distintivo y superficialmente se
asemeja a varios otros. Sin embargo, la maza antenal de cuatro segmentos y la falta de un
funiculo lo separan de la mayoria de otros géneros de la familia. No obstante, Pinto (2006) indica
que ejemplares de otros géneros como Pseuduscana, Tumidifemur y Uscanopsis pueden
confundirse con los de Uscana ya que tienen la misma férmula antenal. Sin embargo, Uscana se

mantiene como género estable con varias especies.
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Figura 2. Adultos de Uscana espinae. A) Cabeza de un macho en posicién ventral mostrando las
dos antenas con mazas antenales que poseen sedas. B) Maza antenal (segmentos C1-C4) de una

hembra. C) Ala anterior de una hembra.

Uscana tiene una distribucion cosmopolita y las 31 especies hasta ahora descritas y

validas estadn distribuidas en todas las regiones biogeograficas (Pinto 2006). En la Region
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Paleartica, en Europa se tienen registradas 8 especies y en China 5 especies; en la Region
Oriental, en India 8 especies y en las islas del Pacifico 1; en la Region del Africa Tropical en la
parte norte 1 especie y en el oeste 4 especies; en la Region Neartica en EUA y Meéxico 1 especie
y la Regién Neotropical en Chile y México 1 especies y en la Regidn Australiana en Australia 1
especie (véase Cuadro 1), lo que refleja una distribucion cosmopolita para este género. Esta
distribucion se ha dado por las colectas de los especialistas en Trichogrammatidae y los grupos de
investigacion relacionados al control bioldgico de gorgojos que son plaga de granos almacenados.
Los esfuerzos no han sido lo suficientemente sistematicos, como lo han sido en relacion al género
Trichogramma, y es conocido que falta mucho por identificar y describir en esta familia. Todavia
es prematuro sefialar una region biogeografica como lugar posible de origen y mayor riqueza en
especies de Uscana, pero en general, se esperarian muchas especies en los trépicos por la mayor
cantidad de sus hospederos (Bruchinae) y de sus respectivas plantas hospederas (leguminosas y

malvaceas).

Entre los investigadores europeos que han descrito y estudiado especies de este género se
encuentran Steffan, Pintureau, Fursov y Viggiani, entre los especialistas africanos esta Delobel y
para China esta Lin que reporta todos los Trichogramatidae para ese pais. En el caso de la India,
Pajni, Sood y Tewari han encontrado a cuatro especies de Uscana como agentes de control
biolégico en contra de gorgojos de granos almacenados. En el continente Americano, solo se
tenia conocimiento de la especie tipo U. semifumipennis descrita por Girault y que ha sido
utilizada como agente de control biologico en Hawaii y Japon. En 1999, Pintureau & Gerding

describen dos especies nuevas provenientes de Chile, U. chilensis y U. espinae. Los autores
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también reportaron la presencia en Chile de U. senex introducida de Bulgaria como agente de

control bioldgico.

¢Por qué hay tan pocas especies conocidas de Uscana en el pais? El género Uscana forma
parte de la superfamilia Chalcidoidea que tiene 29 familias y potencialmente unas 100,000
especies en el mundo. Apenas, en la Gltima década en México, se empieza a conformar un
pequefio grupo de especialistas que han estudiado entre otras familias a los Trichogrammatidae,
especialistas como: Cancino, Myertseva, Gonzalez-Hernadndez y Garcia Gonzélez. También se
puede explicar por la escasez de material de Uscana en las colecciones de Trichogrammatidae en
el mundo, e incluso faltan por describirse muchas especies adicionales del género. Esto puede
deberse a que los métodos usuales de colecta no han servido para obtener ejemplares de este
género, ya que es necesario que se colecten directamente los huevos de los hospederos (de la
subfamilia Bruchinae). En México, se tienen registradas unas 330 especies de Bruchinae y se
estima que en el mundo hay unas 1,700 especies (Romero & Johnson 2004). Es de esperarse que
muchas especies de Uscana utilicen a los huevos de todas estas especies como hospederos para

su progenie. Es evidente gue se tiene poca informacion sobre especies de Uscana en México.

En cuanto a su distribucion las especies de Uscana son deamplia distribucion, como es el
caso de U. caryedoni y U. lariophaga en el oeste africano, de U. senex y U. olgae en el sur de
Rusia, Ukrania, Grecia y Bulgaria, de U. semifumipennis en el sur de EUA y México. Estas
especies a su vez, son las que mas hospederos por especie presentan, de dos a 11 especies de
braquidos: U. lariophaga (2 hospederos), U. caryedoni (3), U. espinae (3), U. bruchidiusi (4), U.
olgae (9), U. semifumipennis (11). Esto permite decir que el caso de U. espinae en México, muy

lejos de Chile y Uruguay (en donde se habia reportado antes de este trabajo), no deberia

27



sorprender su presencia, ya que puede ser el caso de una avispa generalista en hospederos y de
una amplia distribucion. Doutt y Viggiani (1968) sugieren que el tamafo tan pequefio (0.5 mm) y
lo ligero de los cuerpos de estos insectos sin duda incrementan las posibilidades de dispersion por
el viento, ademas de que el comercio y movimiento de granos ha permitido que se encuentren en

todo el mundo, incluso hasta en la fauna de las islas mas aisladas en el Pacifico.

Faltan muchas especies de Uscana por descubrir y registrar en particular en los
ecosistemas naturales y agrosistemas de los tropicos. Los especialistas que buscan agentes de
control bioldgico en contra de gorgojos plagas de granos almacenado son los que méas han
colectado y determinado nuevas especies. Se requiere colectar mas en el medio natural sobre

todas las especies de braquidos.

1.3. Planteamiento y justificacion practica del problema

El gorgojo comun [Acanthoscelides obtectus (Say)] y mexicano (Zabrotes subfasciatus
Boheman) del frijol son responsables del 20% de las pérdidas del frijol almacenado en el centro
de Veracruz (Leroi et al. 1991, Bonet et al. 2000). Reducir el impacto de estos gorgojos sobre las
semillas de frijol almacenadas es prioritario por ser un alimento de consumo basico, en particular
en las comunidades de campesinos que viven del autoconsumo. Como parte del gremio de
himendpteros parasitoides que atacan a los gorgojos comdn y mexicano del frijol en poblaciones
silvestres de frijol (Pérez & Bonet 1984, Delgado et al. 1988), es probable que Uscana espinae
pueda ser un buen agente de control bioldgico, ya que en el campo en el estado de Morelos,

Uscana espinae llega a estar presente hasta en un 46% de las vainas con presencia de gorgojos.
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Cuando la puesta de los huevos del hospedero es localizada por la hembra de Uscana, ella puede

parasitar hasta un 80% de los hospederos encontrados (datos no publicados).

En Morelos y Puebla existen poblaciones de Uscana espinae que atacan a los gorgojos en
poblaciones de Phaseolus vulgaris L. (frijol silvestre) (Pérez & Bonet 1984, Delgado et al. 1988).
En Veracruz, se encontraron poblaciones de Uscana espinae en gorgojos que atacan vainas de
Acacia pennatula y A. sphaerocephala. Sin embargo, previo al presente trabajo, se desconocia si
las poblaciones de Uscana eran dos distintas especies o dos poblaciones lejanas de la misma
especie. También se desconocia si los Uscana de Morelos y Veracruz difieren en su
comportamiento reproductivo, seleccion de hospedero y plantas hospederas y si las avispas
podian adaptarse a nuevos ambientes como los que se encuentran en los almacenes. Hasta ahora,
se sabe que en Morelos al menos logran impactar con un 80% de parasitismo, lo que sugiere a
esta avispa como un posible buen agente de control. Por lo tanto, este trabajo tuvo como objetivo
principal determinar si los Uscana de Morelos y Veracruz tienen las caracteristicas adecuadas
para ser agentes de control bioldgico. Para esto, se requirid obtener informacion sobre su

identidad, su biologia y comportamiento reproductivo.

1.4. Objetivo general

Conocer la identidad, la biologia y el comportamiento reproductivo del himendptero
oofago del género Uscana espinae que ataca al gorgojo comdn Acanthoscelides obtectus (Say),
en semillas almacenadas de las variedades cultivadas de frijol, para evaluar su aptitud y eficiencia

como un buen agente de control biol4gico.
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1.4.1. Objetivos particulares

e Analizar a seis poblaciones de Uscana sp. provenientes de la parte central de México
(Morelos, Puebla y Veracruz) y proveer registros de sus hospederos, asociaciones

hospederos — planta y su distribucion geogréfica.

e Investigar la presencia de especies cripticas en Uscana por medio de caracteres

morfolégicos, anélisis genotipicos (COIl) y cruzas intra e inter — poblacionales.

e Analizar y comparar en las poblaciones de Uscana sp. de Pantitlan, Morelos y Estanzuela,

Veracruz, la fecundidad (nimero de progenie) aparente y total, porcentaje de

supervivencia y la proporcion sexual de la progenie de la avispa.

e Determinar la edad 6ptima del hospedero (A. obtectus) para la oviposicion de la hembra,

en las poblaciones de Pantitlan, Morelos y Estanzuela, Veracruz

e Determinar la edad 6ptima de la hembra de Uscana sp. para oviponer su progenie en el

hospedero, en las poblaciones de Pantitlan, Morelos y Estanzuela, Veracruz
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e Analizar y comparar la longevidad de los adultos de Uscana sp. provenientes de Pantitlan,
Morelos y Estanzuela, Veracruz, con presencia o ausencia de alimentos, presencia o

ausencia de hospedero y en funcién del sexo.

1.4.2. Predicciones

Al final de este trabajo esperamos encontrar si las poblaciones de Uscana encontradas en
el centro de México son de una o varias especies cripticas y si los atributos reproductivos
encontrados (fecundidad [progenie aparente y total], proporcion sexual de la progenie aparente,
efecto de la edad del hospedero y de la hembra parasitoide sobre la fecundidad) son los

adecuados para que la avispa pueda ser utilizada como un agente de control biologico.

Sabremos si la alimentacion, presencia de hospederos y sexo tienen un efecto sobre la
longevidad y fecundidad. EI suplemento de alimento (miel de abeja) ayudara a la obtencién de

una mayor fecundidad.

1.4.3. Material y métodos

1.4.3.1 Mantenimiento de cepas

En el laboratorio se mantiene crias masiva del hospedero Acanthoscelides obtectus (Say)
(Coleoptera: Bruchinae) (con 17 afios de antigiiedad), que se utilizan para la crianza continua del
parasitoide Uscana espinae (Hymenoptera: Trichogrammatidae) provenientes de tres localidades
del centro de Mexico: Pantitlan, Morelos (nueve afios de antigiiedad con reintroducciones en el

2005, 18°55°0.6”N, 98°59°36.6”W, 1285 m snm), Rio Ahuehueyo, Puebla (10 afios de
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antigiiedad, 18°37°0.36”N, 98°33°55.18”W, 1250 m snm) y Estanzuela, Veracruz (tres afios de
antigiiedad, 19°27°12.8”, 96°51°47.6”W. 1038 m snm). La crianza de los gorgojos y parasitoides,
asi como los experimentos se hicieron en el laboratorio del Instituto de Ecologia A. C. con una
temperatura promedio de 23 + 0.5 °C y humedad relativa de 70 + 4 % con un fotoperiodo de 12
horas dias/12 horas noches. El desarrollo embrionario de la progenie se hizo a una temperatura
promedio de 27 £ 0.5 °C y humedad relativa de 40 + 4 % de humedad relativa en una camara de
cria. No se consideraron para el analisis las hembras que tuvieron descendencia Unica de machos

ni las hembras y cuyo nimero total de huevos no tuvieron desarrollo embrionario.

Se realiz6 una prueba de poder en Gpower que diera un tamafio de muestra robusto para el
registro del nimero de la progenie emergida y total, el porcentaje de supervivencia y la
proporcién sexual de la progenie ante cada variable. La prueba de poder se hizo con datos de un
experimento anterior, el resultado del andlisis de la prueba de poder dio que un minimo de 33
parejas es necesario para obtener un alpha de 0.05 y un poder de 0.80, cifra suficiente para
marcar una diferencia estadistica entre las distintas variables experimentales. Todas las réplicas

experimentales fueron de 35 parejas por variable experimental.
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2. USCANA ESPINAE (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) IN CENTRAL
MEXICO: NEW HOSTS, HOST PLANTS, DISTRIBUTION RECORDS, AND
CHARACTERIZATION

33



Bonet et al.: Uscana espinae, Parasitoid of Bruchinae, in Central Mexico

USCANA ESPINAE (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) IN
CENTRAL MEXICO: NEW HOSTS, HOST PLANTS, DISTRIBUTION

RECORDS, AND CHARACTERIZATION

ARTURO BONET!, ToSHIHIDE KAT0?, IcNACIO CASTELLANOS?, BERNARD PINTUREAU* AND DELIA GARCIA!

!Multitrophic Interaction Network, Instituto de Ecologia A. C. Carretera antigua a Coatepec 351, El Haya,

Apartado Postal 63, 91070, Xalapa, Veracruz, Mexico
E-mail: arturo.bonet@inecol.edu.mx

Department of General Systems Studies, Graduate School of Arts and Sciences, University of Tokyo,

Tokyo 153-8902, Japan
E-mail: seedbeetle@yahoo.co.jp

go S/N, Apartado Postal 69-1, 42184, Pachuca, Hidalgo, Mexico
E-mail: ignacioe@uaeh.edu.mx

Villeurbanne-cedex, France
E-mail: Bernard.Pintureau@lyon.inra.fr

ABSTRACT

In the framework of a biological control program with hymenopteran parasitoids to reduce
the population densities of the bean weevil, Acanthoscelides obtectus (Say), and the Mexican
bean weevil, Zabrotes subfasciatus (Boheman), that attack bean seeds in storage facilities
in central Mexico, the parasitoid, Uscana espinae Girault (Hymenoptera: Trichogramma-
tidae), was collected. This program developed new records on the distribution, hosts, and
host-plants associated with U. espinae. No evidence was found of cryptic species among 6 U.
espinae populations from central Mexico by use of morphological characters, mitochondrial
gene analysis (cytochrome oxidase I), and intra- and inter-population reproductive crosses.
The original geographic distribution of U. espinae in Chile and Uruguay has been expanded
to include the states of Morelos, Puebla, and Veracruz in Mexico.

