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Interaccién Lema daturaphila (Chrysomelidae)- parasitoides sobre Datura
stramonium (Solanaceae)

“Instead of asking of what use nuclear genes are to organisms,

we should ask why genes chose to group themselves together in a nuclei,
and in organisms”

Richard Dawkins.

“Alli estaba la luna. Enfrente de ellos. Una luna grande

y colorada que les llenaba de luz los o0jos y que estiraba y
oscurecia mds su sombra sobre la tierra”

Juan Rulfo.

“;Qué como me siento? Bueno, no tengo palabras. Me siento,
me siento...como la primavera después del invierno, y el sol
sobre el follaje; jY como todas las trompetas y las arpas

y todas las canciones que he escuchado en mi vida!”
J.R.R. Tolkien
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RESUMEN

Los enemigos naturales de los herbivoros pueden modificar el resultado de la “carrera
armamentista” coevolutiva entre plantas y herbivoros. Para determinar este potencial es necesario
evaluar en qué medida los enemigos (especies y abundancia), afectan a las poblaciones de
herbivoros a nivel local y regional. En la interaccion entre Datura stramonium y sus herbivoros, se
ha estudiado ampliamente la variacion en la resistencia y los caracteres que confieren defensa a la
planta contra sus enemigos. Los herbivoros especialistas, Epitrix parvula y Lema daturaphila,
ejercen seleccion sobre la defensa y a su vez muestran resistencia a las defensas de la planta. Sin
embargo, se desconoce hasta ahora el efecto de los enemigos naturales (e. g. parasitoides) sobre la
sobrevivencia de L. daturaphila, si afectan su abundancia en distintas poblaciones y si existe una
relacion entre los tres niveles tréficos. En esta investigacion se evalu6 la incidencia e infestacion
de parasitoides sobre L. daturaphila en once poblaciones de D. stramonium del centro de México.
Mediante colectas de huevos y larvas se determiné el porcentaje de parasitoides a nivel poblacional
y se identifico a nivel taxondmico a los parasitoides. Los resultados indican variacion poblacional
en la infestacion de huevos y larvas de L. daturaphila, sin relacién significativa con variables
ambientales. Al parecer, el parasitismo en huevos afecta la probabilidad de parasitismo de las
larvas. Las larvas de L. daturaphila despliegan un mecanismo defensivo ante los parasitoides,
elevando la cabeza y liberando una secrecidén oscura. Se realizé un andlisis quimico de las
secreciones orales de L. daturaphila y se determin6 que contienen alcaloides de D. stramonium,
indicando un posible secuestro o excrecion. Las especies determinadas son nuevos registros para
México o para el hospedero. En conjunto, este trabajo se constituye como una introduccién en el
estudio de la interaccién tritrofica Datura stramonium- Lema daturaphila- parasitoides, pues sienta
las bases para estudiar desde otra perspectiva los factores que intervienen en la relacion planta-

herbivoro y que han contribuido a la existencia de variacion geografica.
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INTRODUCCION

La complejidad de las relaciones troficas determina en gran medida la diversidad de flora y fauna
del planeta (Corcket et al., 2017). Debido a que las plantas y los insectos herbivoros que las
consumen representan mas de la mitad de las especies descritas, ha sido de gran interés estudiar los
factores que intervienen en esta relacion bitrofica (Futuyma y Agrawal, 2009). Uno de los temas
centrales en dicha interaccidn antagonista, es la evolucion de diferentes mecanismos de defensa y

contra-defensa por parte de los dos niveles tréficos (Pashalidou et al., 2013).

Para afectar negativamente el desempefio de los herbivoros, en las plantas se ha favorecido
la evolucidn de atributos de resistencia directa. Por ejemplo, desde la deposicién de huevos por el
herbivoro, las plantas pueden inducir la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
sustancias ovicidas o el crecimiento de tejido vegetal que producen intoxicacion, desecacion,
aplastamiento y muerte de los huevos de los insectos (Hilker y Fatouros, 2015). También, las
plantas pueden emitir compuestos volatiles toxicos conocidos como HIPVs (herbivore-induced
plant volatiles) que reducen el dafio por las larvas y adultos de los herbivoros. Estos compuestos
ademas de eliminar a los herbivoros pueden funcionar como mecanismos de defensa indirecta, al
atraer a los enemigos naturales de los insectos (Alborn et al., 1997; Fatouros et al., 2012; Bittner
etal., 2017; Turlings y Erb, 2018).

Por su parte, los insectos herbivoros pueden evitar o contrarrestar las defensas de las plantas
hasta el grado de volverlas mas vulnerables a subsecuentes ataques (Hilker y Fatouros, 2015). Por
ejemplo, en el escarabajo de la papa (Leptinotarsa decemlineata) las bacterias presentes en sus
secreciones orales “confunden” a las plantas con un ataque microbiano (Chung et al., 2013). De
igual forma, algunas orugas incrementan su consumo al evadir los compuestos toxicos de la planta
mediante la sobreproduccién de enzimas que los degradan. E incluso, existen insectos que pueden
manipular a las plantas para la formacién de estructuras que les beneficien, como las agallas
(Karban y Agrawal, 2002). Asi los herbivoros pueden tomar ventaja de las defensas de las plantas
para usarlas a su favor, principalmente en el caso de la defensa de los herbivoros especialistas
(Ehrlich y Raven, 1964). Finalmente, en esta “carrera armamentista” entre plantas y herbivoros,

los enemigos naturales de los herbivoros han sido incorporados, pues no sélo plantas y herbivoros
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tienen un impacto selectivo sobre los enemigos naturales, sino que los enemigos naturales pueden

ejercer presiones selectivas reciprocas en la tradicional interaccion bitréfica (Ode, 2006).

Enemigos naturales: parasitoides

El ataque por enemigos naturales representa la causa mas frecuente de mortalidad en insectos
herbivoros (Hawkins et al., 1997). Aunque los enemigos naturales incluyen desde neméatodos hasta
virus, los parasitoides son los agentes de mortalidad mas comunes, principalmente en los estados

de larva y pupa (Hawkins et al., 1997).

Un parasitoide es un insecto que en sus estadios inmaduros se alimenta del cuerpo de otro
artrépodo y finalmente lo mata. Se considera que funcionan como parasitos, ya que requieren al
huésped para madurar, y como depredadores, ya que finalmente matan al hospedero (Godfray,
1994). Los parasitoides representan cerca del 10% de los insectos descritos, pero debido a que
pertenecen a grupos pobremente conocidos, se estima que abarcan del 20 al 25% del total de los
insectos (Mills, 2009). Pertenecen principalmente a los 6rdenes Hymenoptera, con 45 familias y

Diptera, la mayoria de la familia Tachinidae (Colazza y Wajnberg, 2013).

Los parasitoides se clasifican por su estilo de vida en idiobiontes o koinobiontes. Los
primeros paralizan el desarrollo de su hospedero desde que lo ovipositan y, de esta forma, la larva
tiene un recurso estatico del cual se alimenta. En contraste, los koinobiontes permiten al hospedero
continuar su desarrollo y alimentacion después de la oviposicion y, finalmente, lo matan en un
estadio posterior. También, segun sus habitos, los parasitoides se pueden clasificar en
ectoparasitoides o endoparasitoides dependiendo de si se alimentan fuera o dentro del hospedero,
respectivamente, ademas de que pueden ser solitarios o gregarios segun la cantidad de individuos

que se desarrollan dentro de un solo organismo (Mills, 2009).

Las hembras parasitoides hacen uso de diferentes habilidades para potenciar y facilitar la
busqueda durante la seleccion de hospederos. Generalmente estos procesos estan mediados por
semioquimicos, sustancias que funcionan como sefiales entre distintos organismos y eventualmente
modifican su comportamiento (Hare y Weseloh, 2009). De igual forma, pueden incluir claves

visuales como tamafio, color, textura y movimiento del hospedero. Con la captacion de estas
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sefiales a partir de diferentes receptores tactiles y quimiosensoriales, los parasitoides pueden
adoptar estrategias directas o indirectas para su oviposicion. Las primeras son mas comunes en
himendpteros, donde el parasitoide deposita los huevos directamente sobre o dentro del hospedero,
mientras que las segundas son caracteristicas de taquinidos, donde la hembra oviposita cerca de €l
(Dindo y Nakamura, 2018).

Interaccion tritrofica planta-herbivoro-parasitoide

En los ultimos afios se ha remarcado el papel que tienen los enemigos naturales en la evoluciéon y
especializacion de los niveles tréficos inferiores. Por ejemplo, la depredacién juega un rol
importante debido a su capacidad para regular las poblaciones de herbivoros (Hairston et al., 1960)
y a la vez, los rasgos de los niveles inferiores determinan en muchos casos el éxito de los
depredadores. De tal manera que las fuerzas top-down son evidentes cuando se altera, por ejemplo,
la cantidad de enemigos naturales de los herbivoros y por tanto, se regulan las poblaciones de los
niveles troficos inferiores. Por otro lado, las fuerzas bottom-up son evidentes cuando se habla de la
heterogeneidad en la composicién quimica o la calidad de las plantas para sus depredadores y esto
tiene un efecto en el desarrollo de los herbivoros y a su vez, en el desarrollo de los enemigos

naturales de los herbivoros (Wilkinson y Sherratt, 2016).

Es asi que los atributos de las plantas determinan la composicion de las poblaciones y
comunidades de herbivoros y a su vez, la heterogeneidad entre los herbivoros puede determinar la
densidad, diversidad y distribucion de sus enemigos naturales (Hunter y Price, 1992). ComUnmente
se han evaluado los efectos directos entre los niveles tréficos adyacentes, pero el potencial quimico
de la planta puede tener efectos directos e indirectos sobre el tercer nivel trofico y especialmente
sobre las interacciones entre los herbivoros y sus enemigos naturales (Ode, 2006). Una pregunta
que ha surgido en este contexto es: ;qué es lo que conduce a la especializacion por ciertas plantas
o0 ciertos hospederos en los insectos? (Bernays y Graham, 1988). Se sabe que la mayoria de los
insectos herbivoros son especificos a uno o pocos géneros de ciertas familias de plantas (Bernays
y Graham, 1988). En respuesta a esta especializacion, una de las propuestas mas populares
considera que los insectos herbivoros se benefician de los compuestos tdxicos de la planta para su

propia defensa (Bernays y Graham, 1988; Termonia et al., 2001).
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Debido a que el nimero de parasitoides que pueden atacar a las especies de herbivoros varia
enormemente (desde 1 hasta 20 especies de parasitoides por hospedero), los herbivoros dependen
en gran medida del uso de estrategias morfolégicas, fisiologicas y conductuales que sirven como
defensa contra la bdsqueda, el ataque o el desarrollo de los parasitoides (Gross, 1993). Se han
documentado casos en los que los herbivoros pueden beneficiarse ampliamente de los recursos que

obtienen de sus plantas hospederas, como son los metabolitos secundarios.

