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RESUMEN

Las estrategias de historia de vida parasitoide, como la idiobionte, donde el hospedero
muere o es inmovilizado al momento de la parasitacion, o Ia relacién koinobionte,
donde al hospedero Ie es permitido crecer hasta un determinado punto antes de morir,
han sido principalmente asociadas al orden Hymenoptera. Sin embargo, existen otros
grupos de invertebrados que se consideran como parasitoides, entre estos se destacan los
dipteros de la familia Tachinidae. Estas moscas presentan una serie de caracteristicas
que no necesariamente coinciden con las dos estrategias anteriormente mencionadas, ya
que en algunos casos, a pesar de requerir cumplir una etapa conspicua de su desarrollo
dentro del hospedero, pueden incluso no afectar la sobrevivencia de este mismo. Este es
el caso de la relacion entre el fasmido altoandino 4gathemera crassa (Phasmatodea:
Agathémeridae) y su parasitoide taquinido Phasmophaga phasmophagae (Diptera:
Tachinidae). Investigué los factores abitticos y bidticos que podrian incidir en el patrén
de emergencia de este parasitoide. Especificamente, dentro de los factores bidticos
evalué la importancia del sexo y tamafio corporal del hospedero, mientras que como
factor abiético estudié¢ el efecto del cambio estacional de la temperatura en la incidencia
del parasitoidismo. Para esto exploré las posibles diferencias intersexuales a lo largo del
periodo libre de nieve de la carga parasitaria aparente (CPA'). Ademas, evalué si existe

una relacién entre la CPA y el tamafio corporal de hospederos machos y'ilembras, y el

! Cantidad total de cicatrices dejadas por 1a emergencia del paragitoide. Es un indicador del nimero de
parasitoides emergidos entre dos mudas, ademés de ser una aproximacion de la carga parasitaria del
hospedero.
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patrén de emergencia corporal del parasitoide. Conjuntamente, caracté;icé parametros
poblacionales de la relacion parasitoide-hospedero como incidencia parasitaria aparente
(IPA%) y proporcién sexual del hospedero. Junto con esto consideré la masa y largo
corporal y de las extremidades, niimero total de cicatrices, e identifiqué el segmento en:
el cual se encontrd cada una de éstas. Los resultados indican que no existe variacién
mensual de la CPA en la poblacion. Este continuo podria atribuirse a una relacion de
“control” entre hospedero y parasitoide sugerida por Zamorano (2009), a través de
selectividad conductual de 6ptimos ambiental, que mantendria los rendimientos de la
larva relativamente constantes. Por otra parte, no hubo diferencia entre sexos en el nivel
de CPA al descartar el efecto del tamafio corporal, y se enconiré una IPA similar en
ambos sexos, por lo que no existirfa sesgo de oviposicién por parte del taquinido basado
en el sexo del hospedero. Esta idea es sustentada por la evidencia. de oviposicién
indirecta reportada para el género Phasmophaga, donde el parasitoide ‘ovipositaria en
plantas consumidas por el hospedero fitéfago, por lo que tanto machos como hembras
serian parasitados sin discriminacién. Existe una asociacién positiva y significativa
entre la CPA y el largo corporal. De esta forma, los individuos con tamafios corporales
mayores permitirian soportar una mayor CPA, ya que ofrecen mejores reservas
energéticas y de espacio para las larvas parasitoides. Adicionalmente, ciertas regiones
del cuerpo del hospedero poseen mayor registro de cicatrices, especificamente desde el

metatorax al tercer segmento abdominal, debido a Ia seleccion larval de 4reas blandas

? Proporcién de individuos que presentan registro de parasitacién en la poblacion. En este trabajo, se
considera como parasitado un individuo que al menos presente una cicatriz por emergencia de la larva
parasitoide (C, Veloso, comunicacién personal).




para emerger en el exoesqueleto del hospedero. Aunque las hembras poseen mayor
registro de perforaciones que machos en el 3* segmento abdominal, no existe un patrén
de emergencia larval diferencial entre sexos. Por tiltimo, las poblaciones natufales de 4.
crassa presentan proporciones sexuales sesgadas a machos, y se confirma el dimorfismo

sexual con respecto al tamafio en esta especie.




ABSTRACT

Parasitoid life-history strategies, as idiobiont in which the parasitoid kill or immobilize
the host at parasitism, or the relationship koinobiont, in which it delays the death of the
host, have been mainly associated to the Hymenoptera order. However, there are several
other invertebrates with parasitic life style. Among them one relevant group correspond
to the dipteran parasitoids of the family Tachinidae. These flies present a range of
characteristics not necessarily related to the strategies above mentioned. This due to the
fact that even when tachinids spent part of its life cycle in tight dependence of a host,
they may not necessarily affect the survival of it. In this work I explore the abiotic and
biotic factors between the Andean phasmid Agathemera crassa and its tachinid
parasitoid Phasmophaga (=Phasmovora) phasmophagae. Specifically, 1 evaluated
biotic factors as the importance of sex and body size of the host, while as abiotic factor I
studied the effects of seasonal temperature change on the incidence of parasitoidism.
Potential intersex differences' were evaluated along the snow-free period for the
apparent parasitic load (APL?). In addition, I focused on the traits derived from sexual
dimorphism such as body size and correlated it with APL. Moreover, I analyzed the
body emergence pattern of the parasitoid and additional population variables such as
apparent parasitic incidence (API%) and host sex ratio. As a further mater, I quantified

host’s body and limbs length, body mass, the total number of parasitoid-produced scars.

3 The total number of parasitoid-produced scars, It indicates the emerged parasitoid number between two
moults. Also, it is an approach to the parasitic load of the host.