Key Words: Bruchinae, egg parasitism, biological control, morphology, reproductive compat-
ibility

RESUMEN

Dentro del marco de un programa de control biolégico con parasitoides himenépteros para
reducir las densidades de los gorgojos comun y mexicano [Acanthoscelides obtectus (Say) y
Zabrotes subfasciatus (Boheman)] que atacan semillas de frijol almacenado en el centro de
Meéxico, fue colectado el parasitoide Uscana espinae Girault (Hymenoptera: Trichogram-
matidae). La colecta de este parasitoide provee de nuevos registros sobre su distribucion,
hospederos y plantas hospederas. No se detect6 evidencia de especies cripticas en seis pobla-
ciones del centro de México mediante la utilizacién de caracteres morfolégicos, un andlisis
del citocromo oxidasa I (COI) y cruzas reproductivas dentro y entre poblaciones. Se amplia
la distribucién geografica de U. espinae de Chile y Uruguay para ahora incluir a los estados
de Morelos, Puebla y Veracruz en México.
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The genus Uscana Girault (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) is comprised of solitary and
idiobiont endoparasitoids, with 90% of its species
using eggs of the coleopteran subfamily, Bruchi-
nae, as hosts. It is a little studied cosmopolitan
genus, and is among the most derived in accor-
dance with the latest molecular phylogenetic
classification of Trichogrammatidae (Owen et al.
2007). Some species parasitize the eggs of cos-

mopolitan insect pests such as the bean weevil
Acanthoscelides obtectus (Say), and the cowpea
weevils Callosobruchus maculatus F. and Bru-
chidius atrolineatus Pic (Coleoptera, Chrysome-
lidae, Bruchinae), which feed on legume seeds,
including beans of the genera Phaseolus and Vi-
gna. Uscana spp. are specialists, achieving a high
level of parasitism, making them possible bio-
logical control agents of bruchid beetles that feed
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on stored beans (van Huis et al. 1990; van Huis
1991; Fursov 1995; Bonet et al. 2002). Worldwide,
28 species have been identified (Pinto 2006); of
these, 3 have been recorded as endemic to the
New World: Uscana semifumipennis Girault (also
known in Japan and Hawaii), U. espinae Pin-
tureau & Gerding, and U. chiliensis Pintureau
& Gerding (Fursov 1995, Pintureau et al. 1999,
Pinto 2006). The type species U. semifumipennis
has been recorded in the U.S., Mexico, and Gua-
temala (Pinto 2006). In Chile, there are records
of U. espinae and U. chiliensis (Pintureau et al.
1999), and specimens of Uscana spp. have been
recorded in Brazil and Argentina (Pinto 2006). In
Mexico, the only representative of the genus that
has been recorded is U. semifumipennis, a natu-
ral enemy of Mexican bruchids (Pinto 2006).

To date, research has been conducted on the
reproductive and behavioral aspects of some par-
asitoid species of the genus Uscana, with data on
their hosts in order to determine whether they
would make good biological control agents of pests
of stored seeds. Studies have focused on African
species such as U. caryedoni Viggiani (Delobel
1989), and U. lariophaga Steffan (van Alebeek &
van Huis 1997), on the European species U. olgae
Fursov and U. senex (Grese) (Fursov 1995), and
on the Indian species U. mukerjii (Mani) (Sood &
Pajni 2006). Regarding U. lariophaga, research
has addressed several aspects of its behavior in
order to control the bruchid C. maculatus, which
feeds on stored Vigna seeds (van Huis et al. 1998,
2002, van Alebeek et al. 2007). Nevertheless, the
taxonomy and other aspects of the biology of New
World Uscana species are still poorly known.

The importance of studying Uscana wasps in
Mexico relates to the possibility of using the ge-
nus in biological control of the bean and Mexican
bean weevils (Acanthoscelides obtectus Say and
Zabrotes subfasciatus Boheman), which cause sig-
nificant losses to farmers who produce Phaseolus
beans (Leroi et al. 1991; Bonet et al. 2000; Alvarez
et al. 2005). Of particular concern is finding na-
tive biological control agents capable of mitigat-
ing the damage done by weevils to Mexico’s bean
cultivars, especially in the rustic storage facilities
of self-sufficient farmers in central Mexico, where
weevils damage 20% of all stored dried beans
(Bonet et al. 2000). Research has shown that in
field conditions, wasps of the genus Uscana para-
sitize up to 85% of the eggs of bruchids that attack
wild bean seed populations (Phaseolus vulgaris
var. aborigeneus L.) in Mexico (Pérez & Bonet
1984; Delgado et al. 1988; Leroi et al. 1990).

The purposes of this study were to taxonomi-
cally identify Uscana species collected from 6 pop-
ulations in Central Mexico, and provide records
of their hosts, host associations with plants, and
geographic distribution. The presence of cryptic
Uscana species among populations was also in-
vestigated using morphological characters, geno-

March 2012

type analysis (COI), and intra- and inter-popula-
tion reproductive crosses.

MATERIALS AND METHODS

Collection of Insects

The analyzed individuals came from insects
that were bred in the laboratory on the bean wee-
vil, Acanthoscelides obtectus. The original stock
of weevils had been collected from 5 locations in
Central Mexico at altitudes of 697 to 1900 mas].:
Pantitlan and Tepoztldn, in the State of Morelos;
Rio Ahuehueyo in Puebla; and Estanzuela and El
Campanario I and II in Veracruz (Table 1). The
initial Uscana individuals used for breeding were
collected from 4 bruchid hosts and 3 host plants
species (Table 1). During breeding, fecundity re-
mained constant.

Morphological Description of Adults

Male and female Uscana adults were slide-
mounted in Canada balsam (Platner et al. 1998).
Measurements of the main taxonomic characters
used to classify Trichogrammatidae species, espe-
cially Uscana, were taken; these include the an-
tennal club and venation of the forewing in males
and females, as well as the male genitalia (Table
2). The length of each morphological structure re-
fers to the maximum length in micrometers.

Specimen identification was done by B. Pin-
tureau and A. Bonet using the descriptions and
key of Pintureau et al. (1999). Voucher samples
on microscope slides were deposited in the IEXA
insect collection at Instituto de Ecologia A. C.

Cryptic Species Analysis through Morphological Char-
acters

To determine if the wasp samples collected in
the different populations corresponded to one or
several species, comparisons of their morphologi-
cal characters were performed (Pintureau et al.
1999; Pinto 2006). In both males and females, 2
antennal and one forewing measurements were
compared, and for males, the aedeagus lengths
were also compared (Table 2).

Cryptic Species Analysis through COI Barcode Analysis

The COI barcode technique was used to detect
the presence of cryptic Uscana species as well as
possible haplotypes (Herbert et al. 2003a, 2003b,
2004; Smith et al. 2005; Ratnasinham & Herbert
2007; Waugh 2007). Barcoding molecular gene
analysis was carried out in 4 adult individuals
from each of the 6 populations (Tables 1 and 3).
DNA was extracted from each ethanol-preserved
adult using the DNeasy Tissue Kit (Quiagen,
Hilden, Germany). The whole adult body was
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TABLE 1. RECORDS OF GENE BANK ACCESSION NUMBERS, LOCALITIES, HOSTS, HOST-PLANTS, YEAR OF COLLECTION, GEOGRAPHICAL LOCATION, AND ALTITUDE OF USCANA POPULATIONS ANALYZED.

Altitude

Geographic

Year of

Host plant
(Leguminosae)

Host
(Coleoptera: Bruchidae)

(m asl)
1250

location

collection

Locality

GenBank accession No.
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18°37°0.36"N,

1996

Rio Ahuehueyo, Puebla

Phaseolus vulgaris L.

Acanthoscelides obtectus (Say) and
Acanthoscelides obvelatus Bridwell

AB600898 — AB600901

98°33’55.18"W

1038

19°27°12.8”,
96°51’ 47.6"W
18°55’0.6”N,

2003

Estanzuela, Veracruz

Acacia pennatula
(Schltdl. & Cham.) Benth.
Phaseolus vulgaris L.

Mimosestes humeralis (Gyllenhal)

AB600902 —~AB600905

1285

2000

Pantitlan, Morelos

Acanthoscelides obtectus (Say)

AB600906 — AB600909

98°59°36.6"W

1900

18°59’51.9"N,
9°7°30.4"W

2005

Tepoztlan, Morelos

Phaseolus vulgaris L.

Acanthoscelides obtectus (Say) and

AB600910 — AB600913

Acanthoscelides obvelatus Bridwell

697

19°21°49.5”,

2006

Acacia sphaerocephala El Campanario I, Veracruz

Schltdl. & Cham.

Acanthoscelides oblongoguttatus

AB600914 — AB600917

96°50'44.1”

Fihraeus)

697

19°21’49.5”,
96°50'44.1”

2006

El Campanario II, Veracruz

(Schltdl. & Cham.) Benth.

Acacia pennatula

Mimosestes humeralis (Gyllenhal)

AB600918 — AB600921

put in a 180uL ATL buffer with 20uL proteinase
K and incubated at 55 °C for 36 h. After incuba-
tion, total genomic DNA was extracted following
the manufacturer’s instructions. A DNA fragment
of the mitochondrial cytochrome C oxidase subunit
I (COI) gene was amplified using the polymerase
chain reaction (PCR) with the primers LCO1490
and HCO2198 (Folmer et al. 1994). The template
profile was as follows: 94.0 °C for 5 min; 35 cycles
at 94.0 °C for 45 s, 48.0 °C for 45 s, and 72.0 °C for
90 s; and 72.0 °C for 8 min. PCR was performed
in a reaction volume of 40 uL using 10 x EX Taq
Buffer (Takara Bio, Tokyo, Japan), 0.2 mM each
dNTP, 0.5 uM each primer, 0.5 U/ul EX Tag DNA
polymerase (Takara Bio), and 0.2 ntM temperate
DNA. The PCR product was purified using Mon-
tage PCR (Millipore, Billerica, Massachusetts) and
served as a template for cycle sequencing reactions
with CEQ quick start mix (Beckman Coulter, Ful-
lerton, California) following the manufacturer’s
instructions. After ethanol precipitation, the cycle
sequencing products were sequenced using the
CEQ8000 Genetic Analysis System (Beckman,
Coulter). DNA sequences obtained in both direc-
tions were assembled and edited using ATGC ver-
sion 4.0 (Genetyx, Tokyo, Japan). The assembled
sequences were aligned manually and edited using
Bioedit version 5.0.9 (Hall 1999). 531 base pairs of
COI gene were compared for 4 Uscana individuals
from each population in order to discern polymor-
phisms within them. The DNA sequences deter-
mined were deposited in the GenBank under the
accession numbers AB600848-AB600921.

Reproductive Compatibility

Reproductive compatibility was analyzed for
the 2 populations that were furthest apart (230
km) (Pantitlan, Morelos and Estanzuela, Vera-
cruz). Crossings between male and female adults
were done in group and single-pairs in order to
obtain a reproductive compatibility coefficient be-
tween them (Pinto et al. 1991; Pintureau 1991,
Stouthamer et al. 2000). Group mating provides
some choice for mates and therefore would be
more likely to reveal reproductive incompatibil-
ity; however, single-pair matings provide better
quantification, in a ‘no-choice’ situation, of the
level of incompatibility (Liu et al. 2002).

The different levels of reproductive compat-
ibility seen in crosses between different popula-
tions help to explain the intra-specific variation
observed in the species’ geographic distribution
(Hopper et al. 1993). A reproductive compatibil-
ity under 80% permits the separation of species
in Trichogramma (Pinto et al. 1991), and cryptic
species are present when heterogamic crosses
are < 75% homogamic ones (Stouthamer et al.
2000). Pintureau (1991) and Pinto et al. (1991)’s
procedure for crossing males (m) and females (f)
was followed, with the reproductive compatibility

36



March 2012

Florida Entomologist (95)1

52

(G0°0 > d) YUSISHIP A[JUedyTuSIS ok SI9)9] JUSISIIP [IIM SURSIA "O1ISTIR)S 959) ST[[BM—[ESSNIS] :F ‘O1ISTIRIS- ‘of;

700 F €€'T

I8ST'0=d ‘Gv'v = JP LT =4

€0°0+8G'T 700 * V€T G00F6I'T 700 F7€'1 SjuaWIIes [eUULUR g)/ED) Y3 JO SYISUD Uedy]
18%6'0 =d 0¥V = JP ‘380 =4

Y00 *2T'T 700 F0T'T YO0 FGT'T c0'0*0T'T €00 F2T'T sjusw3es [euusiuL g0 /10 93 JO SYIBUS] UL
29690 =d 0¥V =JP 25 = H

T0°0 ¥ LT0 000 ¥8T°0 00°0 ¥ 8T°0 000 ¥8T°0 000 *8T°0 YIPIM SUIM 019U/ [)SUD] BLIQUIL]

8 4! g g 0T (N) sorewoq
69L0°0 =d ‘LV'V =3P ‘88C =4

¥0'T ¥ 30°9S 6L°0 F ¥6'€9 06'0 F ¥¥7'€9 L8'T 1999 0L°0 F LE'CS qySus] sndeapae
9LL8O=d ‘LV'V =3P 680 =d

600 F92'T €00 F65'T €00 F0T'T 900 F 92T €00FLTT sjuswSes [euus)uL g0/gD 943 Jo SYISus] UBSy
83L9°0=d ‘LV'V=IP'650=4

€00F 70T G0'0F90'T ¥00*30'T €00 F90°T €00FT0T SjuaWIIes [RUUL}UR g)/TD Y3 JO SYISUS Ued|y
L8000 =d ‘877 =JP ‘8S'ET = H

BI0'0 ¥ €5°0 ® 000 F 350 BT100* 130 q000*610 B 000+ 120 YIPIM SULMBI0}/Y)SUS] BLIqWILY

0T eT g g 4} (N) serel

oureueduwe)) [ eonzZueIsSYy ofenyenyy ory ugyzoda], ugpyued SI970RIRYD I NPY

*OJIXHAA] TVILINEO NI SNOLLVOOT HAIA NI AALOITIOO AVNIJSH VNVOS/) 40 SHTVINIL ANV SHTVIN LINAV J0 {(SNOYDIN NI S F NVIN) SYALOVIVHO TVOIDOTOHJYOIN g dTdV],

37



Bonet et al.: Uscana espinae, Parasitoid of Bruchinae, in Central Mexico 53

TABLE 3. CHARACTERIZATION OF USCANA ESPINAE HAPLOTYPES IN CENTRAL MEXICO. POLYMORPHISMS ARE LOCATED ON THE THIRD

CODON, AND SYNONYMS.