Por ejemplo, cuando diversos insectos herbivoros son molestados por enemigos naturales,
se ha observado que los herbivoros regurgitan sus contenidos estomacales (Grant, 2006). Estas
secreciones orales son mezclas complejas de enzimas digestivas, secreciones salivales y plantas
parcialmente digeridas. De esta forma, los insectos herbivoros secuestran los metabolitos
secundarios de sus plantas hospederas para después emplearlos durante su propia defensa a traves
de la regurgitacion (Sword, 2001). También se ha encontrado que la eficiencia de defensa de las
secreciones orales puede radicar en su capacidad como surfactantes, es decir, en la habilidad que
tienen para penetrar la cuticula hidrofébica de sus depredadores, sin importar el tipo de dieta del

que se alimenten (Rostas y Blassmann, 2008).

Sin embargo, las secreciones orales pueden tener una segunda funcién al fungir como
elicitores, pues mientras los insectos se alimentan, estas secreciones proveen sefiales quimicas que
activan respuestas defensivas en la planta (Maischak et al., 2007). Asi, se puede inducir la
liberacion de volatiles como terpenos y terpenoides que son atractivos para los parasitoides, incluso
en areas no dafiadas de la planta (Turlings et al.,1993). Asimismo, se ha demostrado que las
secreciones orales son las causantes de estos volatiles, pues en condiciones de dafio artificial, se

liberan sélo en cantidades minasculas (Turlings et al., 1991).

Variacion geografica en interacciones tritroficas

En una interaccion tritréfica todos los niveles estan intimamente relacionados, de tal forma que el
sistema puede evolucionar o coevolucionar en respuesta a las presiones selectivas que se producen
por los efectos bottom-up y top-down (Ode, 2006). Sin embargo, es posible que las diferencias

ambientales también moldeen los caracteres involucrados en las interacciones interespecificas y,
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por tanto, tal como postula el mosaico geografico de la coevolucion, pueden existir diferencias

ambientales que promuevan variacion inter-poblacional en dicha interaccién (Thompson, 2005).

Debido a la heterogeneidad ambiental, a medida que las especies coevolucionan, sus
poblaciones pueden co-adaptarse, divergir e incluso especiar o extinguirse, por lo que el cambio
evolutivo en esta interaccion no ocurre con la misma direccién y/o intensidad en todas las
poblaciones. En algunas localidades la interaccion puede ser altamente reciproca (hotspots) y estar
embebidas en una amplia matriz de coldspots coevolutivos, donde la reciprocidad es mas débil
(Thompson, 2005).

De esta forma, la variacién en los rasgos dentro de una interaccion tritréfica no sélo depende
de las caracteristicas particulares de cada nivel trofico, sino que puede ser influenciada por las
condiciones abidticas a lo largo de su distribucién geografica. Como evidencia, se ha observado en
muchos estudios que los rasgos de las especies que interactlan (tamafio, densidad, longitud) son
moldeados por diferentes presiones selectivas a nivel poblacional (Craig et al., 2007). En estos
casos, la heterogeneidad del paisaje (gradientes latitudinales, topografia, vegetacion) promueve
presiones selectivas distintas incluso entre distancias geogréaficas cortas y a su vez, esto genera
patrones entre los niveles troficos, modificando, por ejemplo, la presencia y/o abundancia de las
especies que los conforman (Connahs et al., 2009; Moreira et al., 2015).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El presente estudio evalla la importancia de los parasitoides en la interaccion tréfica entre
Datura stramonium-Lema daturaphila. En este sistema se ha demostrado variacion geografica en
los patrones de seleccion de los rasgos defensivos de D. stramonium contra herbivoros generalistas
y especialistas. Como parte de esta variacion las poblaciones muestran diferentes niveles de
densidad de tricomas foliares y concentracion de tropano alcaloides. Ademas, en ésta ultima
caracteristica se ha observado variabilidad en funcion del tipo de herbivoros que la consumen, pues
el alcaloide més toxico (escopolamina) es mas efectivo contra los herbivoros que son generalistas
(Castillo et al., 2014).
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Ademas, esta variacion se asocia con los dafios ocasionados por herbivoros. Por ejemplo,
las poblaciones que exhiben alto dafio foliar también muestran altas densidades de tricomas
(Castillo et al., 2013). No obstante, los herbivoros especialistas también muestran un alto grado de
resistencia contra las defensas de la planta, lo que sugiere que estan adaptados a su consumo
(Castillo et al., 2013) y que, las fuerzas bottom-up y top-down estan moldeando esta interaccion.
Por ultimo, la variacion geogréfica también se ve reflejada en la composicion de herbivoros y en
la cantidad de tricomas y concentracion de alcaloides con relacion a factores ambientales como

temperatura, humedad y precipitacion (Castillo, 2010).

A pesar de que en multiples ocasiones se ha reportado la presencia de parasitoides atacando
a los herbivoros Lema daturaphila y Trichobaris soror en Datura stramonium (Cabrales, 1991;
Hernandez-Cumplido, 2006; Garrido, 2004; Llamas, 2010), el conocimiento que se tiene sobre
éstos y sobre la interaccion entre los tres niveles troficos es practicamente nulo. Por ejemplo, no se
conocen a las especies parasitoides ni se sabe qué etapa del herbivoro parasitan y qué tipo de
parasitoides son. Ya que los enemigos naturales pueden moldear los rasgos defensivos y
preferencias alimenticias de los herbivoros, asi como la defensa de las plantas y su distribucion, es
muy importante la inclusion del estudio de un tercer nivel trofico para tener un panorama mas
completo sobre el conocimiento de la evolucion de la interaccion planta-herbivoro. Tal es el caso
de los herbivoros especialistas como Lema daturaphila. Ademas, debido a que la relaciéon que
mantiene con su planta hospedera es uno de los sistemas mejor estudiados, se puede indagar sobre
otros aspectos en la evolucion de esta interaccion. Por ejemplo, en las defensas que despliega L.
daturaphila contra sus enemigos podria existir la clave de su especializacion por el género Datura,
tal como se menciond con el caso de las secreciones orales de los herbivoros. Por tanto, este trabajo
pretende sentar las bases sobre el conocimiento de los parasitoides de Lema daturaphila sobre

Datura stramonium.

HIPOTESIS

Debido a la existencia de variacion geografica en los caracteres defensivos de D. stramonium y en
el tipo y abundancia de herbivoros especialistas y generalistas que la consumen, se puede predecir
que también exista variabilidad inter-poblacional en la presencia y abundancia de parasitoides

sobre L. daturaphila. Se espera que la incidencia de parasitoidismo se relacione positivamente con
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la abundancia del herbivoro y las defensas de D. stramonium a nivel geogréafico. Por altimo, se
espera encontrar una posible relacidn entre los tres niveles troficos a partir de las secreciones orales

de L. daturaphila.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la abundancia y diversidad de parasitoides que atacan a los distintos estados de Lema
daturaphila (Coleoptera: Chrysomelidae), herbivoro especialista trofico de Datura stramonium, en
distintas poblaciones del herbivoro en el centro de México, asi como la posible existencia de una

relacion entre los tres niveles troficos.

Objetivos particulares
1. Determinar las especies de parasitoides que atacan a Lema daturaphila, el tipo de
parasitoides y el estadio del herbivoro que atacan.
2. Determinar la abundancia de parasitoides para conocer la posible existencia de variacion
geografica en la incidencia de parasitoidismo.
3. Analizar la composicion quimica de las secreciones orales de las larvas de Lema

daturaphila, para elucidar su funcion en la interaccion tritrofica.
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METODOS
Sistema de estudio
Datura stramonium L. (Solanaceae)

Es una hierba anual robusta, de verano, ampliamente distribuida en México, donde se le conoce
comunmente como “toloache”. Se distribuye principalmente en regiones de clima templado,
aunque también puede encontrarse en localidades con clima tropical (Castillo et al., 2013). Es
practicamente cosmopolita debido a su dispersion por humanos e incluso en algunas regiones se le
considera una maleza (Weaver y Warwick, 1984). Se caracteriza por ser una planta de ramificacion
dicotémica, tener propagacion por semillas y producir metabolitos secundarios como alcaloides y
flavonoides (NUfez-Farfan, 1991). En México, D. stramonium ocupa lugares marginales en zonas
de cultivo, orillas de caminos y sitios donde se removio la vegetacion natural. Sus poblaciones son

pequefias, en parches y constantes a traves del tiempo (Obs. pers.).

Esta especie es consumida por diversos insectos folivoros que en ocasiones pueden
consumir hasta el 100% del area foliar de la planta, como los especialistas troficos Lema
daturaphila y Epitrix parvula (Coleoptera: Chrysomelidae) y el generalista Sphenarium
purpurascens (Orthoptera: Pyrgomorphidae). Ademas, Trichobaris soror (Coleoptera:
Curculionidae), es un depredador de semillas pre-dispersién especializado en Datura (Cabrales,
1991) (Figura 1). Las tres especies de coledpteros, al ser especialistas en la planta, pasan gran parte

de su vida asociados a D. stramonium.

Figura 1. Datura stramonium y sus principales depredadores: (a). Lema daturaphila, (b). Trichobaris
soror, (c). Epitrix parvula, (d). Sphenarium purpurascens.
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Lema daturaphila Kogan y Goeden (Coleoptera: Chrysomelidae)

Este crisomélido, anteriormente reconocido como Lema trilineata daturaphila (Riley et al., 2013),
es el principal herbivoro de Datura stramonium, pues puede producir defoliaciones de hasta el
100% debido a la conducta gregaria de las larvas (Nufiez-Farfan y Dirzo, 1994). Con excepcion de
la pupa, todos sus estadios se desarrollan sobre la planta (Garrido, 2004) (Figura 2). Ovipositan en
el envés de las hojas y sus puestas contienen entre 15 y 30 huevos ovoides, de alrededor de 1 mm
y de color amarillo brillante; estan cubiertos de una sustancia pegajosay se oscurecen gradualmente

hasta el momento de la eclosion (Omer-Cooper y Miles, 1951).