% Parasite individuals ratio in the host population. A parasite individual is one which at least has one scar
produced by the emergence of the parasitoid larva (C. Veloso, personal communication).
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Finally we surveyed the identity of 4. crassa’s segment in which each scar was found. I
was not able to detect monthly variation in APL. This continuum has been attributed to
a ‘control’ relationship or feedback between host-parasitoid proposed by Zamorano
(2009), through behavioral selectivity of optimal environmental conditions which
maintain constant the larva’s development time. On the other hand, when I removed the
effect of body size, I did not find differences between sexes for APL level. Also I
discovered that API values were similar in both sexes. Based on these results I suggest
the absence of a host sex bias in oviposition by the parasitoid fly. This idea is supported
by the evidence of indirect oviposition on plants used by its phytophagous host,
situation described for this genus of parasitic flies. I found a significant and positive
association between the APL and body size. Individuals with larger-body sizes support a
higher APL. This could be explained by the fact that these individuals may offer better
energy and spatial resources for the successful development of several parasitoid larvae.
Further, certain body regions of the host had higher record of APL, specifically from the
metathorax to the third abdominal segment. This situation would be related to soft area
selection by the larva to emerge in the exoskeleton of the host. Although females
showed a higher scar record than males in the third abdominal segment, we detected no
statistical differences in larval emergence pattern among sexes. Finally, I found that
natural population of 4. crassa presents a male-biased sex ratio, and I confirm the

sexual size dimorphism present in this species.
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INTRODUCCION

Un insecto parasitoide se caracteriza por poseer etapa adulta de vida libre, desarrollar
una progenie reducida por hospedero e impedir que su hospedero sobreviva al encuentro
con el parasitoide (Vinson y Iwantsch, 1980). Godfray (1994), agrega que un
parasitoide puede ser reconocido por el habito alimenticio de su larva, la cual debe
alimentarse del cuerpo de un solo hospedero artrépodo, de forma solitaria o gregaria,
matindolo. En estadios superiores el parasitoide emergerd desde el cuerpo de su
hospedero para seguir desarrollandose en vida libre (Godfray, 1994).

El modo de vida- parasitoide ha sido descrito en cinco 6rdenes de insectos
holometabolos: Hymenoptera, Diptera, Coleoptera, Lepidoptera y Neuroptera (Eggleton
y Belshaw, 1992), siendo €]l orden Hymenoptera el que refine el mayor niimero de
especies de insectos parasitoides, ‘con aproximadamente un 78% del total ('Freener y
Brown, 1997). Por su gran abundancia, diversidad e importancia ecoldgica, los
himendpteros han sido definidos como grupo modelo en el estudio del parasitoidismo, y
por ende, son referentes actuales en la definicién de esta interaccion (Freener y Brown,
1997; Dindo, 2010). Sin embargo, este grupo comparte caracteristicas biol6gicas tnicas,
tales como: (§) representar un linaje evolutivo tinico (mientras que en dipteros o
coledpteros existen numerosos linajes), (i7) diferenciarse totalmente de los mecanismos
de oviposicién con ofros grupos, y (#if) presentar haplodiploidia (Freener y Brown,
1997), por lo que las definiciones del estilo de vida parasitoide, determinadas por el

orden Hymenoptera, no podrian ser extendidas a otros grupos de insectos sin establecer




primero el conocimiento bioldgico y ecoldgico de Ia especie en estudio (Belshaw, 1994;
Freener y Brown, 1997; Kan y col., 2003; Stireman y col., 2006; Dindo, 2010). En este
sentido, se ha documentado que existen diferencias significativas en la interaccion larva
parasitoide-hospedero entre Hymenoptera y Diptera ya que los primeros matan o
paralizan a su hospedero para atenuar las defensas inmunoldgicas de éste, mientras que
los segundos, al no utilizar t6xinas, deben buscar sistemas de evasion al ataque inmune,
tales como ubicarse en regiones protegidas (e.g., glandulas) del sistema inmune del
hospedero (Salt, 1968). Estas restricciones para el orden Diptera, producen que en
términos ecoldgicos sean parasitoides més generalistas en cuanto a la seleccién de
hospederos en-comparacion al orden Hymenoptera donde gran parte de las especies son
especialistas (Freener y Brown, 1997).

El orden Diptera es el segundo orden de insectos con mayor niimero de especies
parasitoides: (Eggleton y Belshaw, 1992; Stireman y col,, 2006). Posee alrededor de
16.000 especies que presentan una estrategia de vida parasitoide (Freener y Brown,
1997}, lo que corresponde al 20% de las especies descritas dentro de este grupo. En
general, los dipteros como parasitoides se caracterizan por ser endoparasitos (excepto la
familia Bombyliidae), y por explotar una gran diversidad de 6rdenes como hospederos;
pertenecientes a cinco Phyla distintos (Eggleton y Belshaw, 1992; Freener y Brown,
1997). Dentro de los dipteros, la familia Tachinidae es la mas representativa, con
alrededor de 10.000 especies descritas, todas parasitoides, principalmente abundantes en
la regidn Neotropical (O’Hara, 2011). Los taquinidos se caracterizan por poseer tres
estadios larvales, y por no atacar insectos en etapa sésil como huevos o pupas (Dindo,

2010). Ademas, este grupo de parasitoides es definido como Koinobionte, debido a que




depositan sus huevos directa o indirectamente a través de un ovipositor membranoso,
sin inyectar toxinas o poliDNAvirus que paralicen o maten a su hospedero al momento
del ataque, lo que permite que éste se desarrolle después de ser parasitado (Askew y
Shaw, 1986; Pennacchio y Sirand, 2006; Dindo, 2010). Parasitan comiinmente estadios
larvales de insectos fitofagos del orden Lepidoptera, Heteroptera, Coleoptera,
Hymenoptera y Ortoptera, y en menor medida ordenes como Blattodea, Dermaptera,
Diptera, Mantodea y Phasmida (Cerreti y Tschorsnig, 2010; Stireman y col., 2006), e
incluso del orden Scorpiones (Williams y col., 1990).

A pesar de que este grupo presenta gran diversidad y abundancia, poco se sabe
sobre aspectos importantes de su ecologia, historia evolutiva y comportamiento
(Grenier, 1988; Stireman y col., 2006). Esto ha generado que estudios anteriores,
referidos a la interacciéon parasitoide-hospedero, sean realizados en grupos de
parasitoides mas conocidos (e.g. orden Hymenoptera), existiendo una carencia de
investigaciones que aborden este fenémeno de una manera mas generalizada. Por lo
tanto,” es esencial entender aspectos directamente relacionados a la interaccién
parasitoide-hospedero, tales como la conducta reproductiva, rangos especificos de
hospederos y los patrones de emergencia tanto temporales como- espaciales en grupos
parasitoides menos conocidos (Wood, 1987; Stireman y Singer, 2003; Stireman y col.,

2006).