Segregating position on COI fragment

Haplotype Populations (specimen #)! 121 211 355
Haplotype 1 CAI A C G
Haplotype 2 ES, PA (2) A T A
Haplotype 3 RA,PA(1, 3,4), TE, CAII G T A

'The numbers appearing in brackets correspond to the individual used. Population abbreviations are given in Table 1.

coefficient of 2 populations (A x B) measured as
the average number of female progeny in hetero-
gamic combinations (A m x B f) divided by the
mean in each homogamic combination (Am x A f),
or (B m x B f), as well as their respective recipro-
cal crosses.

In the present study, heterogamic crosses were
carried out with virgin individuals from each
population without a priori knowledge of the sex
of the 2 individuals or, for group mating, the sex
of all individuals. When female progeny were re-
corded, they were a posteriori interpreted as re-
sulting of crosses. As the sex of virgin adults could
not be determined before each mating, it was as-
sumed that the 35 replicates in both directions
that resulted in female progeny included hetero-
gamic crosses.

Two intra-population crosses were done (PA m
x PAf) and (ES m x ES f) as homogamic controls,
as well as one heterogamic inter-population cross
(PA mf x ES mf). The individuals used for these
crosses came from laboratory breeding on A. ob-
tectus over 6 and 7 generations of wasp and host,
respectively. Intra-population crosses were done
under environmental conditions of 23 + 2 °C, with
63 + 10 % RH and at 12:12 h L:D. The embryonic
development of wasp progeny occurred in a breed-
ing chamber at 25 + 1 °C, with a 55 + 5 % RH.

For all crosses, both single-pairs and group,
adult virgin males (m) and females (f) born on the
same day were left alone with honey so that they
would mate. Afterward, each female was isolated
in a gelatin capsule with 50 eggs of the host A. 0b-
tectus (24 to 48 hours old); the eggs were changed
daily, so that oviposition could occur until death
of the adult female. For single-pair crosses (N =
35), mating occurred in one-half of a gelatin cap-
sule (2.5 cm long x 0.6 cm diam). In the case of
group crosses, adults (N = 80) were placed in a
container (4 cm high x 7 cm base diam) for 24
h with honey in order for mating to take place.
Afterward, 40 randomly chosen female individu-
als were isolated in gel capsules with host eggs.
Parasitized host eggs were placed in a breeding
chamber until progeny emerged. The sex of both
adult progenitors and progeny was confirmed af-
ter they had died.

For each type of cross, the number of parasit-
ized hosts per wasp female was recorded, as well

the number and sex ratio of progeny that emerged
and the percentage of survival from egg to adult
stage. The reproductive compatibility coefficient
was calculated following Pinto et al. (1991). It is
estimated as 2 percentages that compare levels of
female progeny arising from heterogamic mating
versus the homogamic control (Pinto et al. 1991):
100 x mean sex ratio of progeny (= proportion of
female progeny) (A m x B f) / mean sex ratio of
progeny (A m x A f), with the same calculation
done for reciprocal mating.

Statistical Analyses

The morphological characters of individu-
als from different populations and the results of
reproductive crosses between populations were
compared with one way ANOVA. When signifi-
cant differences were found, Tukey’s multiple
comparisons test was used to detect differences
between populations. When ANOVA assumptions
were not met, a non-parametric Kruskal-Wallis
analysis of variance and multiple comparisons
using the “Fisher’s least significant difference on
the ranks” test were used (Conover 1980; Sokal &
Rohlf 1995).

RESULTS

The individuals collected from the 6 central
Mexican populations belong to the species U.
espinae. This is the first Mexican record for U.
espinae; and Acanthoscelides obtectus, A. obvela-
tus Bridwell, A. oblongoguttatus (Fahraeus), and
Mimosestes humeralis (Gyllenhal) are new host
records; and Phaseolus vulgaris, Acacia pennat-
ula (Schltdl. and Cham.) and A. sphaerocephala
Schltdl. and Cham. are new host plants for the
wasp (Table 1).

Morphological Analysis

Measurements of the morphological charac-
ters (antennae, forewings and aedeagus) of indi-
viduals from different populations were similar
(Table 2). The only difference was found in Tepoz-
tlan, where the ratio of male fimbria length and
anterior wing width was significantly different
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from the corresponding ratios of all other popula-
tions (Table 2).

Molecular Analysis of the COI Gene

In the 6 populations analyzed, 3 haplotypes
were found (Table 3). Variation within and among
populations was less than 1% for the 531 base
pairs of the COI gene. Haplotype 1 was found
only at one location, El Campanario I, Veracruz,
on Acanthoscelides oblongoguttatus on the plant,
Acacia sphaerocephala. Haplotype 2 was found
in Pantitlan, Morelos and Estanzuela, Veracruz.
Haplotype 3 was found in 4 populations in 3 states
(Morelos, Puebla, and Veracruz). The population
in Pantitldn was the only one with more than one
haplotype (haplotypes 2 and 3) (Table 3).

Reproductive Compatibility

No reproductive isolation between the 2 popu-
lations crossed was found. Adults from these 2
populations (Pantitlan and Estanzuela) had a

March 2012

reproductive compatibility coefficient of 85% for
single-pair crosses and 88-92% for group crosses,
with no detectable element of reproductive incom-
patibility (Table 4).

The group cross in the Pantitldn population
produced 15 % more parasitoids in its progeny (F'
= 5.96; df = 2,102; P = 0.0036) than that in the
Estanzuela population (Table 4). The sex ratio in
progeny of inter-population heterogamic crosses
per group was lower (H = 8.81; df = 2,102; P =
0.0122) than those recorded from homogamic
crosses in Pantitldn and Estanzuela (Table 4),
but this difference did not reach the threshold of
75% used by Stouthamer et al. (2000) as an in-
dication of species separation. Survival percent-
age of progeny to adulthood did not differ signifi-
cantly within and among populations in the case
of single-pair crosses and group crosses (Table 4).

Discussion

The search for a biological agent to control A.
obtectus and Z. subfasciatus led to the discovery

TaBLE 4. PROGENY (MEAN * SE)!, SEX RATIO OF PROGENY, PERCENT SURVIVAL FROM EGG TO ADULT, REPRODUCTIVE COMPATIBILITY
RESULTING FROM INTRA- AND INTERPOPULATION CROSSES IN USCANA ESPINAE (PAIR AND GROUP MATINGS). MALES (M),
FEMALES (F), AND MALE-FEMALE MIXTURE (MF) THAT ORIGINATED FROM PANTITLAN, MORELOS (PA) AND ESTANZUELA,

VERACRUZ (ES).

Inter-population cross

Intra-population cross

Biological parameters PA (MF) x ES (MF ) PAxPAMxF) ESxES(MxF)

Single-pair matings

Number of females 35 35 35

Proportion of females in progeny 0.52 = 0.04 0.62 = 0.03 0.61 + 0.02
H =2.74; df = 2,105; P = 0.2541

No. of parasitoids produced 25.4 +0.61 25.37 = 1.00 25.91 +0.79
F =0.14; df = 2,105; P = 0.8689

% of progeny surviving to adulthood 0.86 + 0.01 0.85 + 0.02 0.84 + 0.01
H =0.52;df = 2,105; P = 0.7714

Reproductive Compatibility 85 % 85 %

Group matings

Number of females 35 35 35

Proportion of females in progeny 0.53 £ 0.02a 0.61 + 0.03b 0.58 + 0.04b
H =8.81;df=2,102; P = 0.0122

No. of parasitoids produced 28.70 + 0.91a 28.74 + 0.90a 24.62 = 1.09b
F =5.96; df = 2,102; P = 0.0036

% of progeny surviving to adulthood 0.81 + 0.02 0.79 + 0.02 0.80 = 0.02
F =0.01; df = 2,105; P = 0.4242

Reproductive Compatibility 88% 92%

1F: F-statistic, H: Kruskal-Wallis test statistic. Means with different letters are significantly different (P < 0.05).
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of the endoparasitoid U. espinae, parasitizing
weevil eggs in several localities of central Mexico.
It was identified on the basis of its morphology,
using the species’ diagnostic characters, and no
cryptic species could be detected. It was deter-
mined that all Uscana specimens from Pantit-
lan, Tepoztlan, Rio Ahuehueyo, Estanzuela, and
El Campanario I and II belong to the same spe-
cies, which appears to be distributed throughout
central Mexico. This is a new record for Mexico,
with new hosts and host plant associations. Us-
cana espinae had been recorded only from Chile
and Uruguay attacking the eggs of the bruchids
Pseudopachymerina spinipes (Erichson 1833),
Scutobruchus ceratioborus (Philippi) and Stator
furcatus on Acacia caven (Molina) Molina and
Prosopis chilensis (Molina) (Pintureau et al. 1999,
Rojas-Rousse 2006). Thus, 4 new hosts have been
identified (Acanthoscelides obtectus, A. obvelatus,
A. oblongoguttatus, and Mimosestes humeralis)
as well as 3 new host plants (Phaseolus vulgaris,
Acacia pennatula, and A. sphaerocephala).

The COI barcode technique was used to test
for the presence of cryptic Uscana species at the
different locations. According to Herbert et al.
(2003b) and Waugh (2007), if intra-population
variation is < 2%, variation can be considered to
be intra-specific. The variation recorded in the 6
populations considered was less than 1% for the
531 base pairs of the COI gene analyzed, lead-
ing to the conclusion that no cryptic species were
present.

Among the 3 different haplotypes identified on
the basis of the COI mitochondrial gene, two were
found (2 and 3) on the same host plant, P. vulgar-
is, in Pantitlan. Haplotype 3 was found in individ-
uals from 3 locations, Rio Ahuehueyo, Tepoztlan,
and El Campanario II, while haplotype 2 was also
present in Estanzuela. This suggests that haplo-
types 2 and 3 represent 2 morphs of the same spe-
cies. Haplotype 1, more differentiated, was only
present at location Campanario I where wasp in-
dividuals were collected inside A. oblongoguttatus
eggs on the plant Acacia sphaerocephala pods.

Reproductive isolation was not found between
individuals of Pantitlan and Estanzuela, as re-
productive compatibility was 85% for single-pair
crosses and 88-92% for group crosses, thus not
under the 75% indicated by Stouthamer et al.
(2000) to discriminate species. However, some
variability was observed among populations in
terms of number and sex ratio of progeny.

The use of native biological control agents
is indispensable to reduce densities of bruchid
beetles by environmentally friendly means. Phy-
logeographical research is needed throughout
the geographic distribution area of U. espinae in
order to confirm its native or non-native status
in Mexico (e.g., Alvarez et al. 2005), because the
species was known only from Chile and Uruguay.
Its distribution has now been expanded to include

the Mexican states of Morelos, Puebla, and Vera-
cruz. U. espinae populations from central Mexico
could be recommended in mass rearing laborato-
ries to be used in an augmentative program to
control the common and Mexican bean bruchids

(van Huis 1991, Bonet et al. 2005).
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3. EFECTO DE LA EDAD DEL HOSPEDERO, LA EDAD Y EL TAMANO DE LA
HEMBRA ADULTA DEL PARASITOIDE USCANA ESPINAE (HYMENOPTERA:
TRICHOGRAMMATIDAE) EN LA OVIPOSICION, FECUNDIDAD Y PROPORCION
SEXUAL DE LA PROGENIE.