Presentan cuatro estadios larvales con caracteristicas muy similares. El cuarto estadio larval
detiene su alimentacion y desciende de la planta, luego se internade 2 a 4 cm en el suelo y construye
un capullo a partir de un liquido que secreta por la boca y que se endurece al contacto con el aire.
Dicha estructura puede tener particulas de suelo que incrementan su rigidez. Sin embargo, en
condiciones de laboratorio L. daturaphila es capaz de pupar sin la formacion del capullo (Kogan y
Goeden, 1970). Finalmente, emerge el adulto que regresa a alimentarse, aparearse y ovipositar
sobre la planta (Garrido, 2004).

Las larvas de L. daturaphila presentan un comportamiento muy peculiar. Mientras forrajean
y principalmente cuando son perturbadas, emiten una secrecion oral de color café verdoso (obs.
pers.). Debido a que excretan esta sustancia siempre que algo se posa sobre su cuerpo, suponemos

que se trata de una estrategia defensiva contra sus depredadores.

Figura 2. Lema daturaphila, herbivoro especialista de Datura stramonium.
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Parasitoides

Omer-Cooper y Miles (1951) reportaron la presencia de una mosca taquinido que ataca el segundo
estadio larval de L. daturaphila, provocando el 75% de mortalidad de larvas en cultivos de grosella
en Estados Unidos. En plantas de D. stramonium, Cabrales (1991) también detectd la presencia de
un diptero que oviposita sobre las larvas de L. trilineata. Finalmente, Hernandez-Cumplido (2006)
reporta la presencia de dos endoparasitoides que atacan el mismo estado del coledptero sobre D.
stramonium, una avispa perteneciente a la familia Ichneumonidae y una mosca de la familia
Tachinidae. Estos registros se hicieron en la regiéon del Pedregal, Ciudad de México y en el
municipio de Tlaxiaca, Hidalgo. Debido a que los parasitoides s6lo se determinaron a nivel de

familia, el conocimiento que se tiene es muy general y no hay informacion sobre su biologia.

Area de estudio

En total se estudiaron once poblaciones de D. stramonium del centro de México, principalmente a
lo largo del Eje Neovolcanico Transversal, la cuenca del rio Balsas y la altiplanicie mexicana
(Figura 3, Cuadro 1). Estas localidades se seleccionaron debido a que en estudios previos se
documentd la presencia tanto del herbivoro (L. daturaphila) como del parasitoide (Andraca, 2009;
Hernandez-Cumplido, 2006).

Simbologia
1. Pedregal
2. Teotihuacan
3. Toluca
4, Tlaxiaca
5. Valsequillo
6. Texcoco
7. Tzintzuntzan
8. Bernal
9. Requena
10. Dolores
11. San Martin

Figura 3. Poblaciones muestreadas de Datura stramonium. En rojo, las poblaciones que se muestrearon
en afos consecutivos y en azul, las poblaciones que se muestrearon sélo el segundo afio.
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Colecta de material

A finales del mes de agosto y hasta inicios del mes de octubre de 2018, se colectaron aleatoriamente
30 puestas de huevecillos, asi como larvas de L. daturaphila en plantas de D. stramonium de cada
poblacién; cuando no habia suficientes organismos, se colectaron todos los que estuvieran
disponibles. Estos fueron transportados al laboratorio donde continuaron su desarrollo bajo
condiciones controladas (22°C, fotoperiodo 12:12 h). Las puestas se separaron individualmente en
cajas Petri con papel himedo. Como se desconocia en qué etapa emergian los parasitoides, una vez
que emergieron las larvas, se colocaron de 3 a 5 individuos en recipientes de plastico de 500 mL
cubiertos en la parte superior con una tapa transparente que permitia el paso del aire. En cada vaso
se coloco una hoja de D. stramonium cuyo peciolo se envolvié en un algodén humedo. Esta hoja
se sustituyo cada tercer dia hasta el final del ciclo de vida del herbivoro. EI mismo procedimiento
se siguid con las larvas colectadas. En caso de que emergieran parasitoides, éstos fueron guardados
en recipientes de 2 mL con alcohol al 70%, para su posterior identificacion. Previamente se registro
el nimero de huevecillos de cada puesta y la cantidad de larvas y parasitoides que emergieron, para
determinar la incidencia parasitoidismo por poblacién. Asimismo, se registr6 la fecha de
emergencia de estos ultimos. Para las larvas se registro el namero de individuos que llegaron a

adultos y la cantidad de parasitoides por poblacion.

Cuadro 1. Ubicacién geografica y caracteristicas climaticas de las poblaciones muestreadas de D.
stramonium. ((P) Precipitacién anual, (T) Temperatura media anual. Sistema Meteorol6gico Nacional,

2019).

Poblacién Coordenadas Altitud  P(mm) T°C
Pedregal, Ciudad de México 19°18'36"N, 99°11'24"0 2256 816.9 175
Teotihuacéan, Estado de México 19°40'48"N, 98°49'48"0O 2306 616.6 15.9
Toluca, Estado de México 19° 7'48"N, 99°27'0"O 2630 828.9 12.9
Tlaxiaca, Hidalgo 20° 6'36"N, 98°53'24"0O 2300 403.2 15.3
Valsequillo, Puebla 18°54'36"N, 98° 6'36"O 2200 668.3 16.2
Texcoco, Estado de México 19°30'0"N, 98°54'0"O 2250 508.3 15.6
Tzintzuntzan, Michoacéan 19°37'48"N, 101°34'12"0O 2200 669.7 16.4
Pefia de Bernal, Querétaro 20°43'48"N, 99°55'48"0 2061 465.5 17.3
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Requena, Hidalgo 19°55'12"N, 99°19'48"0O 2123 642.5 16.7
Dolores, Querétaro 20°21'4.63"N, 100°6'19.32"0 1937 616.5 18.5

San Martin, Puebla 19°16'13.6"N, 98°25'40.5"0 2265 760.6 15.6

Debido a que el nimero de organismos colectados fue desigual entre las poblaciones y en
algunos casos poco representativo (Cuadro 2), se realiz6 un segundo periodo de colecta que abarco
de inicios de agosto hasta septiembre de 2019. Los individuos fueron manipulados bajo las mismas
condiciones del afio anterior. Ademas, se agregaron dos nuevas poblaciones al muestreo: Dolores

Cuadrilla de Enmedio, Querétaro y San Martin Texmelucan, Puebla.

Identificacion de especies de parasitoides

Los organismos que emergieron se separaron inicialmente por morfoespecies. La identificacion de
los parasitoides se realizd con base en caracteres morfoldgicos con ayuda de las claves de
Fernandez y Sharkey (2006), Wood (1987), Broad (2012) y Hansson (2002), a nivel de familia y
posteriormente a nivel de género y en caso de ser posible, a nivel de especie. Los ejemplares se
revisaron con ayuda de un microscopio estereoscopico LEICA® MZ125. Las fotografias digitales
SEM se obtuvieron con un microscopio HITACHI ® SU1510.

Colecta y analisis de secreciones orales

Con las puestas no parasitadas de la poblacion de Bernal, Querétaro (colectadas en el 2018), se
continué el desarrollo de las larvas de L. daturaphila. Se les alimentd con hojas de D. stramonium
y se mantuvieron bajo las mismas condiciones de fotoperiodo y humedad. Las secreciones orales
se obtuvieron al apretar ligeramente a la larva en cualquier parte de su cuerpo, lo que causé una
regurgitacion inmediata. Con ayuda de una micropipeta se colectaron entre 1 y 2 pLL de secrecion
oral de cada larva. Posteriormente se guardd de manera conjunta la secrecion de 3 a 4 larvas en

tubos Eppendorf de 200 pL. En seguida fueron almacenados a -20°C para su posterior manejo.

La composicion quimica de las secreciones se analiz6 con cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), con base en los métodos descritos por Alborn et al. (1997) y De-la-Cruz et al.

(en revision). Inicialmente se realiz6 una primera centrifugacion de las secreciones orales a 12,000
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rpm por 30 min, con el fin de eliminar los restos de la planta y demas sélidos que pudieran existir.
Luego, se centrifugd el sobrenadante bajo las mismas condiciones. Finalmente, el sobrenadante

recuperado se filtro en una membrana esterilizada de 0.22 pum.

La muestra obtenida se resuspendio en 100 pL de MeOH. Debido a que adquiri6 una
apariencia turbia, la emulsién se centrifug6 a 12,000 rpm por 2 min, posteriormente se recupero el
sobrenadante y se resuspendio con 500 uL de MeOH. Esto altimo se centrifugd bajo las mismas

condiciones y se juntd el sobrenadante. Al final se obtuvieron dos tubos con 1.2 mL cada uno.

Las separaciones cromatograficas se realizaron en una columna de HPLC Agilent
ZORBAX. Para ello se utilizd una fase movil dividida en dos partes, la primera con 1% de &cido
férmico en agua y la segunda con 1% de acido formico en metanol. Las muestras fueron analizadas
durante 20 min a una temperatura de 50°C. Para la identificacion de los compuestos se utilizaron
los datos proporcionados por el cromatograma, es decir, el tiempo de retencién y la férmula

molecular.

Variables ambientales

A partir de las Normales Climatoldgicas del Sistema Meteorologico Nacional, se obtuvieron los
valores de temperatura, precipitacion media anual y altitud de cada localidad (Sistema
Meteoroldgico Nacional, 2019). Ademas, se obtuvieron los valores mensuales de precipitacién y
temperatura para cada localidad en el periodo de julio a octubre de 2018 y julio a septiembre de
2019 (CONAGUA, 2019). Todos estos datos se utilizaron para determinar la existencia de una

relacion entre los niveles de parasitoidismo y las variables ambientales fisicas de cada localidad.

Anélisis estadisticos

Con el objetivo de cumplir el supuesto de las pruebas paramétricas, cuando fue necesario se
transformo el nimero de huevos por puesta de L. daturaphila y la cantidad de avispas parasitoides
que emergieron de los huevos, a su raiz cuadrada (Norman y Streiner, 2008). Los analisis
estadisticos se realizaron con JMP version 10 (SAS, 2012). A excepcion del analisis de regresion
lineal sobre el parasitoidismo en larvas, en el resto de las pruebas los datos se analizaron

separadamente para ambos afios de colecta.
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Variacion poblacional en la infestacion de puestas

Con el fin de evaluar diferencias en la incidencia de puestas parasitadas por poblacion, se realizo
una prueba de X? con las variables poblacion y estado de la puesta (parasitada y no parasitada).
Asimismo, para evaluar si la cantidad de huevos por puesta diferia entre poblaciones se realizé un
andlisis de varianza (ANOVA), utilizando el término poblacién como factor predictivo.
Posteriormente se realiz6 una prueba de Tukey-Kramer (p >0.05) para conocer qué poblaciones

diferian significativamente.