Tamaiio corporal y sexo como factores en la inferaccion parasitoide-hospedero

Para un parasitoide el tamafio corporal de su hospedero es sefialado como.un estimador
de la cantidad de recursos disponibles para su desarrollo (Charnov, 1982), siendo éste el
que determinaria el total de recursos nufricionales destinados a la larva (Nicol y
Mckauer, 1999). Asimismo, debido a que el tamafio de un- hospedero es considerado
como una fuente finita de recursos, éste puede estar relacionado con los niveles de
competencia entre parasitoides dentro del hospedero, afectando la sobrevivencia de
¢éstos (Vinson y Iwantsch, 1980). De esta forma, las restricciones de espacio y recursos
generadas por el tamafio del hospedero pueden provocar cambios en los parasitoides,
tanto en su tamafio corporal al momento de la'emergencia (Purrington y Uleman, 1972;
Cloutier y col, 2000), como en las proporciones sexuales de su descendencia
(Purrington y Uleman, 1972; Stoepler y col., 2011). Asimismo, estas restricciones
podrian aumentar el riesgo de sobrevivencia producto del superparasitismo (i.e., cuando
huevos de una misma especie son depositados por hembras distintas en un mismo
hospedero), como consecuencia de ataques fisicos, supresion fisiolégica, anoxia y/o
secrecion de toxinas enil:re larvas (Vinson y Iwantsch, 1980).

Gran parte de las especies animales: poseen dimorfismo, y especificamente en
invertebrados las hembras usualmente son de mayor tamafio que los machos (e.g.
Esperk y col., 2007; Shreeves y Field, 2008). Dentro de este contexto, diferencias de
tamafio generadas por dimorfismo sexual en hospederos podrian inducir variaciones en

el desarrollo de los parasitoides, debido a diféerencias en la disponibilidad de recursos y




espacio que éstos ofrecen (Teder y Tamaru, 2005), y a la produccién de hormonas y
defensas inmunoldgicas especificas a cada sexo (Duneau y Ebert, 2012).

Ademas, el sexo del hospedero puede generar sefiales sensoriales distintivas (e.g.
sefiales auditivas, visuales, olfativas, quimiosensoriales, etc.), que pueden ser utilizadas
por el parasitoide para localizarlo (Zuk y Kolluru, 1998; Stireman y col., 2006). En la
familia Tachinidae se ha observado que algunos parasitoides seleccionan
diferencialmente el sexo del hospedero, por ejemplo, a través de percepcion de sefiales
auditivas (fonotaxismo) (Cade, 1975), o por percepcion de feromonas sexuales volétiles
(quimiotaxismo) (Harris y Todd, 1980). También, se ha observado que dipteros
parasitoides pueden utilizar sefiales visvales, como el tamafio corporal diferencial, para
localizarlos (Morehead 'y Feener, 2000). Estas sefiales individuales podrian permitir al
parasitoide atacar preferentemente algiin sexo en particular (Stireman y col., 2006).

A pesar de que estas diferencias sexuales en hospederos podrian ser una
importante fuente de variacion, tanto en los mecanismos de localizacion como en el
desarrollo de parasitoides, frabajos enfocados a abordar esta problemética: ham sido-
escasos en estudios de la interaccién de moscas parasitoides y sus hospederos,
fundamentalmente cuando éstos ultimos poseen dimorfismo sexual con respecto al

tamafio,

Estacionalidad y parasitoidismo

Las variaciones estacionales son eventos ciclicos, persistentes, que abarcan territorios

geograficos amplios (Tauber y col., 1986). Estas generan cambios en los ciclos de vida

de animales y plantas, por lo que se reconocen como modeladoras importantes en los




procesos evolutivos (Tauber y col., 1986). Sefiales presentes en el ambiente, como
fotoperiodo, temperatura o humedad, modulan ajustes conductuales, fisiologicos y
morfoldgicos en- insectos, como lo son la resistencia al frio, dormancia y migracién
(Tauber y col., 1986; Danks, 2005). Ademds, estas sefiales permiten sincronizar el ciclo
de vida con ¢ada uno de los cambios estacionales (Tauber y col., 1986).

Un factor ambiental sumamente relevante en el ciclo de vida de los insectos es la
temperatura. Estos al ser ectotermos poseen una temperatura corporal que se modula por
las variaciones en la temperatura ambiental (Kingsolver y Huey, 2008), las que generan
cambios en su fisiologia, comportamiento y adecuacion biolégica (Denis y col., 2011).
Por ejemplo, en insectos, incrementos en la temperatura ambiental se han relacionado
con aumentos en su fasa metabdlica, con importantes consecuencias en su éxito
reproductivo -(Huey y Kingsolver, 2011). Para el caso de insectos parasitoides se ha
documentado que un aumento de su tasa metabdlica induce cambios en su conducta de
forrajeo dentro de sus hospederos, situacién que se relacionaria con una mayor
competencia por recursos alimenticios y de espacio (Denis y col., 2011).

Por otra parte, cambios en las temperaturas ambientales no tan solo pueden
afectar la capacidad del adulto para encontrar y evaluar a su hospedero (e.g. Micha y
col., 2000), sino también la capacidad de las larvas para ajustarse al ambiente dentro de
éste, en términos de la -evasion a respuestas inmunes. En este sentido, el hospedero
puede aumentar su respuesta inmune en contra de larvas parasitoides inmaduras, lo que
determinaria un bajo éxito de parasitismo (Thomas y Blanford, 2003).

Ademés, parasitoides en condiciones de bajas temperaturas disminuyen su

ingesta de alimentos, destinando gran parte de sus reservas a la mantencién de su




metabolismo dentro de. su hospedero, reduciendo asi su tamafio en la emergencia
(Hance y col., 2007). Las bajas temperaturas también pueden ser letales, ya que causan
tanto dafio fisico por cristalizacion y estrés osmético, como cambios en los tiempos de
desarrollo y en las tasas de crecimiento, tamafio, longevidad y fecundidad (Hance y col.,
2007).