3.1. Resumen

Se examind si la edad del hospedero (huevos de A. obtectus (Coleoptera: Crysomelidae:
Bruchinae) de 3, 24, 48, 72, 96, 120 horas) y la edad de las hembras de Uscana espinae Pintureau
y Gerding provenientes de dos localidades del centro de México (Pantitlan, Morelos y
Estanzuela, Veracruz) tienen efecto sobre su oviposicion, su fecundidad (progenie emergida y
progenie total) y su proporcién sexual de la progenie emergida, con el fin de utilizar esta
informacién como criterio para seleccionarla como agente de control bioldgico para una
liberacion por inundacion en contra de bruquidos plagas de frijoles secos. Ademas, se determind
si el tamafio de las hembras de U. espinae provenientes de las dos localidades esta relacionado
con el nimero de huevos puestos. En Pantitlan, la edad del hospedero afectd al nimero de huevos
que la hembra depositd, ya que la meseta de maxima oviposicion fue en las edades de 24, 49 y 72
horas con un promedio de 27, 25, 27 huevos por hembras, respectivamente; los hospederos de 3
horas y 120 horas de edad recibieron menos huevos de la hembra parasitoide (13 y 9 en
promedio, respectivamente). En Estanzuela se observé una distribucién semejante a la de
Pantitlan, también con una meseta desde las 24 hasta las 72 horas después del apareamiento,
aungue menos pronunciada que la de Pantitlan. Se encontré que la edad de las hembras de U.

espinae si influye en la tasa de oviposicion en el hospedero, en las primera edades presenta una
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meseta (desde las 24 a 72 horas después de la copula), con un promedio de 27 y 21 huevos por
hembra de Pantitlan y un promedio de 28 y 29 huevos por hembra de Estanzuela,
respectivamente, decreciendo después de las 72 horas a 11 y 10 huevos. Se encontré que las
hembras adulto de Estanzuela son mas grandes en tamafio que las de Pantitlan; sin embargo, no

se encontrd que el tamafio de los adultos estuviera correlacionado con su fecundidad.

3.2. Introduccioén

El gorgojo comun del frijol, Acanthoscelides obtectus (Coleoptera: Chrysomelidae:
Bruchinae) es una plaga importante de granos almacenados en diferentes paises del mundo
(Bonet et al. 2000). En México, la especie ataca varias especies de frijol, y puede llegar a
consumir hasta el 20% de los granos almacenados (Leroi et al. 1991; Bonet et al. 2000).
Actualmente el control de esta especie en México se basa en el control cultural, fisico-mecanico y
quimico como los plaguicidas; sin embargo, el uso de estos quimicos puede ser toxico para el
humano, ademas de ser costoso (Franco 1986). Reducir el impacto de estos gorgojos sobre las
semillas almacenadas de frijol es prioritario por ser un alimento de consumo basico, en particular

en las comunidades de campesinos que viven del autoconsumo.

El uso de enemigos naturales como los himendpteros parasitoides es basico en el control
bioldgico por inundacién, ya que por medio de una cria masiva y su liberacion en campo, se
pueden incrementar sus poblaciones limitando a su vez la de sus hospederos (Mills 2010).
Existen aproximadamente 240,000 especies descritas de parasitoides (Grimaldi & Engel 2005,

Pennachio & Strand 2006), difiriendo cada especie en comportamiento y biologia; incluso, la
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variacion puede presentarse dentro y entre poblaciones de la misma especie (Wajnberg et al.
2012). El adulto parasitoide ovipone sobre, dentro o cerca del cuerpo de otro artropodo, y
usualmente el hospedero muere como resultado del desarrollo de la larva de la avispa parasitoide

(Hassell & Godfray 1992).

Para tener éxito en el control bioldgico de insectos es fundamental conocer la biologia
reproductiva y el comportamiento de los adultos parasitoides involucrados. Por ejemplo, Huis
van (1991) y Huis van et al. (1991 a, b) argumentan que el control bioldgico en bruquidos debe
recibir mas atencion en lo que se refiere a la introduccién y mantenimiento de las poblaciones en
campo Yy almacén, asi como en las bases bioldgicas y conductuales de la especie en cuestion. Asi
es como se ha generado una gran cantidad de estudios que sugieren una relacion entre la calidad
de hospedero y la supervivencia y la proporcion sexual de la progenie, entre otros parametros
reproductivos de los parasitoides de braquidos (Collaza et al. 1991, Pak et al. 2000, Jervis et al.

2008).

Una variable importante que determina la calidad del hospedero es si éste tiene la edad
adecuada para que la progenie del parasitoide pueda completar su desarrollo (Godfray 1994,
Jervis et al. 2008). Para aquellos parasitoides que utilizan los huevos como hospederos, se ha
visto que la calidad del huevo (e.g., la edad, peso o tamafio) afecta la decision de la hembra en
cuanto a la cantidad de huevos que va a oviponer, asi como el numero de adultos que pueden
emerger (i.e., la supervivencia de su progenie) (Blackburn 1991 a, b, Ellers & Jervis 2003, Jervis
et al. 2008, Boivin 2010). Otra variable a considerar para los parasitoides es el tamafio de los
individuos en relacion al nimero de progenie: a mayor tamafio méas progenie (King 1987, van den

Assen et al. 1989, Godfray 1994, Boivin & Lagacé 1999). Las hembras adultas de algunas
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especies de himendpteros parasitoides como Uscana espinae, que atacan los huevos de gorgojos
del frijol en la parte central de México, tienen un control directo en la proporcion sexual de su
progenie a través de la fertilizacion (Bonet et al. 2012). Los huevos fertilizados producen
hembras diploides, mientras que los no fertilizados producen unicamente machos haploides
(reproduccidn partenogenética arrenotoca) (Heimpel & Boer 2008). Las decisiones para colocar
sus huevos con una proporcién sexual determinada por parte de la hembra progenitora se da en
un tiempo delimitado. Este comportamiento esta influido por estimulos fisicos y ambientales, el
modo de desarrollo larvario del parasitoide como la idiobiosis (no hay crecimiento y desarrollo
del hospedero) y la koinobiosis (el hospedero sigue creciendo y desarrollandose), en relacion al
futuro y crecimiento del hospedero, asi como del genoma interno y procesos fisiologicos del
parasitoide (Godfray 1994, Quicke 1997, Jervis & Ferns 2011). Una de las caracteristicas
deseadas para lograr un buen control biolégico es que la proporcion sexual esté sesgada a favor
de las hembras ya que ésta lleva a un incremento en la tasa intrinseca de crecimiento del

parasitoide ya que los machos no contribuyen a la mortalidad de las plagas (Hall, 1993).

Las hembras de U. espinae emergen como adultos de vida libre con sus génadas maduras
o0 casi maduras y con el total de huevos que colocaran a lo largo de su vida, por lo que al emerger
pueden parasitar hospederos (lo cual las caracteriza como una especie con un sistema
reproductivo cuasi pro-ovigénico). La fecundidad o capacidad de carga inicial de sus huevos
“initial egg load”, es decir los huevos que la hembra progenitora puede oviponer en las primeras
24 horas después de la copula (Mills & Kuhlmann 2000), ha sido utilizado como un parametro
efectivo para medir la calidad del hospedero (e.g., la edad del hospedero) y la importancia de la

edad de la hembra sobre su capacidad para dejar progenie (Ellers & Jervis 2003).
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El objetivo de este capitulo es conocer los atributos reproductivos de dos poblaciones de
U. espinae (una proveniente de Pantitlan, Morelos y otra de Estanzuela, Veracruz) que pueden ser
utilizadas como agentes de control biologico para limitar las poblaciones del gorgojo comun A.
obtectus que ataca el frijol (Phaseolus vulgaris L.) en varias localidades de México.
Especificamente, se pretende conocer para cada poblacion de U. espinae: 1) ¢cudl es la relacion
entre la edad del huevo del hospedero y la fecundidad de las hembras parasitoides medida como
el nimero de huevos parasitados (progenie total), nimero de adultos que emergen de los huevos
(progenie emergida), porcentaje de parasitoides adultos que logran emerger y proporcién sexual
de la progenie emergida?, 2) ¢cual es la relacion entre la edad de las hembras de los parasitoides
y su fecundidad (niumero de huevos parasitados, nimero de adultos que emergen de los huevos,
porcentaje de parasitoides adultos que logran emerger y proporcion sexual de la progenie
emergida)? y 3) si el tamafio de las hembras de U. espinae esta relacionado con el nimero de

huevos ovipuestos

3.3. Material y Métodos

3.3.1. Mantenimiento de cepas.

Los individuos de A. obtectus utilizados en los experimentos se han mantenido en el
laboratorio en crias masivas del hospedero intercaladas en el tiempo (17 afios de antigiiedad), los
cuales se han utilizado para la crianza continua del parasitoide. Los individuos de U. espinae
utilizados en los experimentos provienen de dos localidades del centro de México, una de

Pantitlan, Morelos (nueve afios de antigliedad con reintroducciones en el 2005, 18°55°0.6”N,
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98°59°36.6”W, 1285 m snm) y otra de Estanzuela, Veracruz (tres afios de antigiiedad,
19°27°12.8”, 96°51°47.6”W. 1038 m snm) (Bonet et al. 2012). La crianza de los gorgojos y
parasitoides, asi como los experimentos se hicieron en el laboratorio con una temperatura
promedio de 23 + 0.5 °C y 70 + 4 % de humedad relativa con un fotoperiodo de 12/12 horas
(dia/noche). El desarrollo embrionario de la progenie se hizo a una temperatura promedio de 27 +
0.5 °C y 40 £ 4 % de humedad relativa en una cAmara de cria. No se utilizaron para los analisis
aquellas hembras que tuvieron descendencia Unica de machos y/o que sus huevos no tuvieron

desarrollo embrionario.

3.3.2. Relacién entre la edad del huevo del hospedero y la fecundidad de las hembras

parasitoides

En todos los experimentos se utilizaron hembras de 24 horas de edad aisladas dentro de
capsulas de gel transparentes con miel ad limitum y con un macho. A hembras virgenes de U.
espinae recién copuladas provenientes de dos localidades (Pantitlan y Estanzuela) se les
ofrecieron 50 huevos del hospedero con distintas edades (tratamiento = 3, 24, 48, 72, 96, 120
horas de haber sido ovipositados por las hembras de A. obtectus). Se retird la pareja de
parasitoides después de su muerte, dejando los huevos para la emergencia de su progenie. Se
registro para cada pareja el niamero total de huevos parasitados, el nimero de adultos emergidos,
el porcentaje de parasitoides que lograron emerger y la proporcion sexual de la progenie. Para
determinar el numero de huevos parasitados, se observo si éstos cambian de color de blanco a
negro, lo cual ocurre cuando los huevos de A. obtectus son parasitados por U. espinae (A. Bonet,

observacién personal). Para determinar el nimero y sexo de los adultos emergidos, se conto el
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numero de avispas que emergieron de los hospederos [el numero de adultos emergidos es
proporcional al nimero de huevos parasitados ya que de cada huevo solamente emerge un
parasitoide (A. Bonet, observacion personal)]. Para calcular el porcentaje de parasitoides que
lograron emerger se dividid el nidmero de adultos emergidos, entre el numero de huevos
parasitados. Se utilizd un total de 35 hembras por tratamiento (i.e., para cada edad del

hospedero).

3.3.3. Relacion entre la edad de las hembras de los parasitoides y su fecundidad

Para determinar la relacion entre la edad de las hembras de U. espinae y su fecundidad, se
utilizaron 35 hembras con distintas edades (tratamientos = 24, 72, 144 horas de haber emergido)
provenientes de las dos localidades (Pantitlan y Estanzuela) a las cuales se les ofrecieron 50
huevos del hospedero (A. obtectus) con 48 horas de edad. En todos los experimentos se utilizaron
hembras aisladas en capsulas de gel transparentes con miel ad libitum y con un macho. Se retird
la pareja de parasitoides después de su muerte, dejando los huevos para la emergencia de la
progenie. Para cada pareja se registro el nimero total de huevos parasitados, el nimero de adultos
emergidos, el porcentaje de parasitoides que logran emerger, asi como la proporcion sexual de la

progenie.
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3.3.4. Relacion entre el tamafio de la hembra progenitora y el nimero total de huevos

parasitados

Se colocaron 25 hembras de 24 horas de edad en cépsulas transparentes con miel ad
libitum y con un macho, y después de haberse observado la copula se les ofrecié 50 huevos del
hospedero de 48 horas de edad. Se contaron los huevos parasitados y se tomaron medidas
(promedio en micras de las tibias del segundo par de patas) en un microscopio optico de las tibias
de las hembras progenitoras como indicacion de su tamario (Godfray 1994). Se registro para cada

pareja el nimero total de huevos parasitados en 24 horas.

3.3.5. Andlisis estadisticos

Los datos se analizaron utilizando pruebas de Kruskall-Wallis (KW), analisis de varianza
(ANOVA) no paramétrico, ya que no se cumplieron los supuestos de homogeneidad de la
varianza. Se utilizaron pruebas posthoc de comparaciones multiples de Kruskal-Wallis para
realizar las comparaciones (nimero de huevos parasitados, numero de adultos que emergen de los
huevos, porcentaje de parasitoides que logran emerger y proporcion sexual de la progenie
emergida) entre las distintas edades de los huevos y de las hembras de la avispa en cada
localidad. Se consider6 como “la edad Optima de la avispa hembra progenitora” y “la edad
optima del hospedero” aquella en la que se registr6 el nimero méximo de huevos parasitados. Se

presentan los valores como promedio + error estandar.
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3.4. Resultados

3.4.1. Relacion entre la edad del huevo del hospedero y la fecundidad de las hembras

parasitoides

Se encontré que el nimero total de huevos colocados por las hembras de U. espinae
provenientes tanto de Pantitlin como de Estanzuela difirié significativamente entre las distintas
edades de los huevos de A. obtectus (Pantitlan: H 5, 2171 = 97.88, p < 0.05; Estanzuela: H (s 212 =
31.85, p < 0.05; Fig. 1). En Pantitlan, se encontré que la edad “6ptima” de los huevos del
hospedero para la oviposicion por el parasitioide es desde las 24 a las 72 horas, ya que en estas
edades las hembras de U. espinae colocaron el mayor numero de huevos (Fig. 2). En Estanzuela,
desde la edad inicial del hospedero de 3 horas, hasta la de 96 horas, las hembras de la avispa

colocaron el mayor nimero huevos (Fig. 1).
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Figura 1. Numero de huevos totales colocados por las hembras de Uscana espinae en funcién de
la edad de los huevos del hospedero (Edad del hospedero) Acanthoscelides obtectus (promedio +

e. e.,, N=35). Los tratamientos (edades) con letras distintas difieren significativamente (p < 0.05).