Para determinar si la relacion entre nimero de huevos por puesta y nimero de avispas
parasitoides emergidas de cada puesta diferia entre poblaciones, se realizé un analisis de covarianza
(ANCOVA). Se incluyeron los términos nimero de huevos (covariable), poblacion y su interaccion
como factores predictivos y el nimero de avispas como variable de respuesta. Un efecto
significativo entre la interaccion nimero de huevos y poblacion indicaria que la relacion de la
cantidad de huevos y cantidad de avispas difiere entre poblaciones. Para este analisis se excluyeron
las poblaciones donde no emergieron parasitoides de huevos. Posteriormente se realiz6 una prueba
de Tukey-Kramer (p >0.05) para conocer qué poblaciones diferian significativamente. Con cada
poblacidn se realizd una regresion con las variables nimero de huevos y nimero de avispas por

puesta para determinar y visualizar el sentido e intensidad de su relacion.

Variacion poblacional en la infestacién de larvas

Para evaluar diferencias en la incidencia de parasitismo de larvas por poblacion, se realiz6 una
prueba de X? con las variables poblacion y estado de la larva (parasitada, no parasitada). Asimismo,
se realiz6 una regresion con las variables nimero de larvas y nimero de parasitoides de larva para

determinar la existencia de una relacion entre éstas.

Influencia de los factores ambientales sobre la incidencia de L. daturaphila y parasitoidismo

Mediante correlaciones de Pearson se determind la existencia de relaciones entre el nimero de
huevos, larvas y la cantidad de parasitoides y las caracteristicas ambientales de temperatura,

precipitacion y altitud por poblacion.
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De igual forma, se realizaron correlaciones de Pearson para determinar la asociacion que

existe entre los parasitoides de huevo y los parasitoides de larva y viceversa.

RESULTADOS

De un total de 13 poblaciones de Datura stramonium analizadas, s6lo en once se detectd a L.
daturaphila (Fig. 1). En las poblaciones de Zirahuén, Michoacan, no se encontrd al herbivoro
especialista. Durante el periodo de agosto a octubre de 2018 se colectaron un total de 195 puestas
y 197 larvas de L. daturaphila. Para el periodo de agosto a septiembre de 2019 se colect6 un total
de 411 puestas y 838 larvas. Se encontraron en total 6 especies de parasitoides pertenecientes a los

6rdenes Diptera e Hymenoptera, todos se caracterizan por ser endoparasitoides solitarios.

Identificacién de las especies parasitoides

La fase de huevo de L. daturaphila fue parasitada por una avispa idiobionte de 1 mm de longitud
(Figura 4). Esta especie fue identificada como Emersonella lemae, una avispa perteneciente a la
familia Eulophidae, de la superfamilia Chalcidoidea. Los organismos de esta especie se
caracterizan por presentar flagelémeros cortos en ambos sexos, ojos desnudos, dorso toracico
convexo, pronoto reducido, mesoscutum y escutelo con reticulaciones marcadas y coxas de color
negro metélico (Hansson, 2002). Ademas, presentan un marcado dimorfismo sexual en el
metasoma, pues en las hembras tiene una forma redondeada mientras que en los machos se aprecia

una forma mas o menos hexagonal (Figura 4e, f).

La oviposicion sucede poco después de que la hembra del crisomélido deposita sus huevos, ya que
se encontraron en huevos amarillos recién puestos algunas manchas verdes que contrastaban con
la coloracion normal (Figura 5b) y de los cuales emergieron avispas. Normalmente, durante el
desarrollo de la larva del escarabajo los huevos se obscurecen, pero se mantienen transparentes. Si
en lugar de esto se desarrolla un parasitoide, los huevos se tornan opacos y de un color dorado
(Figura 5c). Finalmente, si emerge el crisomeélido, la larva rompe el huevo por la mitad o
longitudinalmente. Por el contrario, la avispa adulta forma un agujero con sus mandibulas,
generalmente en la parte superior del huevo (que ahora es una pupa de avispa). La eclosién del
escarabajo ocurre normalmente 5 dias desde la puesta, tiempo que se extiende hasta poco mas de

un mes si los huevos estan parasitados.

25



»» " 100um

._\‘
:ZCC.urnl
i

\

DRI )

SU1510 10.0kV 19.4mm 3320 SE "100um SU1510 10.0kV 14.3mm X270 SE

Figura 4. Emersonella lemae, parasitoide de huevos de Lema daturaphila. Se caracteriza por presentar
coxas negras (a); 0jos desnudos (b); un pronoto reducido (c) y carenas marcadas (d). Por el gaster o
metasoma se puede distinguir a hembra (e) y macho (f).
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Figura 5. Parasitoidismo en los huevos de Lema daturaphila. Emersonella lemae ovipositando los huevos
(a), Manchas verdes en huevos parasitados (b), Apariencia de una puesta parasitada (c), Avispas
emergiendo de las pupas (d).

En el estado larval del herbivoro se encontraron tres especies de moscas koinobiontes de la familia
Tachinidae, que emergen posteriormente en el estado de pupa de L. daturaphila. En campo se les
observa rodeando y posandose sobre las larvas (obs. pers., Figura 6a), lo cual provoca que éstas
ultimas excreten una burbuja de secrecion oral de color café verdoso. Una vez que L. daturaphila
esta lista para pupar, baja de la planta y se entierra en el suelo donde forma un capullo, aunque
puede pupar sin la formacion de éste. En el laboratorio, ya sea fuera o dentro del capullo, las larvas
parasitadas detuvieron su transicion hacia la siguiente fase y fue evidente el parasitoidismo, pues
se formaron pupas de moscas con variaciones de color, siendo los mas evidentes el café-rojizo y el

café-anaranjado, a través de la cual se podia ver a la mosca en desarrollo (Figura 6b, c).
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Figura 6. Mosca parasitoide y larva de Lema daturaphila (a), pupa de mosca aun dentro del exoesqueleto
de la larva (b) y pupa de mosca en un capullo de L. daturaphila (c).

Las moscas pertenecen a los géneros Patelloa sp., Winthemia sp, Heliodorus sp. y Pseudochaeta
sp. El género Patelloa pertenece a la subfamilia Exoristinae y a la tribu Goniini. Se caracteriza por
presentar ojos ligeramente sedosos, katepimeron desnudo o con méaximo tres o cuatro pelos en la
parte anterior y una cresta facial con una fila de sedas largas y erectas en los dos tercios inferiores
(Figura 7a). El género Winthemia forma parte de la subfamilia Exoristinae y de la tribu
Winthemiini. Se caracteriza por tener ojos densamente sedosos, parafacial con sedas en la mitad
superior, pelos inclinados en los terguitos abdominales tres y cuatro y un katepisternum raramente
con mas de dos sedas (Wood, 1987) (Figura 7b).
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Heliodorus también pertenece a la subfamilia Exoristinae, a la tribu Eryciini. Se caracteriza por
tener un katepisternum con tres sedas formando un tridngulo y porque todos sus terguitos
abdominales son de un color gris pruiniscente (Figura 7c). Por Gltimo, Pseudochaeta corresponde
a la misma subfamilia y a la tribu Goniini. Presenta sedas ocelares pequefias o ausentes, frente con
dos 0 mas pelos reclinados que surgen claramente fuera de la primera fila y una cresta facial con

sedas gruesas en la mitad inferior (Wood, 1987) (Figura 7d).

Figura 7. Moscas taquinidos parasitoides de Lema daturaphila. Patelloa sp. (a), Winthemia sp. (b),
Heliodorus sp. (c) y Pseudochaeta sp. (d). Imégenes de Fleming, A. J. y Hernderson, S., obtenidas de
Tachinidae Resources (2017).

Unicamente en la poblacion del Pedregal se encontré una avispa parasitoide atacando el estado
larval de L. daturaphila, perteneciente a la familia Ichneumonidae (Figura 8). La identificacion a

nivel de subfamilia sigue en proceso.
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Figura 8. Parasitoide Ichneumonidae de larvas de D. stramonium.

En las poblaciones de Toluca y Tlaxiaca, hubo algunos casos donde en lugar de la mosca que salia
de la pupa, emergieron avispas hiperparasitoides. Esta avispa fue identificada como parte del
género Mesochorus sp., de la subfamilia Mesochorinae correspondiente a la familia
Ichneumonidae. Este género se caracteriza porque todos los individuos son hiperparasitoides de
braconidos, taquinidos y otros ichneumonidos. Morfoldgicamente, se distinguen porque presentan

una areola rombica en el ala posterior y alas anteriores con la abscisa de Cu ausente (Figura 9).

Figura 9. Hiperparasitoide Mesochorus sp., emergiendo de una pupa (a) y vista lateral del adulto (b).
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Variacion poblacional en la infestacidn de puestas

En todas las poblaciones se encontrd al menos un parasitoide asociado a alguno de los dos estadios

del crisomélido.

Cuadro 2. Numero de organismos de Lema daturaphila colectados por poblacion.

Bernal 17 207 38 729 50 51
Pedregal 30 648 40 878 5 90
Requena 18 227 50 890 26 14
Teotihuacan 25 516 48 1061 7 152
Texcoco 32 610 55 1170 3 153
Tlaxiaca 19 452 37 658 72 130
Toluca 10 212 35 603 31 75
Tzintzuntzan 12 226 30 1018 0 21
Valsequillo 32 554 36 635 3 10
Dolores - - 34 732 - 77
San Martin - - 8 109 - 65
TOTAL 195 3,652 411 8,483 197 838

De un total de 195 puestas colectadas durante el 2018, s6lo 90 presentaron parasitoidismo. Hubo
diferencias significativas en los valores de infestacion entre poblaciones (X?= 77.65, g.l.= 8, p=
<0.0001). En cuanto a éstas, las localidades con mayor porcentaje de puestas infestadas fueron:
Tzintzuntzan, con el 91.7%; Valsequillo, con 84.4%; Requena con 83.3% y Texcoco, con el 53.1%.

En las poblaciones de Teotihuacan y Toluca no se encontraron parasitoides en 2018 (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de puestas parasitadas por poblacién durante el 2018. El ancho de las barras es
indicativo de la cantidad de puestas colectadas por localidad.