Debido a que la temperatura ambiental es un importante modulador de la
interaccion parasitoide-hospedero, esta podria eventualmente afectar el patrén de
emergencia a lo largo del tiempo, modificando tal vez el nimero de irrupciones

parasitoides efectivas por temporada.

Emergencia del parasitoide desde el hospedero

Determinante dentro del ciclo de vida de cualquier organismo endoparasitoide es. la
capacidad de emerger desde su hospederc para continuar desarrollandose en vida libre
(Godfray, 1994). Estudios de emergencia en parasitoides generalmente se han orientado
por conocer la fenologia de ésta y sus efectos sobre las dindmicas poblacionales de la
interaccién parasitoide-hospedero (Godfray y col., 1994; Cobbold y col., 2009). Otros
estudios se han enfocado por entender tanto el efecto fisiologico de la- salida del
parasitoide y sus consecuencias sobre la conducta del hospedero (Adamo y col., 1997),
como la regulacién hormonal del hospedero sobre el parasitoide en la emergencia
(Beckage y col., 2002). Asimismo, fenémenos poblacionales discretos, tales como
cambios en el ritmo de emergencia o variaciones en la proporcion sexual determinadas
por el fotoperiodo también han sido desarrollados como estudios de este fendmeno

(Fantinou y col,, 1998; Kivan y Kilic, 2002). Sin embargo, la mayor parte de estos




trabajos han estudiado la emergencia parasitoide en el orden Hymenoptera, y s6lo pocos
en el orden Diptera (véase Kan y col., 2003).

Conjuntamente, se ha realizado un esfuerzo limitado por profundizar en Jlos
aspectos conductuales involucrados en la emergencia parasitoide (Nakamatsu y col.,
2006). Registros de la emergencia a lo largo del cuerpo del hospedero podrian ayudar a
comprender este topico,.al ser utilizados como rastros de la conducta de seleccion del
parasitoide para emerger. Sin embargo, no existen trabajos que utilicen esta
herramienta. Esto se deberia a que en general los parasitoides, tanto idiobiontes como
koinobiontes, matan a su hospedero en el momento de la parasitacion o después de
emerger, respectivamente (Godfray, 1994; Dindo, 2010). No obstante, se han descritos
algunos casos de parasitoidismo. koinobionte en. que los hospederos no mueren por
efecto de la erupcién de larvas de taquinidos parasitoides (e.g. Lepiddpteros (Karban y
English-Loeb, 1997; Karban, 1998; Greeney y Stireman, 2001) y fasmidos (Thienel,
2010)), por lo que las heridas generadas cicatrizarian, transformandose en registros del
fenémeno de emergencia. Esta caracteristica winica del orden Diptera ofrece una
oportunidad para comprender la conducta de emergencia de la larva parasitoide al

evaluar si seleccionan regiones especificas del cuerpo del hospedero.

Modelo de estudio

Agathemera crassa Blanchard (Phasmatodea: Agathemeridae), conocido con el
nombre vernaculo de “chinchemolle”, “chinchemoyo™ o “tabolango”, es uno de los
cuatro fasmidos endémicos de Chile pertenecientes al género Agathemera

(Camousseight, 1995; Camousseight, 2005) (Fig.1A). Es un insecto fitdfago que vive en




ambientes cordilleranos de Chile central hasta los 3000 msnim., desde el Rio Aconcagua
hasta las Termas del Flaco (Camousseight, 1995; Thienel, 2010; Vera y col., 2012).
Presentan actividad nocturna, aunque en el dia se les puede encontrar de forma gregaria,
solitaria o en parejas, escondidos bajo piedras o arbustos (e.g., Acaena sp.)
(Camousseight, 1995), generalmente sobre sus defecaderos comunitarios (C. Veloso,
comunicacion personal). Se caracterizan por expulsar una sustancia irritante y de fuerte
olor secretada desde glandulas ubicadas en los 4ngulos anteriores del protérax, la que
seria utilizada como mecanismo de defensa. Esta especie, ademds, presenta un notable
dimorfismo- sexual en cuanto a la forma y el tamafio, siendo la hembra mas grande que
el macho (Camousseight, 1995), con una alometria positiva con respecto al tamafio en el
abdomen (C. Veloso, comunicacién personal). Ambos sexos de 4. crassa son
parasitados por Phasmophaga (=Phasmovora) phasmophagae Cortés (Cortés, 1968;
Camousseight, 1995; Zamorano, 2009; Thienel, 2010), taquinido parasitoide dimorfico
sexualmente, que tiene desarrollo larvario como endoparasito, y periodo pupal y adulto
de vida libre (Zamorano, 2009) (Fig.1 B-C). Aunque se desconoce ¢l mecanismo exacto
por-el cual la hembra adulta de P. phasmophagae parasita a A. crassa, se ha descrito que
el género Phasmophaga se caracteriza por utilizar una estrategia indirecta de
oviposicion a través de posturas de huevos sobre las plantas que consume el hospedero,
el cual los ingiere accidentalmente (Stireman y col., 2006). Como todos los taquinidos,
P. phasmophagae es considerado como un parasitoide koinobionte, ya que permite que
su hospedero se desarrolie en sincronfa con las larvas parasitoides hasta el momento de

la emergencia.




Cuando P. phasmophagae alcanza su tercer estadio larval abandona el cuerpo de
su hospedero para pupar en vida libre, sin matarlo, dejandole perforaciones o cicatrices
en su exoesqueleto (Zamorano, 2009; Thienel, 2010). Por lo tanto, el nimero de
perforaciones puede ser considerado como un indicador del nfimero de parasitoides
emergidos entre dos mudas de 4. crassa, ‘ademés de ser una aproximacién de la carga
parasitaria del hospedero, lo que se ha definido como Carga Parasitaria Aparente (CPA)
(véase Zamorano, 2009; Thienel, 2010). En este sentido, se ha reportado que el niimero
de perforaciones, tanto en machos como en hembras de A. crassa, puede ir desde cero
hasta mas de 30 (Zamorano, 2009; Thienel, 2010), lo que sugeriria una gran capacidad
para resistir altas cargas parasitarias. A pesar de la informacién existente, no hay
muchos antecedentes que avalen una estrategia indirecta de oviposicidn, u otra distinta,
en esta especie. Ademas, no se conocen los niveles de incidencia parasitaria en sus
poblaciones naturales ni la existencia de algin patrén de emergencia a lo largo del
cuerpo de 4. crassa, rasgos que podrian verse diferenciados por el dimorfismo sexual de
tamafios corporales observado en esta especie. Conjuntamente, el nimero de
emergencias registrado mensualmente podria cambiar debido a las variaciones térmicas
ambientales presentes entre estaciones, las cuales afectarian la relacion entre la mosca