Se encontrd que el nimero de adultos emergidos de los huevos con distintas edades difirid
significativamente para las dos localidades (Pantitlan: H s, 2177 = 99.63, p < 0.05; Estanzuela: Hys,
2121 = 75.95, p < 0.05; Fig. 2). En Pantitlan, se encontr6 que el mayor numero de adultos
emergidos por hembra fue para huevos cuya edad fue entre las 24 y 72 horas (Fig. 2), mientras
que para Estanzuela, el mayor nimero de adultos emergidos por hembra se presentd desde la

edad inicial del hospedero de 3 horas, hasta la de 96 horas (Fig. 2).
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Figura 2. Namero de adultos emergidos de Uscana espinae en funcion de la edad del hospedero
Acanthoscelides obtectus (promedio + e. e., N = 35). Los tratamientos (edades) con letras
distintas difieren significativamente (p < 0.05).

Para las dos localidades se encontrd que el porcentaje de huevos parasitados de los cuales
emergieron adultos difirio significativamente entre los grupos de edad (Pantitlan: H 5, 217 =
36.64, p < 0.05; Estanzuela: H 5,212 = 28.10, p < 0.05; Fig 3). En consecuencia, se observa que el
desarrollo embrionario de los huevos colocados por la hembra si se ve afectado por la edad del
hospedero. En el caso de Estanzuela, fue notorio que para las edades tardias de 96 y 120 horas se
encontrd un bajo porcentaje de supervivencia de la progenie con un 54 y 64 % de supervivencia y
se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) con respecto de las otras edades (Fig. 3). A

pesar del bajo porcentaje de supervivencia de la progenie, las avispas si pusieron sus huevos en
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estas etapas del hospedero. Para los individuos provenientes de Pantitlan, aunque el porcentaje de
huevos parasitados por U. espinae de los cuales emergieron adultos difirié significativamente
entre las edades, la tendencia de disminucién conforme aumenta la edad del hospedero, no fue tan

clara como en el caso de Estanzuela (Fig. 3).

h |
10 T T T T T _ﬂ_fll.'l T B

n.g-% ah Ed N Hh +

oz}

e
o o
ey

07| || ¢

35)
=y

(I

04

Yo mperrivencia (M

IR 3

0z

ol

a0

3 24 42 72 Q& 120 3 24 L 72 Q8 120
PHHTITLAN, MOREELCSE ESTANZUELA, VERACEITZ
Edad del hospedero (haras)

Figura 3. Porcentaje de huevos parasitados de Acanthoscelides obtectus por Uscana espinae de
los cuales emergieron adultos (promedio + e. e., N = 35). Los tratamientos (edades) con letras

distintas difieren significativamente (p < 0.05).
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En la figura 4 se muestra que la tendencia de oviposicion difiere en las dos localidades.
En Pantitlan es evidente la forma de “U” invertida en donde las hembras se toman un tiempo
inicial para ovipositar. Buscan los huevos un poco mas maduros que los recién colocados de unas
cuantas horas, para asi llegar a los picos maximos entre las 24 y 48 horas (Fig. 4). Las curvas del
total de huevos y de adultos emergidos son semejantes. El porcentaje de los huevos parasitados
de los cuales no emergieron avispas es de un 10 al 20 %, lo que da una supervivencia de la
progenie entre 80 y 90 %. La edad de 120 horas no es propicia para la supervivencia por el total
de huevos colocados y el nimero de adultos emergidos (Fig. 4). En el caso de Estanzuela, se
observa que desde el principio las hembras colocaron todos sus huevos y después se ve una linea
descendente a partir de las 72 horas, siendo esta tendencia mas clara para el nimero de adultos
emergidos, aunque el total de huevos aumenta en la edad 96 debido a la gran cantidad de huevos
parasitados sin emerger (36 %) y de 46 % en la edad de 120 horas. En esta poblaciéon de U.

espinae las edades tardias de los hospederos si afectaron el desarrollo embrionario de la progenie

(Fig. 4).
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Figura 4. Curvas de interaccion con el valor promedio + e. e. del nimero total de huevos
colocados, numero de progenie emergida y numero de progenie no emergida de Uscana espinae

(N = 35).

3.4.2. Proporcion sexual de la progenie y la edad del hospedero

Se encontraron diferencias significativas en la proporcidén sexual de la progenie que
emergio de huevos de diferentes edades (Pantitlan: H s 2177 = 19.80, p < 0.05; Estanzuela: H s,
2121 = 28.10, p < 0.05; Fig. 5). En las edades de 3 a 72 horas los valores que presentan ambas
localidades estan sesgados a hembras, y es en la edad de 96 horas que se encontraron diferencias

con las de 3 y 24 horas (p < 0.05): a partir de esta edad en ambas poblaciones la proporcion de
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sexos estuvo sesgada hacia machos (Fig. 5).
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Figura 5. Proporcion sexual de la progenie de Uscana espinae en funcion de la edad del
hospedero (huevos de Acanthoscelides obtectus), O es sesgo a machos, 1 es sesgo a hembras
(promedio + e. e, N = 35). Los tratamientos (edades) con letras distintas difieren

significativamente (p < 0.05).

3.4.3. Relacion entre la edad de las hembras de los parasitoides y su fecundidad

Las hembras de U. espinae con distintas edades presentaron diferencias significativas en
la cantidad de total de huevos colocados en las dos localidades (Pantitlan: H 5, 103 = 64.10, p <
0.05; Estanzuela: H 2, 106) = 69.12, p < 0.05; Fig. 6), por lo que la edad de la hembra progenitora

si esta relacionada con la cantidad de huevos que puede ovipositar (Fig. 6).
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En Pantitlan se encontré que las hembras colocan un mayor nimero de huevos cuando
tienen una edad de 24 horas después de la cépula (p < 0.05), (Fig. 6). EI nimero de huevos
colocados por las hembras de 24, 72 y 144 horas fue de 26.85 + 0.82, 21.23 + 1.07 y 10.64 +
0.51) y un maximo de 35, 34 y 21 huevos respectivamente (Fig. 6). En Estanzuela se encontro
que las hembras que tienen de 24 a 72 horas de edad son las que ponen un mayor numero de
huevos (p < 0.05) (Fig. 6). El nimero de huevos colocados por las hembras de 24, 72 y 144 horas
fue de 28.17 £ 0.71, 28.72 + 1.18 y 10.48 + 0.44, y un maximo de 35, 43 y 15 huevos,

respectivamente (Fig. 6).
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Figura 6. Efecto de la edad de la hembra progenitora de Uscana espinae sobre el nimero total de
huevos colocados (promedio + e. e., N = 35). Los tratamientos (edades) con letras distintas

difieren significativamente (p < 0.05).

Se encontraron diferencias significativas en el nimero de adultos que emergieron de los
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huevos en las dos localidades cuando las hembras ovipositoras de U. espinae tuvieron distintas
edades (Pantitlan: H [, 1031 = 61.30, p < 0.05; Estanzuela: H 2, 105) = 69.27, p < 0.05; Fig. 7). En
Pantitlan se encontr6 que el mayor nimero de adultos emergidos por hembra se dio cuando éstas
tenian 24 horas de edad (23.91 = 0.69 huevos) y el numero de adultos emergidos decrecio
significativamente con la edad (p < 0.05): de las hembras de 72 horas emergieron 18.5 = 0.98
adultos y de las de 144 horas emergieron 10.23 + 0.51 adultos (Fig. 7). En Estanzuela, el mayor
numero de adultos emergidos por hembra se dio entre las 24 y 72 horas de edad (Fig. 7), con un
promedio de 25.22 +0.72 y 26.25 £1.14, respectivamente y difirio significativamente del nimero
de adultos emergidos de las hembras de 144 horas (9.74 + 0.48 huevos) (p < 0.05) (Fig. 7).
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Figura 7. Efecto de la edad de la hembra progenitora de Uscana espinae sobre el nimero de la
progenie emergida (promedio + e. e., N = 35). Los tratamientos (edades) con letras distintas

difieren significativamente (p < 0.05).
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Los ndmeros de huevos colocados por las hembras de U. espinae y de los cuales no

emergieron adultos fueron bajos (menos de tres). Solamente en Pantitlan se encontraron

diferencias significativas (Pantitlan: H 2, 1031 = 28.03, p < 0.05; Estanzuela: H 2, 105) = 24.69, p >

0.05; Fig. 8). En Pantitlan, el promedio mas elevado fue de 3 + 0.42 huevos no emergidos por

hembra, lo mismo ocurrio en Estanzuela 3 + 0.33. En consecuencia, el porcentaje de

supervivencia de la progenie colocada es de un 90% en promedio en ambas poblaciones (Fig. 8).
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Figura 8. Efecto de la edad de la hembra progenitora de Uscana espinae sobre la progenie (%)

desarrollada hasta la emergencia de los nuevos adultos (promedio + e. e, N = 35). Los

tratamientos (edades) con letras distintas difieren significativamente (p < 0.05).
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En la figura 9 se puede observar que la edad de la hembra si influye en la colocacién y
fecundidad de sus huevos. En el caso de Pantitlan, las hembras jovenes colocan un mayor nimero
de huevos, en cambio en edades posteriores a 144 horas (seis dias) el numero de huevos
colocados disminuye a menos de la mitad. En Estanzuela se mantiene entre la edad 24 y 72 la

misma cantidad de huevos colocados para disminuir a menos de la mitad.
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Figura 9. Curvas de interaccion con el valor promedio £ e. e. (N = 35) del nimero de huevos

colocados por las hembras de la avispa Uscana espinae de diferentes edades.
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3.4.4. Proporcion sexual de la progenie y la edad de la hembra parasitoide

No se encontraron diferencias significativas en la proporcion sexual de la progenie
(Pantitlan: H 2, 103 = 4.57, p > 0.05; Estanzuela: H [, 106) = 4.27, p > 0.05; Fig. 10) con hembras
de avispa de diferentes edades. Sin embargo, se aprecia una ligera tendencia a poner mas machos

en edades mas avanzadas, en particular en las hembras de Pantitlan (Fig. 10).
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Figura 10. Efecto de la edad de la hembra progenitora de Uscana espinae sobre la proporcion

sexual de la progenie (promedio * e. e., N = 35). Los tratamientos (edades) con letras distintas

difieren significativamente (p < 0.05).
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3.4.5. Relacion entre el tamafio de la hembra progenitora y el nimero total de huevos

parasitados

Con base en las medidas de las tibias de cada hembra progenitora, no se encontré una
relacién entre el tamafio del hembra y el numero de progenie (Pantitlan: r = -0.274, p = 0.183;
Estanzuela: r = -0.261, p = 0.174). Lo que si se encontrd es una diferencia significativa entre el
tamafno de las hembras progenitoras provenientes de las dos localidades (F = 17.133, p =
0.000131, N = 25, N = 28; Mann Whitney U = 159, p = 0.000666, N = 25, N = 28), las hembras

de Estanzuela son més grandes que las hembras provenientes de Pantitlan (Fig. 11).
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Figura 11. Relacion entre el tamafio de la hembra de Uscana espinae y el nimero de huevos

totales que coloca (N= 25 en Pantitlan, N = 28 en Estanzuela).
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3.5. Discusion

Se encontrd que tanto la edad del hospedero (los huevos de A. obtectus) como la edad de
la avispa progenitora (las hembras de U. espinae) afectan la fecundidad (el total de huevos
colocados) y el numero de adultos que emergen de los huevos parasitados. Incluso en las edades
tardias de los hospederos, mas de una tercera parte de la progenie no tuvo un desarrollo
embrionario adecuado, afectando la supervivencia (40 % al menos) de la progenie. Se observa la
tendencia de que, del primer al tercer dia, los huevos del hospedero representan edades Optimas
para que una hembra de U. espinae coloque sus huevos, lo cual probablemente se deba a que la
calidad de los hospederos es adecuada para un desarrollo normal de la progenie. De forma
similar, al inicio y en las edades posteriores a las 72 horas de la hembra progenitora disminuye el
nimero de huevos ovipositados, lo cual probablemente se deba a que primero la hembra
progenitora no tiene todos su huevos maduros y en las edades posteriores a que ya no dispone de
espermatozoides viables para la fertilizacion y/o los hospederos ya estan muy maduros (Jervis et

al. 2001, Jervis et al. 2012).

En el caso de Estanzuela, las hembras aceptaron hospederos de mayor edad, desde la edad
inicial del hospedero (24 horas) hasta el cuarto dia para después ya no aceptar mas hospederos de
edades tardias. Otras especies de Uscana presentan la tendencia de “U” invertida que se encontro
en este trabajo (Kapila & Agrawal 1995), aunque la edad de decrecimiento varia de las 24 a 48
horas en funcion de la temperatura. En U. mukerjii de la India, la edad del hospedero en el que las
hembras colocaron el mayor nimero de huevos fue en las primeras 24 horas [a 30 °C en Pajni &
Bharawaj (1996) y a 31 °C en Chartejii (1953)] y en el caso de hembras a 27 °C, es a partir de las

48 horas de edad del hospedero (Kapila & Agrawal 1995) que la hembra ya empieza a no aceptar
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los hospederos (i.e., disminuye la oviposicion). Este mismo patron sucede con las poblaciones de
U. espinae, aungue el decrecimiento es a partir de las 72 horas, a una temperatura promedio de 23
°C. En el caso de U. caryedoni (Delobel 1989) es hasta el tercer dia que el nUmero de huevos
colocados empieza a declinar, a pesar de la alta temperatura de 30 °C, a esa misma temperatura
en U. lariophaga (Van Huis et al. 1991b) es a partir de las 48 horas que empieza a declinar. Los
resultados indican que las hembras prefieren los huevos mas jovenes aunque no de las primeras
horas y que a partir de las 72 horas o menos dependiendo de la temperatura, como ocurre en otras
especies, la preferencia empieza a disminuir conforme aumenta la edad del hospedero (Jervis et
al. 2012). Le edad del hospedero parece no tener relacion con la proporcion sexual de la progenie
emergida como lo encontré King (1999, 2000) para Spalangia cameroni, este mismo patron lo

encontrd Huis et al. (1991b) para U. lariophaga.