Para el 2019, de un total de 411 puestas, 212 se encontraron parasitadas. Hubo diferencias
significativas en el porcentaje de parasitoidismo a nivel poblacional (X?>= 288.608, g.l.= 10, p=
<0.0001). En este afio, las poblaciones con mayor porcentaje de puestas parasitadas fueron
Pedregal, Tzintzuntzan y Valsequillo con el 100%, seguidas de Requena y Texcoco con el 96% y
el 76.4%, respectivamente. En las poblaciones de Bernal y Teotihuacan no se encontraron

parasitoides en las puestas y a diferencia del afio pasado, en Toluca el 8.6% presentd parasitoidismo
(Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de puestas parasitadas por poblacion durante el 2019. El ancho de las barras es
indicativo de la cantidad de puestas colectadas.

El nimero de huevos por puesta muestra una gran varianza dentro y entre poblaciones. En el 2018,
la poblacion con mayor nimero de huevos por puesta de L. daturaphila (x £ D.E.) fue Tlaxiaca
con 23.78 = 12.03, con un coeficiente de variacion de 50.58%; seguida del Pedregal con 21.6 +
8.61 y un coeficiente de variacion de 39.87%. La poblacion de Bernal tuvo el menor nimero de
huevos por puesta con 12.17 + 6.58 y un coeficiente de variacion de 54.10% (Figura 12, Cuadro
3a). Para el 2019, fue Tzintzuntzan la poblacién con mayor nimero de huevos por puesta (X £
D.E.) con 33.93 + 9.35 y un coeficiente de variacion de 27.55%. Le sigui6 Teotihuacan con 22.10
+8.29 y un C.V. de 37.53% y finalmente, fue San Martin la poblacién con la menor cantidad de

huevos por puesta, con 13.62 + 11.04 y un coeficiente de variacion de 81.06% (Figura 12, Cuadro
3b).
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Figura 12. Promedios poblacionales del nimero de huevos por puesta + error estandar, para ambos afios.

Cuadro 3. Estadisticos descriptivos de la cantidad de huevos por puesta de L. daturaphila a nivel
poblacional: a. 2018 y b. 2019.

a. Poblacion X s? Rango CV (%)
Bernal 12.17 43.40 3-25 54.10
Pedregal 21.6 74.17 11-48 39.87
Requena 12.61 44.83 4-25 53.09
Teotihuacan 20.64 57.49 9-36 36.73
Texcoco 19.06 57.02 7-33 39.61
Tlaxiaca 23.78 144.84 11-60 50.58
Toluca 21.2 73.73 10-33 40.50
Tzintzuntzan 18.83 137.96 2-38 62.36
Valsequillo 17.31 56.80 4-33 43.53
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b. Poblacion X s Rango CV (%)
Bernal 19.18 55.55 5-38 38.85
Pedregal 21.95 53.89 12-39 33.44
Requena 17.8 57.46 6-42 42.58
Teotihuacan 22.10 68.81 8-46 37.53
Texcoco 21.27 50.23 9-41 e bl
Tlaxiaca 17.78 68.84 6-37 46.65
Toluca 17.22 43.71 6-30 38.37
Tzintzuntzan 33.93 87.44 18-54 27.55
Valsequillo 17.63 49.66 7-41 39.95
Dolores 21.52 55.83 6-34 34.70
San Martin 13.62 121.98 2-37 81.06

El andlisis de varianza detectd diferencias significativas en el nimero de huevos por puesta por
poblaciéon durante 2018 (F= 4.82, p= <0.0001) y 2019 (F=11.23, p= <0.0001) (Cuadro 4).
Finalmente, la prueba de Tukey-Kramer arrojé que las poblaciones de Tlaxiaca, Pedregal y

Teotihuacan fueron significativamente diferentes durante el 2018; mientras que en el 2019 la

poblacién de Tzintzuntzan fue significativamente diferente al resto de las poblaciones (Cuadro 5).

Cuadro 4. Variacién poblacional en la cantidad de huevos por puesta, resultados del analisis de varianza
considerando a la poblacion como fuente de variacion. a. 2018 y b. 2019.

a. Fuente de variacion  g. | S.C. C.M. F p r?
Poblacién 8 36.25159 4.53145 4.8206 <.0001* 0.17
Error 186 174.8440 0.94002

C. Total 194 211.09564

b. Fuente de variaciéon  g. . S.C. C.M. F p r?
Poblacion 10 83.47122 8.34712 11.2331 <.0001* 0.21
Error 400 297.23278 0.74308

C. Total 410 380.70400
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Cuadro 5. Poblaciones que difieren en cuanto al nimero de huevos por puesta. Resultados de la prueba de
Tukey-Kramer, las medias con diferente letra son significativamente diferentes.

2018 2019
Poblacion X Poblacion X
Bernal C 12.17 Bernal BC 19.18
Pedregal A 21.6 Pedregal B 21.95
Requena BC 12.61 Requena BC 17.8
Teotihuacan A 20.64 Teotihuacan B 22.10
Texcoco AB 19.06 Texcoco B 21.27
Tlaxiaca A 23.78 Tlaxiaca BC 17.78
Toluca ABC 21.2 Toluca BC 17.22
Tzintzuntzan ABC 18.83 Tzintzuntzan A 33.93
Valsequillo ABC 17.31 Valsequillo BC 17.63
Dolores B 21.52
San Martin C 13.62

En cuanto a la cantidad de parasitoides que emergieron, segun la cantidad de huevos por puesta,
para el 2018 las poblaciones con mayor porcentaje de mortalidad por parasitoides fueron
Tzintzuntzan con 67.25%, Requena con 61.67% y Valsequillo con 49.45%. En Toluca y
Teotihuacan no se encontraron parasitoides en huevo. Estos resultados contrastan con los valores
de puestas infectadas. Por ejemplo, aunque Bernal tuvo el menor porcentaje de puestas infectadas
(17.6%), presentd un mayor porcentaje de mortalidad por parasitoides (13.52%), que la poblacion
de Tlaxiaca. Esta Gltima tuvo un 36.8% de puestas infectadas, pero el porcentaje de parasitoides
que emergieron respecto al total de huevos de la poblacion fue de 10.61% (Figura 10 y 13). En las
poblaciones de Requena y Tzintzuntzan no emergieron larvas de L. daturaphila, el resto de los

huevos murieron sin eclosionar o fueron infectados por hongos.
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Figura 13. Porcentajes de huevos de L. daturaphila, de los cuales emergieron parasitoides y larvas por
poblacién, afio 2018.

Para el 2019, segun la cantidad de parasitoides que emergieron en funcion del nimero de huevos
por puesta, las poblaciones con mayor porcentaje de mortalidad por parasitoidismo fueron Pedregal
y Requena con 96.81% y 93.03%, respectivamente. De igual forma, aunque Tlaxiaca tuvo un
mayor porcentaje de puestas infectadas (18.9%), tuvo un menor porcentaje de parasitoides
emergidos (4.55%) en comparacion con Toluca. En esta Ultima, el 8.6% de puestas estaban
infectadas y emergio el 9.45% de parasitoides respecto al total de huevos. En Dolores y San Martin,
las poblaciones que se afiadieron este afio, se obtuvieron valores de parasitoidismo del 34.42% y

22.01%, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de huevos de L. daturaphila de los cuales emergieron parasitoides y larvas durante

el 2019.

El anélisis de covarianza del nimero de parasitoides emergidos indicé un efecto dependiente del

numero de huevos durante el 2018. De igual forma, hubo diferencias significativas en la cantidad

de parasitoides por puesta entre poblaciones. No se detecté un efecto dependiente del nimero de

huevos a través de su interaccién con la poblacion (Cuadro 6).

Cuadro 6. Analisis de covarianza del nimero de parasitoides entre poblaciones de Datura stramonium,
utilizando como covariable el nimero de huevos por puesta, afio 2018.

a. Fuente de variacion  g. I S.C. F p r
No. Huevos 1 22.045105 14.11 0.0002* 0.32
Poblacion 6 71.450006 7.6254 <.0001*
Poblacion x No. Huevos 6 17.431934 1.8604  0.0915

Error 146 228.00327

Total 159 334.58496

Para el 2019, el analisis de covarianza indicd diferencias significativas en la cantidad de

parasitoides por puesta entre poblaciones y una relacion positiva entre el namero de huevos y el

numero de parasitoides, ademas la magnitud de esta relacién fue diferente entre las poblaciones

(interaccion poblacion* namero de huevos; Cuadro 7).
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Cuadro 7. Analisis de covarianza del nimero de parasitoides entre poblaciones de Datura stramonium,

utilizando como covariable el nimero de huevos por puesta, afio 2019.

a. Fuente de variacion  g. l. S.C. F p r

No. Huevos 1 78.85781  66.88 <.0001* 0.6948
Poblacion 8 430.39580 50.93 <.0001*
Poblacion x No. Huevos 8 46.21141  4.899 <.0001*

Error 307 361.9330

Total 159 1185.8865

La prueba de Tukey-Kramer indic6 que durante el 2018, las poblaciones de Requenay Valsequillo

fueron significativamente diferentes al resto en cuanto al nimero de avispas emergidas por puesta.

Para el 2019, no hubo diferencias significativas entre Pedregal y Requena y entre Tzintzuntzan y

Valsequillo, a su vez, estas se diferenciaron significativamente del resto (Cuadro 8).

Cuadro 8. Poblaciones que difieren en cuanto al nimero de avispas por puesta. Resultados de la prueba
de Tukey-Kramer, las medias con diferente letra son significativamente diferentes.

2018 2019
Poblacion X Poblacion X
Bernal C 1.64 Bernal - -
Pedregal C 4 Pedregal A 21.25
Requena AB 7.77 Requena A 16.56
Texcoco BC 5.53 Texcoco B 15.01
Tlaxiaca C 2.52 Tlaxiaca D 0.81
Toluca - - Toluca D 1.62
Tzintzuntzan A 12.66 Tzintzuntzan AB 29.8
Valsequillo AB 8.56 Valsequillo AB 15.25
Dolores C 7.41
San Martin CD 3

El analisis de regresion para cada poblacién indicé que durante 2018 s6lo en dos poblaciones se

encontrd una relacion significativa entre el nimero de huevos y la cantidad de avispas por puesta.
Tanto en Requena (R?= 0.45, p= 0.0021) como en Tzintzuntzan (R?>= 0.36, p=0.0362) hubo una
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relacion positiva entre ambas variables, mientras que en el Pedregal la relacion fue marginalmente

significativa. Y solo en Tlaxiaca se encontr6 una relacion negativa, aunque no significativa (Figura

15).
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Figura 15. Andlisis de regresion independiente por poblacion para el afio 2018: Requena (A),
Tzintzuntzan (B), Pedregal (C), Tlaxiaca (D). S6lo se muestran las relaciones significativas o
marginalmente significativas y en el caso de Tlaxiaca, porque hubo una relacion negativa.