P. phasmophagae y su hospedero A. crassa.
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Figura 1: Macho y hembra de A. crassa (A); adulto (B) y larva (C) de P. phasmophagae.
Fotos: Claudio Veloso (A) y Mariana Thienel (B y C).
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Hipotesis

Hipbétesis de Estacionalidad
En insectos, se ha documentado una relacién positiva entre la temperatura
ambiental y la velocidad de desarrollo, lo que determinaria los tiempos para
alcanzar estadfos superiores. En este contexto, durante los meses con
temperaturas ambientales promedioc mas altas (noviembre-enero), los
parasitoides deberian presentar una tasa de desarrollo mayor, por lo que en estos
meses se deberia registrar un mayor nivel de CPA en los hospederos en

comparacion con los meses mas frios (marzo-abril).

Hipétesis de preferencia sexual
Si el parasitoide selecciona por sexo, se espera que machos y hembras presenten

una CPA diferencial después de controlar por tamafio corporal.

Hipotesis de tamafio corporal
Hospedéros grandes deberfan presentar una CPA mayor que individuos
pequefios, ya que entregarian mas recursos alimenticios y de espacio a la larva

parasitoide
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Objetivo general

Analizar el nivel de CPA y el patrén de emergencia de-las larvas de tercer estadio
del parasitoide P. phasmophagae en el cuerpo de 4. crassa., relacionandolo con el

tamafio corporal y sexo del hospedero, bajo contextos estacionales contrastantes.

Objetivos especificos

o Caracterizar en terreno el largo corporal (L), masa corporal (mp), largo de fémur
(Lg), Largo de tibia (Ly), CPA y sexo de individuos de 4. crassa, a lo largo del
periodo libre de nieve.

e Evaluvar si existen efectos del mes y del sexo en las variables morfométricas
consideradas.

o Evaluar los niveles de CPA de la poblacion de 4. crassa a lo largo del periodo
libre de nieve.

o Identificar si P. phasmophagae selecciona preferentemente algin sexo del
hospedero en el evento parasitario, utilizando el nivel de CPA y descartando la
influencia del L.

e Comparar la Incidencia Parasitaria Aparente® (IPA) del parasitoide, entre

machos y hembras de 4. crassa, a lo largo del perfodo libre de nieve.

*Proporcién de individuos que presentan registro de parasitacién en la poblacién. En este trabajo, se
considera como parasitado un individuo que al menos presente una cicatriz por emergencia- de la larva
parasitoide (C. Veloso, comunicacidn personal).
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Ver si existe relacién entre la CPA de los hospederos con su tamafio corporal,
considerando como variables morfométricas el L, Ly, Ly.¥ my, de los individuos,
durante el periodo libre de nieve.

Establecer si existen diferencias en el posible patrén de emergencia entre
machos y hembras de 4. crassa. Especificamente se analizar4 si existe alguna
preferencia por parte de las larvas para perforar en algin(os) segmentos
corporales especificos del hospedero, y si estas preferencias se encuentran

asociadas al sexo del hospedero.

Objetivos extras (ANEXO0)

Evaluar posibles fluctuaciones en la proporcién sexual durante el periodo libre

de nieve.
Estimar el” dimorfismo sexual con respecto al tamafio (SSD) de machos y

hembras de 4. crassa en cada mes de estudio.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras animales

Se estudié- una poblacion natural de 4. crassa perteneciente a la localidad de
Farellones, R.M., Chile (33°18°’S 70°19°W, 2500 msnm.)., Se realizaron en total seis
salidas de campo en los meses de: noviembre 2011 (2), enero 2012 (2), marzo 2012 (1)
y abril 2012 (1). Para recolectar los animales se revisaron todos los potenciales.refugios
para la especie, los que principalmente consistian en sitios rocosos-asociados al arbusto
Acaena splendens Hook: y Amn. (Rosaceae), ademas de refugios artificiales-como tablas
y plasticos. Se obtuvieron para el andlisis un total de 87, 76, 85 y 99 individuos para el

mes de noviembre, enero, marzo y.-abril, respectivamente.

Parametros morfologicos y CPA

Para cada individuo de 4. crassa se registraron las variables morfométricas: my,
L (desde la parte frontal de la cabeza hasta el final de] abdomen), Ly, L;, ademas de la
CPA y el sexo del animal. Se masé cada individuo utilizando una balanza digital Rite
Weight®'G-SA-TT-50, con una precision de &+ 0,01 g. Las medidas de L., Lsy L fueron
realizadas con un pie de metro manual con precisién + 0,01 cm. Para la medicién de L
y L: se utilizé la pata derecha del mesotérax. El nimero de perforaciones o CPA por
individuo (Fig. 2A y 2B), se evalud por observacion directa para cada una de las
regiones corporales: cabeza, térax, mesotérax, metatérax, segmentos abdominales y

genitalia (Fig. 2C).
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Figura 2: Registro de las cicatrices generadas por la emergencia del parasitoide P.
phasmophagae a lo largo de los segmentos abdominales de una hembra (A) y de un macho (B)
de A. crassa, y segmentos corporales del hospedero (P: Protérax; Meso: Mesotorax; Met:
Metatérax; 1° - 7% primer al séptimo segmento abdominal; G: Genitalia) (C). Fotos: Pedro
Méndez.
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Andlisis estadistico

Para evaluar el efecto del sexo del animal y el mes de captura sobre las variables
morfométricas y la CPA se realizé un anélisis factorial de varianza (ANDEVA) y un
analisis factorial de la varianza utilizando el L. como covariable (ANCOVA),
respectivamente. Luego de efectuar la prueba estadistica de ANDEVA se realizé una
prueba a posteriori de Tukey para comparaciones multiples. Los datos cumplieron con
los supuestos de normalidad y homocedasticidad (Zar, 1996).