En el caso de la edad de las hembras de U. espinae, entre méas tiempo pasa, disminuye el
namero de huevos que colocan. Desde que emerge, la hembra puede colocar toda su progenie si
encuentra a su pareja y a los hospederos adecuados. Es notorio que a partir de los dos dias de
edad, aun teniendo al alcance al hospedero adecuado, si se ve afectada su posibilidad de colocar
mas huevos (Huis et al. 1991b). Los espermatozoides al escasear pueden ser una limitante para la
oviposicion en edades tardias (King & Bressac 2010). En el caso de la proporcion sexual de
progenie ésta no se ve afectada por la edad de la hembra progenitora, en todas las edades el sesgo
a hembras es notorio aunque hay un poco mas de machos en la edad tardia como Henter (2004) lo

menciona para U. semifumipennis.

No se observd una relacién entre el tamafio de la hembra y el nimero de su progenie

como Yya Jervis & Ferns (2011) lo confirman para algunos parasitoides, a pesar de que el tamafio
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de la hembra entre las poblaciones varia. Hembras pequefias pueden tener muchos hijos al igual

que hembras grandes.

En conclusion, la edad adecuada de los hospederos, huevos de A. obtectus, es de 24 a 72
horas y en el caso de la edad de la hembra los primeros tres dias de su emergencia son la edad
Optima para colocar su progenie. Estas variables no afectan la proporcion sexual de la progenie.
No se encontr6 una relacion entre el tamafio del cuerpo de la hembra progenitora y la fecundidad
de la misma, aunque el tamafio de los individuos de ambas poblaciones es distinto, son mas

pequefios en Pantitlan, que en Estanzuela.
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4. EFECTO DE LA ALIMENTACION, HOSPEDERO Y SEXO SOBRE LA
LONGEVIDAD Y FECUNDIDAD DE LOS ADULTOS DE USCANA ESPINAE
(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) DE DOS LOCALIDADES DE MEXICO

4.1. Resumen

Se evaluo si la alimentacion (miel), presencia de hospedero (huevos de A. obtectus) y sexo
de las avispas de U. espinae influyen sobre su longevidad, fecundidad (progenie emergida y
progenie total), porcentaje de supervivencia y proporcion sexual de la progenie emergida. Se
encontré que cuando no se proporciona alimento, los machos son mas longevos (cinco dias) que
las hembras (dos dias). Cuando se alimentan, los machos y las hembras viven hasta nueve y siete
dias, respectivamente, casi el doble de dias. Las hembras que se alimentan con miel colocan mas
huevos (29) que las hembras sin alimento (19). Las hembras cuando tienen hospederos ad libitum
mueren a los dos dias no importando si hay o no alimento. No se encontraron diferencias
significativas en la longevidad de los parasitoides provenientes de Pantitlan y Estanzuela. El
porcentaje de supervivencia y la proporcion sexual de la progenie es semejante con y sin

alimento, la proporcion sexual de la progenie siempre sesgada a hembras.

4.2. Introduccioén

Los parasitoides de la familia Trichogrammatidae (Hymenoptera) tienen una vida corta de
pocos dias, no obstante se les considera excelentes agentes de control bioldgico de los huevos de
lepidopteros, coledpteros, hemipteros, etc. (Pinto 2006, Cénsoli et al. 2010). Son insectos

endoparasitoides, ya que colocan sus huevos dentro del hospedero que parasitan. Los adultos
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parasitan los huevos de muchos ordenes de insectos y las larvas crecen alimentandose de ellos
completando su desarrollo hasta adultos (Quicke 1997). Ya como adultos de vida libre deben de
conseguir pareja, alimentarse y encontrar huevos de su hospedero para poder colocar su progenie

completando su ciclo de vida (Godfray 1994, Jervis et al. 2005).

Uscana espinae Pintureau and Gerding (Hymenoptera: Trichogrammatidae) es un
endoparasitoide que se reproduce sexualmente y ataca los huevos de Acanthoscelides obtectus
(Say) de la subfamilia Bruchinae en el centro de México (Bonet et al. 2012) y de otras especies
de braquidos que se alimentan de diversas leguminosas como Phaseolus vulgaris, Acacia
pennatula, y A. cornigera (Bonet et al. 2012). Informacion detallada de su comportamiento
reproductivo ayudara a evaluar su potencial como agente de control biol6gico para reducir
poblaciones de braquidos plagas del frijol comun, como A. obtectus y Zabrotes subfasciatus
Boheman. La hembra progenitora de la avispa prefiere colocar sus huevos (i.e., oviposita un
mayor numero de huevos) cuando su edad es de 24 hasta las 72 horas y tiene preferencia por los

huevos de su hospedero cuando éstos tiene edades entre 24 a 72 horas (véase Capitulo 3).

Al momento de emerger, las hembras adulto de U. espinae tienen la mayoria de su carga
de huevos maduros faltando pocos huevos que se formaran en las siguientes 24 horas formando
una asintota a las 48 horas, por lo que tienen un indice ovigénico cercano a uno, funcionan como
cuasi pro-ovigénicos, listos para ser ovipuestos aunque en sentido extricto son sinovigénicos
(Jervis et al. 2001). Su éxito reproductivo (mayor fecundidad y proporcion sexual de la progenie
emergida) al igual que muchas especies de avispas parasitoides, depende de la cantidad y calidad
de recursos alimenticios (Oliveira et al. 2003, Eliopoulus 2007, Bernstein & Jervis 2008) y del

namero de hospederos disponibles (Jervis et al. 2005, Jervis et al. 2008, Jervis & Ferns 2011). La
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alimentacion les puede servir para mantenerse y extender en tiempo su actividad de forrajeo
(bdsqueda de pareja, por hospederos) (Jervis et al. 1996, Thompson 1999). Debido a que la
eficiencia de los agentes de control biologico puede mejorar con una alimentacion suplementaria
(Heimpel et al. 1997), resulta importante conocer de qué manera ésta puede aumentar la

eficiencia de U. espinae como un agente de control biolégico.

La longevidad o mortalidad de los parasitoides adultos es un parametro importante ya que
indica la duracion de su vida y por otra parte, para el caso de las hembras, puede determinar el
namero de huevos que éstas pueden colocar (Jervis et al. 2005). La longevidad puede verse
afectada por diversos factores intrinsecos (sexo, apareamiento, progenie emergida, proporcién
sexual de la progenie) y extrinsecos (alimentacion, presencia de suficientes hospederos,
temperatura, humedad relativa, localidad geogréfica) que los adultos del parasitoide enfrentan
(Leatemina et al. 1995, Heimpel et al. 1997, Gurr & Nicol 2000, Schmale et al. 2001, Kalyebi et
al. 2005, Sood & Pajni 2006, Jervis et al. 2008, Luo et al. 2010, Lessard & Boivin 2013, Hegazi
et al. 2013, Segoli & Rosenheim 2013). Ademas, la bldsqueda y apareamiento con la pareja,
alimentacion para su mantenimiento y la localizacion de hospedero también afectan la fecundidad
(numero de progenie) de la hembra progenitora antes de morir (Jervis et al. 1996, Heimpel et al.
1997, Jervis et al. 2005). Los machos y hembras generalmente presentan longevidades distintas,
los machos tienen que colocar sus espermatozoides en la hembra y la hembra lleva toda la carga
de huevos que va a colocar desde que emerge. Poco sabemos, sobre por qué la longevidad de los
adultos es de tan pocos dias. Si las hembras progenitoras no encuentran alimento y si a sus
hospederos, entonces colocan toda su progenie muriendo poco después. En cambio, si no hay

hospederos entonces su vida se extiende varios dias mas (Leatemia et al. 1995, Schmale et al.

72



2001). Evidentemente la hembra tiene poco tiempo para colocar su progenie. La produccion de
los huevos es metabolicamente costosa y puede conducir a una menor esperanza de vida bajo un
estrés alimenticio (Tatar & Carey 1995). El alimento les permite mantenerse con vida y aumentar
su carga de huevos, hasta que encuentren los huevos de su hospedero. Por lo tanto, resulta
importante que en los sistemas de control bioldgico se considere a la alimentacion de los adultos
como un aspecto importante para que su longevidad se extienda. El objetivo del presente trabajo
es evaluar si la localidad, alimentacion, presencia de hospederos y sexo tienen un efecto en la
longevidad, fecundidad (progenie emergida y total) y proporcién sexual de la progenie emergida

de U. espinae.

4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Organismos utilizados

El estudio se realizd en el laboratorio con individuos de la especie Uscana espinae, cuyo
origen proviene de tres plantas hospederas de dos localidades (Estanzuela, Veracruz, dos afios, de
Acacia pennatula y A. sphaerocephala y Pantitlan, Morelos, 10 afios, de Phaseolus vulgaris L.
silvestre); en las vainas de las dos primeras plantas se encontraron huevos de sus braquidos
hospederos, Mimosestes humeralis y A. oblongottatus y en la tercer planta A. obvelatus y A.
obtectus. Los individuos de cada localidad se han mantenido en el laboratorio desde su colecta
original en huevos de Acanthoscelides obtectus (Say) que a su vez se han reproducido en semillas

secas de frijol P. vulgaris (variedad Michigan).

73



Todos los individuos del parasitoide utilizados en el experimento tenian 24 horas de haber
emergido, y se colocaron por parejas hasta que copularan en capsulas de gel transparente. A partir
del inicio del experimento se registré el dia de muerte de los adultos, la progenie emergida
(ndimero de adultos emergidos), la progenie total (nimero total de huevos colocados), porcentaje
de supervivencia (proporcion de nimero de adultos emergidos entre el nimero total de huevos

colocados por la hembra progenitora) y la proporcion sexual de la progenie emergida.

4.3.2. Condiciones ambientales

Todos los tratamientos se hicieron en el laboratorio con una temperatura de 28 = 1 °C en
el diay 25 + 1 °C en la noche, humedad relativa de 55 £ 10 % Yy fotoperiodo de 12 horas luz:

obscuridad.

4.3.3. Experimento de longevidad

Cuatro factores (localidad, alimentacién, presencia de hospedero y sexo) se tomaron en
cuenta para dilucidar su efecto sobre la longevidad en dias de los adultos de U. espinae. Cada
individuo, machos y hembras en pareja, se enfrentaron a distintas combinaciones de los cuatro
factores, registrandose el dia de su muerte para registrar la longevidad, y ademas, en el caso de
las hembras con hospederos, se obtuvo el numero de su progenie emergida y total, porcentaje de

supervivencia y proporcion sexual de la progenie.
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Los factores a considerar fueron la localidad (Pantitlan, Morelos y Estanzuela, Veracruz),
la alimentacidon (con o sin), la presencia de hospederos (con o sin) y el sexo (machos o hembras).
Se realizaron 16 combinaciones de estos factores como tratamientos sobre los organismos. Por lo
tanto, cada adulto de la avispa podria tener disponibles por cada tratamiento: 1) localidad
(Pantitlan, Morelos o Estanzuela, Veracruz), 2) alimento (miel de abeja ad libitum), con o sin
presencia, 3) hospederos (50 huevos de Acanthoscelides obtectus con 24-48 horas de edad que se
intercambiaban por otros 50 huevos diariamente hasta la muerte de la hembra), con o sin

presencia y 4) sexo, machos y hembras (35 parejas).

4.3.3.1. Procedimiento

Todos los individuos (machos y hembras) recién emergidos (24 horas) fueron separados
en capsulas transparentes formando parejas, y se observo que los individuos copularan. Los
individuos que formaban las parejas (N = 35 parejas por tratamiento) permanecieron juntos hasta
la muerte, aungue en los tratamientos con hospederos, estos ultimos se dejaban hasta la muerte de

la hembra.

Se registré cada 24 horas para cada tratamiento (con y sin alimento, con y sin hospedero y
sexo) la longevidad (en nimero de dias) y en su caso el nimero, sexo y proporcién sexual de la

progenie colocada por cada hembra bajo cada tratamiento.

Para la realizacion del experimento se selecciond al azar el orden de la localidad con que

se iba a trabajar y después, también al azar, el orden de los tratamientos. Se midié al mismo
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tiempo la duracion y muerte de machos y hembras por cada tratamiento. Cuando todos los

adultos de cada tratamiento morian se iniciaba otro tratamiento.

Las variables experimentales utilizadas para medir longevidad fueron 16 en total, ocho
para cada localidad (Estanzuela, Ver. y Pantitlan, Mor.). Se utilizaron 70 individuos (35 machos y
35 hembras) por cada variable o tratamiento, se reportan promedios (X + e.e.). En el caso de las
hembras que tuvieron hospederos, aparte de la longevidad (del dia de emergencia hasta el dia de
la muerte) se registr6 el nimero de hijos emergidos, numero de hijos totales, porcentaje de

supervivencia, sexo y proporcién sexual de la progenie.