Para los datos del 2019, el andlisis de regresion por poblacion indico que en Pedregal (R?= 0.96,
p= <0.0001), Requena (R?= 0.55, p= <0.0001), Texcoco (R?= 0.21, p= <0.0003), Tzintzuntzan
(R?= 0.76, p= <0.0001) y Valsequillo (R?>= 0.39, p= <0.0001) se encontr6 una relacion positiva
significativa entre el nimero de huevos y la cantidad de avispas y puestas. De igual forma, se

encontrd una relacion negativa en la poblacién de Tlaxiaca (Figura 16).
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Figura 16. Analisis de regresion por poblacion para el afio 2019: Pedregal (A), Requena (B), Texcoco
(C), Tzintzuntzan (D), Valsequillo (E) y Tlaxiaca (F).

Variacion poblacional en la infestacién de larvas

En el 2018 no se encontraron individuos de L. daturaphila en estado larval en la poblacion de

Tzintzuntzan, Michoacan. En el resto de las poblaciones hubo presencia de moscas parasitoides a

excepcion del Pedregal. Hubo diferencias significativas en los valores de infestacion por poblacién
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(X?=21.66, g.1.= 7, p= <0.0058). Las poblaciones con mayor porcentaje de parasitoidismo respecto
al total de larvas colectadas, fueron Texcoco y Valsequillo, con 66.6% cada una. No obstante, estos
resultados estuvieron sesgados debido a que el nimero de larvas colectadas en dichas poblaciones
fue muy bajo (Cuadro 2, Figura 18). Tlaxiaca fue la poblacion con mayor cantidad de parasitoides
emergidos (28 individuos) con 38.9%. En seguida se encuentra Toluca, con un 35.5% (11

individuos).
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Figura 17. Porcentaje de parasitoidismo en el estado larval de Lema daturaphila a nivel poblacional. El
ancho de las barras es indicativo del tamafio de la muestra.

Durante el muestreo de 2019 se encontraron muy pocos individuos de L. daturaphila en estado
larval en las poblaciones de Requena, Valsequillo y Tzintzuntzan. Sin embargo, ain los pocos
individuos colectados presentaron parasitoidismo. Se encontraron diferencias significativas en los
valores de infestacion por poblacion (X?=194.235, g.l.= 10, p= <0.0001). Tlaxiaca, Texcoco y
Teotihuacan fueron las poblaciones con mayor porcentaje de larvas parasitadas con 66.2%, 60.1%
y 48%, respectivamente. Las poblaciones con el menor porcentaje de parasitoides respecto al total
colectado fueron Pedregal con 2.22% y Toluca con 2.67%. En Valsequillo, aungue se colect6 la
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menor cantidad de individuos, el 60% presentd parasitoidismo (Figura 19). Por ultimo, es
importante mencionar que sélo en Pedregal no se encontraron taquinidos, sino avispas parasitoides

de la familia Ichneumonidae.

Figura 18. Porcentaje de parasitoidismo en el estado larval de Lema daturaphila, a nivel poblacional
durante el 2019. El ancho de las barras es indicativo de la cantidad de individuos analizados.
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Se encontro una relacion positiva significativa entre el nimero de larvas colectadas y el nimero de

parasitoides emergidos en las poblaciones en ambos afios (R?= 0.74, p= 0.0001) (Figura 20).
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Figura 19. Analisis de regresion entre el nimero de larvas y parasitoides para ambos afios: 2018 (gris) y
2019 (naranja). Los puntos son indicativos de cada poblacian.

Solo en Toluca y Tlaxiaca se detecto la presencia de hiperparasitoides de taquinidos del género
Mesochorus sp. En el 2018, el nimero de individuos fue el mismo para ambas poblaciones.
Respecto al total de moscas que emergieron, el porcentaje de hiperparasitoides fue mayor en
Toluca, con un 36.36%, mientras que para Tlaxiaca se obtuvo un valor de 14.28%. En el 2019 en
Tlaxiaca emergio el 8.13% de Mesochorus sp. respecto al total de parasitoides taquinidos que

emergieron (Figura 21).
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Figura 20. Porcentaje de hiperparasitoides que emergieron del total de parasitoides en las localidades de
Tlaxiaca y Toluca durante el 2018 y 20109.

Las correlaciones entre la cantidad de huevos, larvas y parasitoides con respecto a las variables
ambientales no resultaron significativas en ningin afio. Sin embargo, probablemente esto dependa
de la cantidad de poblaciones muestreadas y tal vez un incremento en el nimero de poblaciones
confirme estos resultados (Cuadro 8). Para ambos afios se obtuvo una correlacion negativa entre el
numero de parasitoides de huevo y el nimero de larvas, asi como en el nimero de parasitoides de

larvas y el nimero de huevos, pero fueron valores no significativos (Cuadro 8ay b).

Cuadro 9. Resultados de la correlacién con las variables ambientales y entre individuos en diferentes
afios, 2018 (A) y 2019 (B).

a.Variable 1 Variable 2 Correlacion p

No. huevos Temperatura -0.5171 0.1540
No. larvas Precipitacion -0.6271 0.0707
No. larvas Temperatura 0.4112 0.2715
No. parasitoides huevo Precipitacion 0.2201 0.5693
No. parasitoides huevo Altitud -0.4134 0.2688
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No. parasitoides larva Precipitacion -0.3940 0.2940
No. parasitoides larva Altitud 0.2982 0.4357
No. parasitoides huevo No. larvas -0.5401 0.1334
No. parasitoides larva No. parasitoides huevo  -0.4344 0.2427
No. parasitoides larva No. huevos -0.1381 0.7232
b. Variable 1 Variable 2 Correlacion p

No. huevos Temperatura 0.0015 0.9965
No. larvas Precipitacion -0.3154 0.3448
No. larvas Temperatura -0.1950 0.5657
No. parasitoides huevo Precipitacion -0.0396 0.9079
No. parasitoides huevo Altitud -0.2046 0.5462
No. parasitoides larva Precipitacion -0.1381 0.6854
No. parasitoides larva Altitud 0.1372 0.6876
No. parasitoides huevo No. larvas -0.2948 0.3788
No. parasitoides larva No. parasitoides huevo ~ 0.3253 0.3290
No. parasitoides larva No. huevos -0.1381 0.7232

Analisis de las secreciones orales

Se identificaron tropano alcaloides en las secreciones orales de L. daturaphila. A partir del tiempo

de retencidn se lograron determinar cuatro substancias (Cuadro 9).

Cuadro 10. Tropano alcaloides identificados en las secreciones orales de L. daturaphila. RT= Tiempo de
retencion, m/z= masa/carga, MS= Referencia de la espectrometria de masas.

Alcaloide Formula RT (min) m/z MS Ref.

3-tigloyloxy-6-hydroxytropano  Ci3H21NO3 10.1 240.1549  Witte et al., 1987
Apoatropina C17H21NO2 10.4 272.1641  Witte et al., 1987
Atropina Ci7H23NO3z 8.7 290.1751 Witte et al., 1987
Escopolamina C17H21NO4 15 304.1543  Witte et al., 1987
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DISCUSION
Este trabajo da una contribucion al conocimiento de los parasitoides que atacan a L. daturaphila

herbivoro de D. stramonium.

Identificacién de las especies parasitoides

La mayoria de los endoparasitoides que se determinaron, son nuevos reportes para el hospedero o
para México. En el caso de los parasitoides de huevo, Emersonella lemae es una especie cuyo
primer registro y descripcion fue hecha por Girault (1916) y Chittenden (1924). Estos autores
describen a E. lemae atacando los huevos de L. daturaphila en la region de Washington, D.C.,
mientras el crisomélido se alimentaba de plantas de D. stramonium. Describen que las avispas
infestan los huevos inmediatamente después de la oviposicion, lo que se refleja en la baja densidad
de larvas y adultos, similar a lo que se observé en la poblacion de Pedregal durante el 2019. Estas
observaciones subrayan el potencial papel de los parasitoides como reguladores de las poblaciones

de herbivoros.

El género Emersonella se distribuye s6lo en América, principalmente en la region
Neotropical, se trata de especies que parasitan huevos de la familia Chrysomelidae. Hansson (2002)
ha reportado la presencia de E. lemae en Colombia y Costa Rica. Sin embargo, esta especie es una
de las dos del género Emersonella que también se han reportado en la region Neértica (Alvarenga
et al., 2015), principalmente en los Estados Unidos. Para México se trata de un nuevo registro
(Natural History Museum, 2019). Hasta hace poco, el Gnico hospedero reportado para E. lemae era
L. daturaphila, pero recientemente también se documentd a esta avispa atacando los huevos de
otros crisomélidos pertenecientes al género Neochlamisus (Forbes y Funk, 2013). Sin duda, son

necesarios estudios genéticos que puedan determinar la identidad de las especies.

En el caso de los parasitoides de larvas, hasta el momento los registros sobre D. stramonium
solo se habian hecho a nivel de familia: Tachinidae e Ichneumonidae (Cabrales, 1991; Hernandez-
Cumplido, 2006). El género Patelloa sp. estd confinado a América y para L. daturaphila se ha
reportado la presencia de P. leucaniae en Estados Unidos y Canada (Arnaud, 1978). Por tanto, en
México se trataria de un nuevo registro para el hospedero (Zetina et al., 2018). Las especies del

género Winthemia son de las més usadas en estudios entomoldgicos de importancia econdémica. En
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México se han reportado numerosas especies como W. imitator, W. montana o W. texana
(Guimaraes, 1972). No se ha reportado a L. daturaphila como hospedero, por lo que seria un nuevo
registro. Del género Heliodorus sélo se conocen dos especies, H. cochisensis y H. vexillifer, ambas
solo reportadas en Estados Unidos (O"Hara y Wood, 2004). Para L. daturaphila y para México se
trataria de un nuevo registro del género. Finalmente, Pseudochaeta también es un género
distribuido Unicamente en América, se han descrito 26 especies y la mayoria de los registros
corresponden a los Estados Unidos (Arnaud, 1978; O"Hara y Wood, 2004). El género y el

hospedero son nuevos registros para México.