Para apreciar posibles diferencias mensuales en el nivel de la IPA entre machos
y hembras de A4, crassa se utiliz6 prueba de Chi-cuadrado.

Con la finalidad de examinar la relacién entre el mimero de cicafrices y el
tamafio corporal, se realizé un andlisis de regresion miltiple (ARM) entre la CPA y las
variables morfométricas, considerando todos los individuos con registro de cicatrices.

Por unltimo, para evaluar si existen o no diferencias en el nivel de CPA presente
por segmento corporal entre machos y hembras, considerando sélo individuos con
registro de cicatrices, se utilizd ANDEVA y una prueba a posteriori de Tukey. Los
datos también cumplieron con los supuestos de normalidad y homocedasticidad (Zar,
1996).

Todos los andlisis se realizaron utilizando el software STATISTICA 7.0

(StatSoft, Inc. 2004), considerando un nivel de significancia a = 0,05 (Zar, 1996).
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RESULTADOS

Andlisis de variables morfométricas

El rango de my, para los machos de 4. crassa considerando todos los meses en el
andlisis fue de 0,36 - 4,2 g, con un promedio de 2,95 + 0,06 g (n = 197), y de 0,28 - 14,5
g con un promedio de 5,60 = 0,27 g (n = 150) para hembras. En machos se encontré un
efecto significativo del mes de muestreo sobre la my, (ANDEVA; mes: F3 193, = 21,4; P
< 0,001), donde. el andlisis @ posteriori de comparaciones multiples reveld que en
noviembre la my promedio de machos es significativamente menor a los otros meses
(Prueba a posteriori de Tukey; P < 0,001) ( Tabla 1). Por ofra parte, el analisis mostré
que la my, de hembras es similar entre meses (ANDEVA; mes: Fs 146y = 2,51; P = 0;06).
Ademas, las hembras de 4. crassa poseen una mayor my que los machos en cada imes
(Prueba a posteriori de.Tukey; P < 0,05) (Tabla 2).

El rango de 1. para los machos fue de 2,22 - 6,90 ¢cm con un promedio de 5,31 +
0,056 cm y de 2,1 - 9,34 cm con un promedio de 6,32 % 0,14 cm para hembras. Existi¢
efecto significativo del mes sobre el L. de machos (ANDEVA; mes: F j03,= 9,51, P <
0,001). El analisis a posteriori de comparaciones multiples reveld que los machos de 4.
crassa del mes de abril presentan en promedio un menor L. en comparacién con los
meses de enero y marzo (Prueba a posteriori de Tukey; P < 0,001 para ambos meses),
sin embargo, éste no difiere del L. medido para el mes de noviembre (Prueba «
posteriori de Tukey; P = 0,717) (Tabla 1). Por otra parte, las hembras de 4. crassa

presentaron diferencias significativas en el L, entre meses (ANDEVA; mes: F,146) =
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5,77, P <0,001), donde el L. de abril fue significativamente menor al de los otros meses
(Prueba a posteriori de Tukey; P < 0,05) (Tabla 1). Ademas, las hembras poseen un
mayor L. que los machos en cada mes (Prueba a posteriori de Tukey; P < 0,05),
exceptuado el mes de abril (Prueba a posteriori de Tukey; P = 0,77) (Tabla 2).

El rango de Ly para los machos fue de 0,35 - 1,22 cm con un promedio de 0,93 +
0,01 cm; y de 0,34 - 1,62 cm con un promedio de 0,99 + 0,02 ¢m para hembras. En
machos se encontré un efecto significativo del mes de muestreo sobre el Ly (ANDEVA;
mes: Fi o3 = 25,3; P < 0,001), donde el analisis a posteriori de comparaciones
multiples revelé que en el mes de noviembre presentan un largo de fémur promedio
significativamente menor a cada mes (Prueba a posteriori de Tukey; P < 0,001) (Tabla
I). También, el Lt del mes de enero de machos fue diferente a marzo (P = 0,041), pero
similar a abril (P = 0,569) (Tabla 1), y el Ls promedio de abril solo difirié con el valor
de noviembre (P < 0,001) (Tabla 1). Por ofra parte, el andlisis mostré que el L¢ de
hembras es similar entre meses (ANDEVA; mes: F,146 = 2,20; P = 0,09). Por dltimo,
no existe diferencia enire sexos en el Ly para cada mes (Prueba a posteriori de Tukey; P
> 0,05) (Tabla 2). -

El rango de I para los machos fue de 0,4 - 1,3 cm con un promedio de 0,88 +
0,012 cm y de 0,25 - 1,5 cm con un promedio de 0,93 + 0,02 cm para hembras. En
machos se encontr¢ un efecto significativo del mes de muestreo sobre el L, (ANDEVA;
mes: Fg 93 = 11,9; P < 0,001), donde el andlisis @ posteriori de comparaciones
miltiples reveld que el mes de noviembre presenta un L, promedio significativamente
menor a cada mes (Prueba a posteriori de Tukey; P < 0,001) (Tabla 1). Por otra parte,

el andlisis revelo que existe efecto del mes sobre el L; de hembras (ANDEVA; mes:
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Fga,146) = 3,16, P < 0,05), donde €l anilisis a posteriori de comparaciones multiples
reveld que noviembre presenta un L; promedio significativamente menor al mes de
enero (Prueba a posteriori de Tukey; P = 0,027) (Tabla 1). Ademas, no existe
diferencia entre sexos en el L; para cada mes (Prueba a posteriori de Tukey; P > 0,05)

(Tabla 2).

Tabla 1: Valores de la Prueba a posteriori de Tukey (ANDEVA) por sexo y mes, para cada
variable morfométrica registrada en individuos de 4. crassa (masa corporal (my), largo corporal
(Lc), largo de fémur (Ly) y largo de tibia (L)), separadas por una linea-diagonal. descendente. En
negrita se indican los valores significativos (P < 0,05).