Cada tratamiento asignado al azar estaba compuesto de cuatro factores a los que los
individuos se enfrentaban. Se distinguen por tres letras ordenadas de la siguiente manera: primera
letra: sin 0 con alimento; segunda letra: sin 0 con hospedero; tercera letra: macho o hembra. El
cuarto factor es la localidad, Pantitlan y Estanzuela, asi que cada individuo se puede enfrentar a
uno de ocho tratamientos: 1) ssm = sin alimento, sin hospedero, macho; 2) ssh = sin alimento, sin
hospedero, hembra; 3) ccm = con alimento, con hospedero, macho; 4) cch = con alimento, con
hospedero, hembra; 5) scm = sin alimento, con hospedero, macho; 6) sch = sin alimento, con
hospedero, hembra; 7) csm = con alimento, sin hospedero, macho y 8) csh = con alimento, sin

hospedero, hembra.

4.3.4. Andlisis Estadistico

Se utilizé un modelo general mixto no alineado en Statistica (Statsoft, Okla., USA) para

evaluar los efectos de la alimentacion, los hospederos, sexo y la localidad sobre la longevidad,
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numero de progenie emergida y proporcion sexual de la progenie (Bolker et al. 2008). Para los
conteos se utilizo una distribucion Poisson (link con logaritmos) salvo el caso del porcentaje de
supervivencia y la proporcion sexual de la progenie que se utilizo la distribucion binomial con un

link logit. Se utiliz6 el estadistico de Wald X? para indicar las diferencias entre tratamientos.

4.4. Resultados
4.4.1. Duracion de la longevidad

La longevidad de los adultos (machos y hembras, N = 557) de U. espinae que copularon
para todos los tratamientos fue de 3.64 + 0.114 dias, con un minimo de 1 dia y maximo de 9 dias
de vida (Cuadro 1). Los machos tuvieron una longevidad promedio de 5.18 + 0.12 dias con un
minimo de 3 y un m&ximo de 9 dias, en cambio las hembras vivieron un promedio de 2.10 £ 0.11
dias, con un minimo de uno a un maximo de seis dias. Se observa que los machos duran mas dias
vivos que las hembras, de cuatro veces méas cuando tienen alimento y sin hospederos, el valor
maximo en machos lleg6é a nueve dias con alimento y sin hospedero (Cuadro 1). Es notoria la
diferencia entre la longevidad de machos y hembras cuando estuvieron en contacto con los
hospederos, las hembras mueren rapidamente después de colocar su progenie. Las hembras
tuvieron 6.46 + 0.30 dias de vida cuando tuvieron alimento y sin hospederos, en los demas

tratamientos viven de 1 a 2 dias, en cambio los machos duraron dos dias mas llegando a 9 dias.
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4.4.2. Localidad

No se encontraron diferencias significativas en la longevidad en cuanto a la localidad de
origen (Wald X = 0.1194, p = 0.73), en Pantitlan la longevidad promedio fue de 3.52 + 0.13 y en
Estanzuela de 3.74 + 0.17 (Cuadro 1). Para el caso de los individuos provenientes de Pantitlan,
las hembras con hospedero y sin 0 con alimento tuvieron una longevidad promedio de 1.1 £ 0.05
dias (cch), 1.66 = 0.08 dias (ssh) y 1.94 + 0.13 (csh). Los machos vivieron un promedio de 5.49 +
0.086 dias o sea vivieron 4 veces mas que las hembras. Para el caso de los individuos
provenientes de Estanzuela, las hembras copuladas con hospedero y sin o con alimento tuvieron
una longevidad promedio de 1.43 £ 0.08 dias (cch), 1.66 + 0.11 dias (ssh) y 6.46 = 0.30 (csh).
Los machos vivieron un promedio de 4.87 + 0.224 dias, es decir vivieron 1.82 veces mas que las

hembras.

4.4.3. Alimentacion

La presencia de alimento si tuvo un impacto significativo en la longevidad (Wald X? =
36.776, p < 0.0001). Los individuos con alimento vivieron un promedio de 4.38 + 0.173 dias en
contraste con individuos sin alimento con un promedio de 2.90 £ 0.100 dias, 1.5 mas dias cuando
hay alimento (Cuadro 1). Para el caso de Pantitlan, los machos sin alimento vivieron 4.96 + 0.092
dias, con un dia mas con alimentos, 6.01 + 0.113. Las hembras tuvieron una longevidad menor

con 1.60 + 0.063 sin alimento y 1.53 = 0.086 con alimento. En Estanzuela, los machos vivieron

78



3.69 + 0.031 sin alimento y 6.10 + 0.383 con alimento. Las hembras vivieron 1.34 + 0.067 dias

sin alimento y 3.94 £+ 0.341 con alimento.

4.4.4. Hospederos

La presencia de hospederos afectd la longevidad de los individuos con 4.19 + 0.160 sin
hospederos y 3.07 + 0.125 con hospederos (Wald X? = 42.056, p < 0.0001). Los machos sin
hospederos tuvieron una longevidad de 5.45 + 0.205 dias y con hospederos fue de 4.90 + 0.118.
En el caso de las hembras sin hospederos, éstas vivieron 2.93 + 0.194 dias, mientras que aquellas
con hospederos vivieron 1.28 £ 0.39, tres veces menos que los machos. El efecto de la presencia
de hospederos en las hembras es notable ya que colocan sus huevos en ellos y mueren
inmediatamente (Cuadro 1); en cambio, cuando no tienen hospederos, en promedio las hembras

duran de tres a seis dias mas dependiendo de si se alimentan o no.

La longevidad de los machos con hospederos fue mayor (Pantitlan 6.40 + 0.15;
Estanzuela 3.19 + 0.13) que en las hembras (Pantitlan 1.11 + 0.05; Estanzuela 1.43 + 0.08). En
los machos la presencia de los hospederos no parece modificar su longevidad, los machos

siempre sobreviven mas dias que las hembras (Cuadro 1).

Los machos con alimento y sin hospederos viven méas de 7.2 £ 0.252 dias en promedio y
las hembras 4.2 + 0.317, tres dias menos. Cuando tienen alimento con hospederos los machos
viven un promedio de 4.86 + 0.22 dias, en cambio las hembras un promedio de 1.27 + 0.053 dias.
Es decir, en presencia de hospederos, la vida de las hembras se reduce de 1.0 a 1.5 dias, ya que

colocan toda su progenie en ellos.
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Cuadro 1. Longevidad promedio (dias + e. e., N = 560) de los adultos de Uscana espinae después

de la cépula en Pantitlan, Morelos y Estanzuela, Veracruz (Wald X = 3.9806, p = 0.04603).

Longevidad (dias) promedio de Uscana espinae (cada tratamiento N=35)
Localidad Estanzuela, Ver. Pantitlan, Mor.
hospederos sin con sin con
alimento
Machos sin 286+0.14 |451+0.10 |454+0.08 |537+0.13
con 8.77+0.30 |[3.19+0.13 |563+0.14 |6.40+0.15
Hembras sin 166+0.11 |1.03+0.03 |1.66+0.08 |1.54+0.09
con 6.46+0.30 |[143+0.08 |194+0.13 |1.11+0.05

4.4.5. Progenie, porcentaje de supervivencia y proporcion sexual de la progenie

Los resultados de la progenie emergida (nimero de adultos emergidos), progenie total
(numero total de huevos colocados), porcentaje de supervivencia (proporcion de nimero de
adultos emergidos entre el nimero total de huevos colocados por la hembra progenitora) y
proporcion sexual de la progenie emergida en cuatro tratamientos donde los individuos tuvieron

hospederos disponibles se presentan en el Cuadro 2.

La localidad tuvo un efecto significativo en el nimero de la progenie emergida (Wald X?
= 13.298, p = 0.0003) y en la progenie total (Wald X? = 8.688, p = 0.0003). Para los individuos
provenientes de Pantitlan, el promedio de la progenie emergida fue de 23.33 + 0.526 con una

progenie total de 24.67 £ 0.511. Los individuos provenientes de Estanzuela, comparados con los
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de Pantitlan, tuvieron valores menores de progenie emergida, con 21.44 + 0.997 y una progenie
total de 23.28 £ 1.031. La alimentacion también tuvo un efecto en el nimero de la progenie
emergida (Wald X? = 164.94, p = 0.0001) y total (Wald X* = 145.54, p = 0.0001), ya que hubo
mas progenie cuando se proporciond alimento (progenie emergida, 27.45 + 0.401; progenie total
28.91 + 0.450) que cuando no (progenie emergida, 17.31 + 0.625; progenie total 19.04 + 0.657).
En Pantitlan y Estanzuela, cuando se proporcion6 alimento la progenie emergida tuvo un
promedio de 26.31 + 0.468 individuos y 28.60 + 0.597, respectivamente; en cambio, sin alimento
la progenie tuvo un promedio de 20.34 + 0.614 y 14.28 + 0.817 individuos. Para la progenie total,
se encontr6 que con alimento, ésta fue mayor con 27.20 = 0501 y 30.62 + 0.628,

respectivamente, mientras que sin alimento fue menor 22.14 + 0.659 y 15.94 + 0.867.

No se encontrd que el porcentaje de supervivencia de la progenie (proporciéon de niumero
de adultos emergidos entre el nimero total de huevos colocados por la hembra progenitora)
difiriera significativamente entre tratamientos (Wald X? = 0.00068, p = 0.97920). En todos los
tratamientos se encontrd que aproximadamente un 11 % de la progenie no se desarroll6 hasta la
etapa adulta (porcentaje de supervivencia). Tampoco se encontré que la proporcién sexual de la
progenie difiriera significativamente entre tratamientos (entre las hembras con o sin alimento o
entre localidades) (Wald X? = 0.00031, p = 0.98598), aunque los valores encontrados estan

ligeramente sesgados a hembras (Cuadro 2).
4.4.6. Sexo

Los machos (5.18 + 0.11) duran tres dias mas con vida que las hembras (2.10 = 0.11)

(Wald X? = 342.94, p = 0.0000). Se encontré que el sexo tiene un efecto sobre la localidad. En
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ambas localidades los machos tienen mayor longevidad (Pantitlan, 5.48 + 0.09; Estanzuela, 4.86

+ 0.22) que las hembras (Pantitlan, 1.56 + 0.053; Estanzuela, 2.64 = 0.21) y los machos de

Pantitlan son un dia méas longevos que los machos de Estanzuela.

Cuadro 2. Progenie (nimero de hijos), porcentaje de supervivencia (No. de progenie emergida /

progenie total) y proporcion sexual de la progenie de hembras de Pantitlan, Morelos y

Estanzuela, Veracruz (cada tratamiento N = 35 parejas).

Hembras copuladas

Localidad Progenie Progenie total % Proporcion
emergida (machosy | supervivencia | sexual de la
(machos y hembras) progenie (%
hembras) (Wald X? = de hembras)
(Wald X? = 39.482,
34.752,
p <0.0001)
p <0.0001)
Pantitlan Sinalimento |20.34+0.61 |22.14+0.66 |0.92+0.00 0.55+0.01
Con alimento | 26.31+0.47 |27.20+0.50 |0.97+£0.01 0.58 £ 0.00
Estanzuela Sin alimento 1428 +0.81 | 15.94+0.87 |0.89 +0.02 0.54 +0.03
Con alimento | 28.60 + 0.60 | 30.63+0.63 |0.93+0.00 0.57 £0.00
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4.5. Discusion

Los resultados de este trabajo muestran que la alimentacion, la presencia de hospederos y
el sexo de los individuos de U. espinae tuvieron una relacion significativa con la longevidad y
progenie de la avispa. Los individuos con alimento vivieron significativamente mas (1.5 veces
mas) que aquellos individuos que no tuvieron acceso al alimento. La alimentacion también tuvo
un efecto positivo y significativo en el nimero de la progenie emergida y total, las hembras de U.
espinae que tuvieron acceso a la miel tuvieron una fecundidad 1.7 veces mayor que aquellas que
no tuvieron acceso al alimento. La alimentacion es un factor importante que incrementa tanto la
longevidad como la progenie de los parasitoides himenopteros (Leatemia et al. 1995, Heimpel et
al. 1997, Gurr & Nicol 2000, Kalyebi et al. 2005, Sood & Pajni 2006, Eliopoulos 2007, Bernstein
& Jervis 2008, Luo et al. 2010, Lessard & Boivin 2013, Hegazi et al. 2013, Segoli & Rosenheim
2013).

En el campo, los parasitoides obtienen gran parte de su energia de los carbohidratos del
néctar de las flores, nectarios extraflorales y las excretas azucaradas de algunas especies de
insectos, principalmente de hemipteros (Heimpel et al. 1997, Wackers 2004, Luo et al. 2010). Se
ha visto que la miel de abeja es un buen substituto del alimento que los parasitoides pueden
obtener del campo. Por ejemplo, Sood & Pajni (2006) encontraron que el acceso a miel puede
aumentar de 2.4 a 2.5 veces la longevidad y 1.5 veces la fecundidad de una especie de Uscana
(U. mukerjii), un resultado comparable al encontrado en este trabajo en donde se encontrd que la
miel incremento 1.5 veces la longevidad y 1.7 veces la fecundidad de U. espinae.