En cuanto al hiperparasitoide, el género Mesochorus corresponde a avispas de distribucion
cosmopolita. Se conocen aproximadamente 96 especies en la region Neértica y 245 en la region
Neotropical. La familia a la que pertenece, Mesochorinae, se caracteriza porque la mayoria de los
registros indican que son parasitoides de otros parasitoides, particularmente de las familias
Braconidae, Tachinidae e Ichneumonidae (Dasch, 1974). No existen reportes de Mesochorus
atacando parasitoides de L. daturaphila, por lo que también se trataria de nuevos registros.

Por ltimo, en la regidn del Pedregal, anteriormente Cabrales (1991) habia reportado la
presencia de una mosca taquinido atacando el estado larval de L. daturaphila. En este trabajo no
se encontrd a ningun parasitoide de esta familia en dicha poblacion, pero se presentaron avispas
parasitoides de la familia Ichneumonidae. Es importante mencionar que idealmente las
identificaciones deben continuarse hasta el nivel de especie para hacer un registro mas completo,
pero al menos a nivel de género y a nivel de especie en caso de E. lemae, se logro la determinacién
segura de los parasitoides y su nuevo registro para Mexico y/o el hospedero. Una identificacion a
nivel especifico facilitaria la basqueda de registros e informacidn extra sobre los parasitoides
encontrados. Sin embargo, tanto en el caso de las moscas como en el caso de las avispas, se dificulta
este trabajo por falta de especialistas y porque la mayoria de las claves taxondmicas presentan

ambigledades e informacion no actualizada.

Variacion poblacional en el parasitoidismo de los huevos de Lema daturaphila

Previo a este trabajo no se habia reportado la presencia de parasitoides de huevo atacando a L.

daturaphila en las poblaciones de D. stramonium analizadas. Los datos indican que existe variacion
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poblacional en los niveles de infestacion de las puestas. Las poblaciones de Tzintzuntzan,
Valsequillo, Pedregal y Texcoco resultaron ser las mas infestadas en ambos afios. En Tzintzuntzan
y Valsequillo se ha reportado que el principal herbivoro de D. stramonium no es L. daturaphila,
sino E. parvula, ademas se ha encontrado que alcaloides como atropina y escopolamina son
seleccionados negativamente y son poco efectivos contra estos herbivoros especialistas (Castillo et
al., 2014). Durante nuestros muestreos también se observé que en dichas poblaciones E. parvula
dominaba sobre L. daturaphila, seguramente por su alta mortalidad ocasionada por parasitoides.
Debido a la alta resistencia que presenta L. daturaphila contra las defensas directas de la planta en
estas poblaciones, es probable que D. stramonium esté optando por la inversion en defensas
indirectas y por ello sea mas alto el parasitoidismo de huevos. Por ejemplo, con otras plantas se ha
documentado que existe un trade-off entre las defensas directas e indirectas cuando las primeras
no son tan efectivas contra los herbivoros especialistas. En Phaseolus lunatus se ha encontrado una
correlacion negativa entre la produccién de compuestos cianogénicos (defensa directa) y la
liberacion de Compuestos Organicos Volatiles (VOCs) (Ballhorn et al., 2008). Sin embargo, son
necesarios estudios experimentales para determinar el impacto de los parasitoides en las

poblaciones del herbivoro.

Los altos niveles de infestacion en las puestas concuerdan con la baja cantidad de larvas
colectadas, principalmente en las poblaciones de Tzintzuntzan, Valsequillo y Pedregal. En este tipo
de sistemas los parasitoides compiten por el hospedero, que es un recurso comun. Aunque varios
pueden coexistir usando diferentes estados de desarrollo de un mismo hospedero (como sucede en
L. daturaphila), eventualmente las especies que ataquen un estado, afectaran las densidades de los
estados subsecuentes al incrementar la mortalidad del hospedero (Briggs et al., 1993). Esta
disminucion de individuos en estado larval fue muy evidente en la poblacion del Pedregal durante
el 2019. En este afio el muestreo se realiz6 a inicios del mes de agosto, encontrando larvas y puestas
en abundancia, éstas Gltimas todas parasitadas. Dos semanas después se regreso al sitio de colecta
y lo Unico que se encontrd fueron puestas parasitadas. Estos datos sugieren que la incidencia de
parasitoides en un estado afecta la abundancia del otro tipo de parasitoides, pues no hay recurso
gue aprovechar. Sin embargo, es importante tomar en cuenta otro tipo de factores que puedan
intervenir, como la presencia de depredadores o la eficacia de las defensas directas de la planta

contra los diferentes estados de L. daturaphila.
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En el caso de la poblacion de Toluca, durante el 2018 no se encontrd la presencia de E.
lemae (es importante mencionar que se colectd una baja cantidad de puestas, n=10), pero en 2019
estuvieron parasitados el 9.45% del total de los huevos. En el 2019 se presentaron problemas en la
localidad de colecta, pues hubo una remocion de tierra en el area donde se encontro la poblacion
de D. stramonium durante el 2018. Ademas, el muestreo se realizo alrededor de dos semanas antes
de lo que se hizo en el 2018. Estos dos factores contribuyeron a que cuando se realizo la colecta,
las plantas fueran muy jovenes y se encontrd en su mayoria sélo puestas de L. daturaphila y
ninguna larva. Durante esta colecta no se encontraron parasitoides en los huevos; sin embargo, el
muestreo se repitié tres semanas después. En esta ocasién habia larvas en abundancia y se
encontraron puestas parasitadas. Pensamos que en esta situacion pudieron influir las sefiales que
usan los parasitoides para detectar a sus hospederos. Se sabe que, durante la busqueda y aceptacion
del hospedero, los parasitoides basan su deteccion en claves fisicas y quimicas. Particularmente los
parasitoides de huevo pueden guiarse por la secrecién adhesiva que une los huevos al sustrato (Bin
etal., 1993). Sin embargo, también pueden aprovecharse de aquellas sefiales que sean un indicativo
de la presencia de su hospedero, como los restos fecales o los semioquimicos que se liberan a
medida que la larva se alimenta (Bin et al., 1993; Meiners y Hilker, 1997). En Toluca,
probablemente E. lemae se aprovechd de los semioquimicos liberados por la actividad de las larvas
y por ello s6lo se encontrd en el segundo muestreo, ya que en el primero no se encontraban
individuos en el estadio larval, a pesar de que habia gran cantidad de puestas. Estos resultados
también demuestran la importancia de la variacion temporal y la fenologia en el desarrollo de los
parasitoides. Como se observo, pequefias diferencias en el tiempo de colecta pueden generar
diferencias en la presencia o abundancia de los parasitoides. Ademas, aunque no resultaron
significativas las relaciones con los parametros ambientales, en los muestreos se observo que el
2019 fue mas seco. Por ejemplo, en la poblacién de Requena, aunque el muestreo se realizo casi
un mes antes que en el 2018, cuando se llegd al sitio de colecta las plantas ya estaban muriendo de

desecacion.

Para las poblaciones de Texcoco, Pedregal, Requena, Valsequillo y Tzintzuntzan hubo una
relacion positiva entre el nimero de huevos y el nimero de parasitoides en el 2019. Ya que en la

mayoria de los casos todos los huevos de una puesta estan parasitados, suponemos que cada puesta
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es parasitada por una sola hembra; ademas, en numerosas especies de parasitoides de huevos, se
ha reportado que la puesta de un hospedero puede ser suficiente para que la hembra deposite toda
su carga de huevos (Boivin, 2010). Sin embargo, esto depende del nimero total de huevos
producidos por la hembra parasitoide y por el riesgo al que se expone. Por ejemplo, se ha visto que
las hembras evitan hospederos con alto riesgo de mortalidad y que la busqueda de nuevos
hospederos dependeré de que tan grande es la carga total de huevos que lleve la hembra. Asimismo,
puede que entre mas tiempo tarde buscando un nuevo hospedero, el riesgo de mortalidad
incremente (Iwasa et al., 1984), por lo que se tendrian que evaluar las preferencias de oviposicion
de la hembra. En cuanto a la correlacion que existe, se sabe que pueden establecerse situaciones de
denso-dependencia cuando se produce una mayor agregacion de parasitoides a altas densidades de
hospederos. Esta respuesta puede ser resultado de los procesos que intervienen en la busqueda de
un hospedero, como la presencia de infoquimicos o sefiales del ambiente cuya concentracion es
mayor a medida que incrementa la densidad de hospederos (Castelo y Capurro, 2000). A pesar de
que no resultd significativa, la denso-dependencia inversa se observd en ambos afios en la
poblacidn de Tlaxiaca y se ha relacionado con la ineficiencia de la busqueda por parte de la hembra
parasitoide (Castelo y Capurro, 2000; Heimpel y Rosenheim, 1996), aunque también se ha
observado que ocurre cuando los costos de migracion son demasiado altos como para que la hembra

parasitoide busque en otro parche (Bernstein et al., 1991).

Otro factor que considerar en la variabilidad de la infestacion es la vulnerabilidad local que
presentan los huevos de L. daturaphila a los parasitoides. Factores como la dureza o delgadez del
corién del huevo, su edad o la arquitectura de la puesta, pueden influenciar la capacidad del
parasitoide para penetrar y ovipositar (Gross, 1993). Desde un punto de vista ecologico, es crucial
para las plantas responder lo mas rapido posible a la deposicion de huevos para evitar que los
herbivoros eclosionen y se alimenten (Pashalidou et al., 2013). En el caso de D. stramonium seria
interesante evaluar si existe una interaccion directa con estos parasitoides, tal vez mediante la
emision de HIPV's que los atraigan, pues como muestran nuestros resultados, los parasitoides

pueden “ayudarla” a prevenir la eclosion de la mayoria de sus enemigos.

Por otro lado, es probable que D. stramonium presente otros mecanismos de defensa contra

los huevos de L. daturaphila, pues en muchas ocasiones se encontraron plantas que mostraban
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signos de desecacion en el tejido foliar que estaba cubierto por una puesta, algunas veces, estas
puestas también estaban parasitadas. En otras plantas se ha observado la existencia de una respuesta
hipersensitiva a los huevos de los insectos mediante la necrosis del tejido foliar y se ha observado
que se trata de una respuesta inducida por la sustancia cementante que une los huevos a la planta
(Shapiro y DeVay, 1987; Balbyshev y Lorenzen, 1997). También se ha observado que no hay
necrosis si los huevos de los herbivoros son removidos luego de la deposicién y que la percepcién
de las células vegetales depende el nivel de adhesion a la superficie de la hoja (Pashalidou et al.,
2013).