6\ Noviembre Enero Marzo - Abril

Noviembre |my 0,00177 < 0,001 0,717
* Enero < (0,001 0,870 0,039

Marzo < (,001 0,134 0,002
Abril < 0,001 0,999 0,0627
Noviembre |L; < 0,001 < 0,001 < 0,001
Enero < 0,001 0,767 0,1
Marzo < 0,001 0,041 0,802
Abril < 0,001 0,569 0,455

9- Noviembre  Enero Marzo Abril
Noviembre |m,, 0,557 0,999 0,046
Enero - 0,667 < 0,001
Marzo - - 0,033
Abril - - -
Noviembre |L; 0,027 0,350 0,947
Enero - 0,685 0,079
Marzo - - 0,627
Abril - - -
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Tabla 2: Morfometria del pardmetro masa corporal (ms), largo corporal (L.), largo de fémur
(Lp y largo de tibia (Ly) de individuos de 4. crassa, para los meses de:noviembre (n=51 §;n=
36 Q), énero (n =41 $; n=35 @), marzo (n =51 $;n=34 Q) y abril (n =54 $; n=45 Q)
(Promedio + EE). En negrita- se indica la. significancia del andlisis a posteriori de
comparaciones entre sexos por variables, en cada mes.

Mes Variable ¢ 3 P
Noviembre my 5,38 £+ 0,56 2,27 £ 0,16 < 0,01
L. 6,48 £ 0,29 5,00 + 0,17 < 0,01
Ls 0,91 + 0,037 0,78 £ 0,033 0,076
L, 0,89 + 0,038 0,77 + 0,033 0,47
Enero my 6,35 £ 0,55 3,07 + 0,097 < (0,01
L. 6,99 + 0,21 5,54 & 0,085 <0;01
Le 1,05 £ 0,030 0,94 + 0,023 0,23
L, 1,02 £ 0,031 0,90 = 0,024 0,16
Marzo my 6,30 + 0,56 3,41 + 0,046 < 0,01
L. 6,54 + 0,29 5,65 = 0,056 < 0,05
L; 1,03 + 0,048 1,03 £ 0,013 1,00
L 0,98 + 0,043 0,94 + 0,013 1,00
Abril my 4,66 £ 0,44 3,04 £ 0,073 <0,05
L. 5,52 + 0,27 5,13 + 0,060 0,77
L 0,97 £ 0,048 0,98 * 0,012 1,00
1, 0,890 £ 0,044 0,91 + 0,011 1,00

CPA e IPA a lo largo del periodo libre de nieve

En machos la CPA vario entre 0 y 16 con un promedio de 1,34 + 0,19 (n=197),

mientras que en hembras vari6 entre 0 y 28 con un promedio de 2,59 % 0,39 (n = 150).

Se enconird una correlacion positiva y significativa entre la CPA y el L, (R*= 0,053; P

< 0,01). Por otra parte, la CPA fue similar entre meses (ANCOVA factorial; F3 323y =
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1,53, P =0,21) (Fig. 3). Ademss, el andlisis estadistico no reveld un efecto significativo
del sexo del animal (ANCOVA factorial; F(;,123y= 0,0017, P = 0,97) ni de la interaccién
mes x sexo (ANCOVA factorial; F 123= 0,14, P = 0,94), por lo que no existen

diferencias significativas en la CPA entre sexos por mes al.covariar el L, (Fig. 3).

12
I Hembras
10. - Machos
EN Todos

CPA (Promedio+ EE)
o

Moviembre Enero Maizo Abril
Meses

Figura 3: CPA mensual de hembras, machos y del total de individuos de 4. crassa, (Promedio
+ EE). La CPA fue similar entre meses (ANCOVA; Fg 123)= 1,53, P = 0,21). Ademés, el an4lisis
estadistico no revel6 un efecto significativo del sexo del animal (ANCOVA; Fyy 123= 0,0017, P
=0,97) ni de la interaccion mes x sexo (ANCOVA; F 23= 0,14, P = 0,94).
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Al analizar la IPA del mes de noviembre se encontré que existe una diferencia
significativa en las proporciones de individuos parasitados por sexo () =7,14; g/ =1; P
< 0,01), donde la razén de hembras parasitadas es mayor que ld razén de machos
parasitados (Tabla 3). En los otros meses, en cambio, la proporcién de la IPA fue
similar en ambos sexos (x2 =0,371; gl = 1; P > 0,05 (enero), xz =1,04; gl =1, P> 0,05
(marzo), xz = 2,02; g/l = 1; P> 0,05 (abril)). Por otra parte, no se encontraron diferencias
significativas al comparar las frecuencias relativas de la IPA entre sexos por mes (3 =

1,36; gl = 3; P> 0,05).

Tabla 3: Incidencia Parasitaria Aparente (IPA: n® de individuos con cicatrices) relativa al sexo
de individuos de 4. crassa por mes (%).

IPA (%)
Sexo Noviembre Enero Marzo Abril
Machos 29,4 (n=15) 122(m=5) 471(n=24) 389(n=21)
Hembras 55,6 (n=20) 143(n=5) 559Mm=19 51,1n=23)
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Relacion entre el tamario corporal y la CPA

El andlisis de regresion multiple mostr6 una correlacién positiva y
significativamente solo entre la CPA y el L, al considerar el total de individuos con
cicatrices (R*= 0,053; P < 0,01) (Fig. 4). Sin embargo, el analisis no mostrd correlacion
significativa entre la CPA 3; el L. al considerar cada sexo en particular (ARM; machos:
R? = 0,016, P = 0,74; hembras: R* = 0,026, P = 0,1) (Fig. 5). No obstante, hubo una
relacion significativa y positiva entre la CPA y el Lyde hembras (ARM; R>= 0,071, P <

0,05), y entre Ia CPA y la my, de machos (ARM; R? = 0,071, P < 0,05).