La presencia de hospederos también tuvo un efecto significativo en la longevidad de la

avispa, aunque la diferencia se debio principalmente al efecto de este factor sobre las hembras.
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Los machos sin hospederos tuvieron una longevidad promedio de 5.45 dias y con hospederos su
longevidad promedio fue de 4.90, sin embargo las diferencias no fueron significativas. Para el
caso de las hembras sin hospederos, éstas vivieron un promedio de 2.93 dias, mientras que
aquellas con hospederos vivieron un promedio de 1.28 dias, tres veces menos que los machos, y
la diferencia en longevidad entre las hembras con y sin hospederos si fue significativa. El efecto
de la presencia de hospederos en la longevidad de las hembras es notable ya que éstas colocan sus
huevos en ellos y mueren inmediatamente, aun con la presencia de alimento; en cambio, cuando
no tienen hospederos las hembras duran de tres a seis dias mas en promedio dependiendo de si se
alimentan o no. La reduccion en la longevidad de las hembras parasitoides cuando hay
hospederos presentes ha sido reportada previamente (Matsumoto 1974, Hohmann & Luck 2004,
Eliopoulos et al. 2005, Carbone et al. 2008) y la explicacion que se ha dado ha sido que existe un
compromiso entre la reproduccion y la sobrevivencia (Papaj 2000, Carbone et al. 2008). Al no
haber hospederos presentes, las hembras son capaces de reasignar nutrientes de sus huevos (e.g.,
lipidos) a sus tejidos somaticos (Papaj 2000, Carbone et al. 2008).

Se encontrd que los machos y hembras de U. espinae difieren significativamente en su
longevidad, los machos viven tres dias mas (un promedio 5.18 dias) que las hembras (un
promedio 2.10 dias) y en ambas localidades los machos tuvieron una mayor longevidad que las
hembras. La diferencia en la longevidad de machos y hembras pudo deberse en parte a que la
maduracion de génadas es mas costosa en hembras que en machos ya que la ovogénesis requiere
de mas nutrientes que la espermatogénesis (Jervis et al. 2008) y las hembras de U. espinae no
emergen como adultos con todas sus gonadas maduras. En un futuro seria interesante estudiar por

qué difiere la longevidad de machos y hembras en U. espinae, ya que la mayoria de los trabajos
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se han enfocado en conocer las causas de la variacion en la longevidad de las hembras y no la de
los machos.

En este trabajo se encontrd que la longevidad y fecundidad de U. espinae aumentan
cuando los individuos tienen acceso al alimento. Debido a que la longevidad y fecundidad de los
adultos son factores importantes en la dindmica de poblaciones de los parasitoides e influyen en
su efectividad para encontrar y parasitar hospederos, resulta importante que en los sistemas de
control bioldgico se considere a la alimentacion de los adultos como un aspecto importante para
incrementar su eficacia (Heimpel et al. 1997; Eliopoulos et al. 2005; Eliopoulus 2007). En
particular, un aumento en la longevidad de los parasitoides puede incrementar su eficacia en
condiciones en las que los hospederos se encuentren en bajas densidades, ya que los parasitoides

dispondran de mayor tiempo de vida para localizar a los hospederos (Matsumoto 1974).
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5. DISCUSION GENERAL

La basqueda de un agente bioldgico para el control de A. obtectus y Z. subfasciatus en
frijol almacenado ha conducido al hallazgo de un endoparasitoide, U. espinae, que parasita
huevos de gorgojos en varias localidades del centro de México. Todos los especimenes de
Uscana colectados en Morelos, en Pantitlan (PA) y Tepoztlan (TE), en Puebla, en Rio
Ahuehueyo (RA) y en Veracruz, en Estanzuela (ES) y dos sitios en el Campanario (CA 1y CA 1)
pertenecen a la misma especie con una distribucidn en el centro de México. Esta especie es un
nuevo registro para México, con nuevos hospederos y plantas hospederas. Uscana espinae se
habia registrado de Chile y Uruguay atacando los huevos de los bruquidos Pseudopachymerina
spinipes (Er.), Scutobruchus ceranoborus (Fil) y Stator furcatus en Acacia caven (Molina)
Molina y Prosopis chilensis (Molina) Stuntz (Pintureau et al. 1999, Rojas-Rousse 2006). Aqui se
identifican cuatro nuevos hospederos (Acanthoscelides obtectus, A. obvelatus, A. oblongoguttatus
y Mimosestes humeralis). La especie de parasitoide fue identificada con base en su morfologia,

utilizando caracteres diagndsticos de las especies, y no se detectd ninguna especie criptica.

La técnica de cddigo de barras con el marcador molecular COI se utilizé para detectar la
presencia de especies cripticas en las distintas localidades muestreadas. Segun Herbert et al.
(2004) y Waugh (2007), si la variacion intra — poblacion es < 2 %, la variacién puede
considerarse intraespecifica. La variacion registrada en las seis poblaciones consideradas fue
menor del 1 % de los 531 pares de bases del gen COI analizadas, conduciendo a la conclusién de
gue no hay especies cripticas. Entre los tres haplotipos identificados sobre la base del gen
mitocondrial COI, dos (haplotipos 2 y 3) fueron encontrados en Pantitlan (PA), sobre la misma

planta hospedera, P. vulgaris. El haplotipo 3 se encontré en individuos de tres ubicaciones, Rio
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Ahuehueyo (RA), Tepoztlan (TE), y ElI Campanario (CA II), mientras que el haplotipo 2
unicamente estaba presente en Estanzuela (ES). Esto sugiere que los haplotipos 2 y 3 representan
dos morfos de la misma especie. El haplotipo 1, mas diferenciado, solo estaba presente en la
ubicacion CA I, donde se colectaron los individuos dentro de huevos de A. oblongoguttatus en
vainas de Acacia sphaerocephala. El aislamiento reproductivo no se encontrd entre individuos de
PA y ES, con una compatibilidad reproductiva del 85 % para un solo par y 88 — 92 % para la
cruza en grupo, por tanto, no fue menor al 75 % indicado por Stouthamer et al. (2000) para
discriminar especies. Sin embargo, cierta variabilidad se observo en las poblaciones en términos

de nimero y de la proporcién de sexo de la progenie.

El uso de agentes de control bioldgico nativos es indispensable para mitigar la densidad
del gorgojo comun del frijol. Se necesita realizar una investigacion filogeogréafica en toda la zona
de distribucion geografica de U. espinae con el fin de confirmar su estado nativo o haber sido
introducido en México (por ejemplo, Alvarez et al. 2005), ya que la especie s6lo se conocia de
Chile y Uruguay. Su distribucion se ha ampliado para incluir a los estados mexicanos de
Morelos, Puebla y Veracruz. La posible extensa area de distribucién concuerda con la extensa
distribucion de otras especies de Uscana al sur y este de Europa, U. olgae y U. senex (Fursov
1987, 1995), en el centro de Africa, U. caryedoni y U. lariophaga (Viggiani 1986, Huis van
1990, Alebbek 1996 a, b), en la India, U. mukerjii (Mani 1935, Chaterjii 1953, Pajni & Singh
1973) y en el Nuevo Mundo con U. semifumipennis (Girault 1911, Doutt & Viggiani 1968, Pinto

2006).

Para poder aumentar la eficacia de un agente de control bioldgico es necesario conocer su

biologia reproductiva, particularmente aquellos factores que influyen en su longevidad y
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reproduccion (Jervis et al. 1996). Algunos de los factores abioticos y bidticos que pueden limitar
la longevidad (mortalidad) y el potencial de oviposicion (fecundidad, proporcion sexual de la
progenie) de un parasitoide, son la edad del hospedero, la edad de la hembra progenitora, el
tamano de los adultos, la alimentacién y el acceso a suficientes hospederos (Wackers 2004, Luo

et al. 2010), los cuales fueron estudiados en este trabajo.

Los resultados obtenidos de los individuos provenientes de Pantitlan, Morelos y
Estanzuela, Veracruz muestran que las hembras prefieren los huevos de A. obtectus més jovenes,
aungue no los recién puestos y que a partir de las 72 horas la preferencia empieza a disminuir
conforme aumente la edad del hospedero como ocurre en otras especies (Delobel 1989, Jervis et
al. 2012). La proporcion sexual de la progenie parece no haber sido afectada con la edad del
hospedero, este mismo patron lo encontré Huis et al. (1991b) para otra especie de Uscana, U.
lariophaga. Es probable que las hembras de U. espinae estén seleccionando hospederos de
edades entre uno y tres dias debido a que estas edades representan las edades dptimas para que
una hembra cologque méas huevos, lo cual probablemente se deba a que la calidad de los

hospederos son adecuados para un desarrollo normal de la progenie.

Los resultados también muestran que la edad de la avispa progenitora (las hembras de U.
espinae) esta relacionada con su fecundidad (el total de huevos colocados), asi como el nimero
de adultos que emergen de los huevos parasitados. Al inicio y en las edades posteriores a las 72
horas de la hembra progenitora disminuye el niamero de huevos ovipositados, probablemente
debido a que primero la hembra no tiene toda su carga de huevos maduros y en las edades
posteriores, a que ya no tiene espermatozoides viables para la fertilizacién o los hospederos ya

estan muy maduros (Jervis et al. 2001, Jervis et al. 2012). El patron encontrado en la oviposicion
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de U. espinae es de una “U” invertida y ha sido reportada en otras especies de Uscana, en U.
mukerjii, U. lariophaga y U. caryedoni (Kapila & Agrawal 1995, Delobel 1989, Huis van
1991b). En el caso de la proporcidn sexual de la progenie, ésta no se ve afectada por la edad de la
hembra progenitora, y el sesgo siempre fue a hembra, aunque en las edades tardias el sesgo

cambia a machos.

No se encontro relacion entre el tamafio de la hembra y el nimero de su progenie como ya
Jervis & Ferns (2011) lo confirman para todos los parasitoides, a pesar de que el tamafio de los
individuos entre las dos poblaciones varia, son mas pequefios en Pantitlan que en Estanzuela.

Hembras pequefias pueden tener muchos hijos al igual que hembras grandes.

Se encontro6 que la alimentacion, la presencia de hospederos y el sexo de los individuos de
U. espinae tuvieron una relacion significativa con la longevidad y progenie de la avispa. Los
individuos con alimento vivieron significativamente mas que aquellos individuos que no tuvieron
acceso al alimento. La alimentacion también tuvo un efecto positivo y significativo en el nimero
de la progenie emergida y total. La alimentacion es un factor importante que incrementa tanto la
longevidad como la progenie de los parasitoides himendpteros (Leatemia et al. 1995, Heimpel et
al. 1997, Gurr & Nicol 2000, Kalyebi et al. 2005, Sood & Pajni 2006, Eliopoulos 2007, Bernstein
& Jervis 2008, Luo et al. 2010, Lessard & Boivin 2013, Hegazi et al. 2013, Segoli & Rosenheim
2013). Se ha visto que la miel es un buen substituto del alimento que los parasitoides pueden
obtener del campo del néctar de las flores, nectarios extraflorales y las excretas azucaradas de
algunas especies de insectos, principalmente de hemipteros (Heimpel et al. 1997, Luo et al.

2010).
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La presencia de hospederos tuvo un efecto significativo en la longevidad de la avispa,
aunque la diferencia se debid principalmente al efecto de este factor sobre las hembras. Se
encontré que la longevidad de las hembras de U. espinae con hospederos fue significativamente
menor que la longevidad de las hembras sin hospederos. La reduccion en la longevidad de las
hembras parasitoides cuando hay hospederos presentes ha sido reportada previamente y la
explicacion que se ha dado ha sido que existe un compromiso entre la reproduccién y la
sobrevivencia (Papaj 2000, Carbone et al. 2008). Al no haber hospederos presentes, las hembras
son capaces de reasignar nutrientes de sus huevos (e.g., lipidos) a sus tejidos somaticos (Papaj
2000, Carbone et al. 2008).

Los resultados de este trabajo que muestran que el alimento tuvo un efecto positivo y
significativo sobre la longevidad y fecundidad de U. espinae, éste puede ser utilizado en un
sistema de control bioldgico para incrementar su eficacia (Heimpel et al. 1997; Eliopoulos et al.
2005; Eliopoulus 2007). En particular, un aumento en la longevidad de los parasitoides puede
incrementar su eficacia en condiciones en las que los hospederos se encuentren en bajas
densidades, ya que los parasitoides dispondran de mayor tiempo de vida para localizar a los

hospederos (Matsumoto 1974).
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6. CONCLUSIONES GENERALES

En esta investigacion se encontrd que en seis poblaciones del centro de México existe una
sola especie de tricograméatido, Uscana espinae Pintureau y Gerding, atacando los huevos de las
poblaciones de los gorgojos. Esta especie es un nuevo registro para el pais y hasta hoy solo se
conoce en los estados de Morelos, Puebla y Veracruz. Ademas, la colecta de esta especie de
parasitoide provee de nuevos registros sobre sus hospederos y plantas hospederas, ya que se
reportan cuatro hospederos nuevos (Acanthoscelides obtectus, A. obvelatus, A. oblongotattus y
M. humeralis) y tres plantas hospederos nuevas (Phaseolus vulgaris, Acacia pennatula y A.

sphaerocephala).

No se encontraron especies cripticas en Uscana por medio de caracteres morfologicos,

andlisis genotipicos (COIl) y cruzas intra e inter—poblacionales.

La edad Optima de los hospederos (huevos de A. obtectus) para la oviposicion de U.

espinae en las poblaciones de Pantitlan, Morelos y Estanzuela, Veracruz fue de 24 a 72 horas.

Los tres primeros dias después de la emergencia, fue la edad 6ptima de la hembra de
Uscana espinae para oviponer su progenie en su hospedero (huevos de A. obtectus) en ambas

poblaciones estudiadas.

La alimentacidn, la presencia de hospederos y el sexo de los individuos de U. espinae
tuvieron una relacion significativa con la longevidad y progenie de la avispa. Los individuos con
alimento vivieron significativamente mas que aquellos individuos que no tuvieron acceso al
alimento y las hembras con alimento produjeron mayor nimero de progenie emergida y total. Las

hembras sin hospederos tuvieron una mayor longevidad que aquellas con hospederos, mientras

94



que la longevidad de los machos sin hospederos no difirié significativamente de la longevidad de
los machos con hospederos. Por Gltimo, los machos vivieron significativamente mas que las

hembras.
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