Variacion poblacional en el parasitoidismo de las larvas de Lema daturaphila

Con la excepcion del Pedregal, el resto de las poblaciones presentd parasitoidismo en el estado
larval causado por moscas taquinidos. Existe variacion poblacional en la infestacion de las larvas.
En ambos afios, Tlaxiaca, Tolucay Teotihuacan mostraron el mayor porcentaje de parasitoidismo,
aun cuando en el 2018 se colectd un pequefio nimero de muestras. En estas poblaciones domina la
herbivoria de larvas de L. daturaphila (obs. pers.) y anteriormente ya se ha reportado que en
Joquicingo y San Martin este crisomélido es el principal herbivoro de D. stramonium (Castillo et
al., 2014). Es comun observar la presencia de moscas parasitoides en los lugares donde hay alta
densidad de larvas de L. daturaphila, probablemente porque la concentracion de las sefiales que
usan los parasitoides para la localizacion del hospedero es mayor (Castelo y Capurro, 2000).

En la poblacion de Tlaxiaca, Hernandez-Cumplido (2006) reporta la presencia de
parasitoides de la familia Tachinidae e Ichneumonidae en individuos de L. daturaphila del cuarto
estadio larval. Sus resultados muestran que los parasitoides no responden de manera positiva a la
densidad de herbivoros y sugiere que en su lugar podrian estar respondiendo a factores como la
emision de volatiles. En este trabajo no se midié la densidad de larvas por planta, pero se encontrd
una asociacion positiva entre el namero de larvas colectadas y el nimero de parasitoides que
emergieron en todas las poblaciones (Figura 19). Al igual que Hernandez-Cumplido (2006), se
observo que la incidencia de parasitoidismo mermo la poblacion de herbivoros. En nuestro caso,
esto también se puede comprobar con la correlacion negativa (aunque no significativa) entre el
numero de parasitoides de larva y la cantidad de huevos de L. daturaphila (Cuadro 8). Aunque no

hay trabajos donde se detalle una identificacion a nivel de género o especie de la avispa
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Ichneumonidae que reporta Hernandez-Cumplido (2006), por las imagenes que presenta
suponemos que se trata de Mesochorus sp. y por lo por tanto no se trata de otro parasitoide de L.
daturaphila, sino de un hiperparasitoide de los taquinidos.

Debido a que aun en las poblaciones donde se encontrd poca cantidad de larvas se
encontraron parasitoides, suponemos que las estrategias de busqueda de estas moscas son muy
eficientes. Las hembras taquinidos se basan en claves olfatorias de largo rango para localizar
primero el habitat y luego al hospedero. Se sabe que las hembras pueden detectar HIPVs hasta 24
horas después de la remocion de la larva en plantas dafiadas (Hanyu et al., 2009). Ademas, a corta
distancia son muy importantes estimulos fisicos como el tamafio, color, textura y movimientos del
hospedero, pues todo esto es un indicio de su calidad (Dindo y Nakamura, 2018). Por lo cual, seria
importante evaluar la eleccion del parasitoide y determinar si la calidad del hospedero depende de

las caracteristicas de la planta.

En la poblacién de Bernal, a pesar de la alta cantidad de larvas no se encontré una incidencia
tan fuerte de parasitoidismo. Generalmente frente a las larvas los parasitoides se enfrentan a mas
dificultades a la hora de ovipositar, por factores como su motilidad. Ademas, se ha observado que
las larvas cubiertas con una gruesa capa de materia fecal son menos susceptibles a ataques (Haye
y Kenis, 2004) y éste es un comportamiento comun en los juveniles de L. daturaphila (Figura 6),

por lo que seria interesante evaluar si tiene algun papel defensivo.

Es indudable que para tener una perspectiva mas completa de los factores que afectan el
parasitoidismo sobre L. daturpahila, se necesitan conocer las caracteristicas de los niveles troficos
inferiores, por ejemplo, si existe variabilidad en la composicion quimica de la planta y qué papel
tienen las secreciones orales de L. daturaphila, en la defensa o reclutamiento de parasitoides. En
este tipo de interacciones tritroficas terrestres predomina la hipotesis de que dominan las fuerzas
bottom-up (Price, 1997). Por ejemplo, se sabe que los HIPVs (que son muy importantes para la
deteccidn del hospedero del parasitoide) pueden variar con el genotipo, las condiciones ambientales
donde crece la planta y la cantidad de tiempo que sigui6 al dafio (Hare y Sun, 2011). En este estudio
no se encontré ninguna relacién significativa de los niveles de parasitoidismo con los factores

ambientales, pero probablemente esto se pueda corroborar con un incremento en el nimero de
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poblaciones. Es muy clara la influencia que ejercen los parasitoides de un estado sobre el otro
(Figura 22) y por tanto, seria interesante evaluar las fluctuaciones en sus densidades y su efecto
sobre el herbivoro y la planta, con el fin de profundizar en el papel de las fuerzas top-down.

Adultos

Figura 21. Interaccién parasitoides-hospedero (Lema daturaphila).

Andlisis de las secreciones orales

Los compuestos alcaloides que se encontraron en las secreciones orales de L. daturaphila también
se encuentran presentes en su planta hospedera. Tipicamente se sabe que estos compuestos no
tienen una funcion primaria en plantas, pero que pueden ser toxicos para sus herbivoros (Mithofer
y Boland, 2012). No obstante, los herbivoros han desarrollado contra-defensas como es el caso de
la interaccion entre Passiflora y Heliconius, donde estas mariposas ya no se ven afectadas por las
toxinas de su planta hospedera, sino que las almacenan para protegerse de sus depredadores
(Whitney y Glover, 2013). Ademas, en otros casos se ha visto que los compuestos toxicos pueden
servir como fagoestimulantes o claves de oviposicion para los herbivoros especialistas
(Furstenberg-Hagg et al., 2013).

En las poblaciones de D. stramonium se ha encontrado una relacién positiva entre la
concentracion de atropina y la herbivoria de L. daturaphila y E. parvula. Ademas, se ha observado
que plantas con alta densidad de tricomas reciben altos niveles de dafio foliar, o que sugiere que
los herbivoros especialistas estan adaptados a las defensas de D. stramonium (Castillo et al., 2013;
Castillo et al., 2014). Incluso se ha encontrado que la escopolamina actia como un fagoestimulante

para E. parvula (Shonle y Bergelson, 2000). Asi, la deteccion de estos alcaloides en las secreciones
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orales de L. daturaphila, sugiere que el crisomélido aprovecha las defensas de su planta hospedera
para su propio beneficio. Suponemos que tiene esta funcion porque principalmente excreta esta
sustancia cuando la larva es perturbada, tal como sucede en un ataque por parasitoides.

Debido a que los escarabajos crisomélidos se alimentan de un ndmero restringido de
plantas, han desarrollado varios mecanismos anti-depredacion y muchos de ellos tienen que ver
con la defensa quimica (Pasteels et al., 1988). En algunos estudios se ha demostrado que las
secreciones orales pueden tener un papel defensivo contra los enemigos naturales y que esto
depende del contenido toxico que obtenga el herbivoro de su dieta (Calcagno et al., 2004). Aunque
este papel defensivo también puede depender de la capacidad que tengan las secreciones orales
para humedecer la cuticula hidrofébica de otros artropodos (Rostés y Blassmann, 2009).

Estas secreciones orales podrian tener una segunda funcién como elicitores, ya que proveen
a la planta sefiales quimicas del ataque, desencadenando respuestas defensivas como la emision de
terpenos para la atraccion de avispas parasitoides (Turlings et al., 1993; Maischak et al., 2007). No
obstante, también a nivel de estas secreciones los insectos han desarrollado estrategias para eludir
las defensas de las plantas. En Arabidopsis se ha observado que las secreciones orales de larvas de
Spodoptera littoralis suprimen la activacion de varios genes involucrados en la defensa de la planta
y que esto se relaciona con un alto rendimiento en el crecimiento del herbivoro (Consales et al.,
2012). Por tanto, seria muy importante evaluar la funcion de las secreciones de L. daturaphila para

esclarecer su papel en esta interaccion.

En conjunto, los resultados muestran que existe variacion geogréafica en el parasitoidismo
de L. daturaphila. Muy probablemente esto se pueda ligar con la variacion inter-poblacional que
se ha encontrado en la relacion bitrofica entre D. stramonium y sus herbivoros. Estudios previos
muestran que L. daturaphila “esta ganando” la carrera armamentista con su planta hospedera, sin
embargo, estos trabajos solo consideran las defensas directas de D. stramonium y con base en ellas
se ha encontrado la existencia de un Mosaico Geografico Coevolutivo (Castillo, 2015). Ahora, la
variabilidad que existe en los niveles de parasitoidismo refuerza la idea de que las poblaciones de
D. stramonium y L. daturaphila estan cambiando independientemente y que en algunas de ellas la

interaccion entre los tres niveles puede ser mas fuerte. Por ejemplo, en Toluca y Tlaxiaca, la
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infestacion por taquinidos fue muy alta y a pesar de que se han registrado bajas concentraciones de
atropina y escopolamina y alta densidad de tricomas en las plantas, el dafio foliar reportado es bajo
(Castillo et al., 2013). Esto podria implicar que D. stramonium se est& beneficiando de las defensas
indirectas y por tanto, a nivel poblacional se podrian estar seleccionando otro tipo de estrategias
defensivas no evaluadas hasta ahora. Estudios genéticos y ecoldgicos permitirdn conocer la

dindmica evolutiva de esta interaccion tritrofica.

CONCLUSIONES
Los resultados de este trabajo dan un acercamiento al estudio de los parasitoides que atacan a L.
daturaphila, herbivoro especialista de D. stramonium.

> Anivel taxondmico se logro la identificacion de Emersonella lemae y los géneros Patelloa,
Winthemia, Pseudochaeta, Heliodorus y Mesochorus. Asimismo, se encontrd a una avispa
parasitoide de la familia Ichneumonidae. Esto implica una contribucion al conocimiento de
estos grupos en México, donde es escaso el estudio y la informacidn que se tiene sobre
ellos, por lo que la mayoria son nuevos registros para el pais o para el hospedero.

» Se encontro variacion geografica en la incidencia de parasitoidismo y en la composicién
de las especies parasitoides. Por ejemplo, en Teotihuacan hay alta incidencia de taquinidos
pero no se ha encontrado a E. lemae. Por el contrario, en el Pedregal hay una alta mortalidad
por parasitoides de huevo, pero no la presencia de taquinidos. Esta variacion implica que
las especies interactuantes estan bajo presiones distintas a nivel local.

> Se identificaron tropano alcaloides de D. stramonium en las secreciones orales de L.
daturaphila, esto es un indicio de la alta resistencia y adaptacion del herbivoro a su planta
hospedera.
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