30 4
25 -
20 + Sed

15 4 +

CPA (N)
*

10

Lc (cm)

Figura 4: CPA: de individuos de 4. crassa segin su L (cm) durante el periodo libre de nieve (y
=1,0863x - 1,8882; R* = 0,053; P <0,01).
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Figura 5: CPA por sexo de individuos de 4. crassa segin su L. (cm), durante los meses libres
de nieve. Hembras-(A): y = 1,0549x - 1,5584, R> = 0,016, P = 0,74; Machos (e): y = 0,3381x

+2,1746, R* = 0,026, P=0,1.
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Distribucion de la emergencia parasitoide a lo largo del cuerpo de A. crassa

Con respecto a la CPA presente en cada segmento corporal; se observa un efecto
significativo del segmento (ANDEVA factorial; Fg, 114y = 3,62, P'< 0,001), pero no del
sexo del animal (ANDEVA factorial; Fq, 114y = 2,88, P = 0,092). Sin embargo, la
interaccion segmento x sexo resultd ser estadisticamente significativa (ANDEVA
factorial; Fg, 114y = 2,13, P < 0;05). Cuando comparé Ja CPA presente por segmento
corporal entre sexos, solamente encontré diferencias significativas-en el 3* segmento
abdominal (Prueba a posteriori de Tukey; P = 0,024), siendo las hembras las que
registraron en éste una-mayor CPA (1,18 £ 0,21 hembras; 0,58 + 0,10.machos) (Fig, 6):
Enellas, el 2% segmento abdominal obtuvo el mayor registro de CPA, siendo similar al
1¥, 3* y 4" segmento abdominal. Ademés, solo las hembras presentaron perforaciones
en la regién protoracica y en el 5 segmento abdominal. En machos, la mayor cantidad
de CPA se observé en el 1% segmento abdominal, el cual fue significativamente similar
al metatérax, 2% y 3% segmento abdominal. Las zonas corporales sin registro. de
perforaciones, fueron: la cabeza, el 7™ segmento del abdomen y la genitalia, para

ambos sexos, y. el 5° y 8" segmento abdominal de forma adicional para machos (Fig.

6).




15 1

HEHembras

BMachos

1,25
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0,5

CPA (Promedio + EE)

0,25

Segmento corporal

Figura 6: Cicatrices del exoesqueleto registradas por segmento corporal en hembras y machos
de 4. crassa, considerando sélo individuos con parasitacién aparente (n = 132), durante el
periodo libre de nieve (Promedio + EE). Pro: Protérax, Meso: Mesotérax, Meta: Metat6rax, 15—
6": primer al sexto segmento del abdomen. (*) Exclusivamente en el 3 segmento abdominal
existieron diferencias significativas entre sexos (Prueba a posteriori de Tukey; P = 0,024).
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DISCUSION

La emergencia de las larvas de P. phasmophagae desde el cuerpo de 4. Crassa,
singularmente y contrario a lo establecido para una estrategia parasitoide, no determina
la muerte de su hospedero bajo condiciones naturales. El chinchemolle cicatriza: las
heridas dejadas en sn exoesqueleto por el surgimiento de las larvas, definiendo a lo
largo de su cuerpo registros o “huellas” del fenémeno de emergencia entre dos eventos
de muda. Esta situacion particular, establece una potencial herramienta, indirecta y poco:
perturbadora, para observar pafrones de emergencia determinados por el registro de
cicatrices, que permite evaluar los niveles aparentes de la carga parasitaria e incidencia
parasitaria de sus poblaciones. Adicionalmente, los chinchemolles presentan un
dimorfismo sexual con respecto al tamafio y la forma, donde las hembras som mas
grandes que los machos, caracterfstica relevante que puede diferenciar tanto la
asignacion de recursos hacia el parasitoide como el consecuente patrén de emergencia

de las larvas.

CPA e IPA en individuos de A. crassa a lo largo del periodo libre de nieve

La JPA obtuvo valores similares entre sexos y cercanos al 50% en cada uno-de
los meses, excepto en noviembre, donde la IPA de machos fue menor que la de
hembras, es decir, en machos se registr6 un menor ntimero de cicatrices. El rr;es de
noviembre se destaca por el gran nimero de machos ninfales encontrados, los que

condicionaron valores promedios mas bajos de las variables my, L. , Ls y L en este
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periodo. Las ninfas en general presentan baja o-nula CPA, situacién relacionada con su
atn activa capacidad de mudar. Seglin Vera y Camousseight (2008), los individuos
pertenecientes al género Agathemera consumen su exuvia después de mudar, borrando
asi el registro de cicatrices presentes en su exoesqueleto (C. Veloso, comunicacién
personal). Esta capacidad de muda explicaria ademas la escasa IPA en ambos sexos en
el mes de enero. Exclusivamente en este periodo se observaron organismos recién
mudados, caracterizados por ser blandos y griséceos, pertenecientes a diferentes rangos
de tamadio (C. Reyes, observacién personal), los que determinaron un bajo registro de
individuos con cicatrices. Es. probable que un evento poblacional de muda em rangos
etarios multiples habrfa disminuido la cantidad de hospederos que presentan CPA en
esta temporada. Adicionalmente, el sesgo en el registro de cicatrices explicaria que los
niveles de IPA no sean similares a la incidencia parasitaria directa cercana al 100%
registrada en sus poblaciones (Thienel, 2010). No obstante, en los meses de noviembre,
marzo y abril se observa que gran parte de la poblacion posee CPA. Considerando sélo
los animales que presentaron cicatrices, existe un continuo en el niimero de emergencias
de larvas parasitoides a lo largo del periodo libre de nieve (sesgado por el posible
evento poblacional de muda registrado en enero), a pesar de las diferencias térmicas
presentes entre meses, por lo que se rechaza la hipétesis de estacionalidad.
Seguramente, y visto desde una perspectiva ecoldgica, el posible continuo en el niimero
de emergencias a lo largo de los meses estaria relacionado con el “control” que puede
existir en la relacién parasitoide-hospedero. Por una parte, 4. crassa podria estar
seleccionando temperaturas sub-Optimas para el rendimiento del parasitoide (aunque

puedan existir compromisos de rendimiento para si mismo) (Zamorano, 2009). De este
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modo, las temperaturas de los microambientes seleccionados podrian influir de forma
mas directa en la emergencia de P. phasmophagae que las variaciones térmicas a lo
largo de las estaciones. Una situacién similar es observada en los abejorros obreros de la
especie Bombus terrestris Linnacus (Hymenoptera: Apidae), los cuales son parasitados
por moscas condpidas (Diptera: Conopidae), en época de verano (Miiller y Schmid-
Hempel, 1993). Los obreros parasitados seleccionan temperaturas bajas, subdptimas
para el parasitoide, manteniéndose fuera de sus nidos durante la noche. De esta forma,
aumentan su tiempo de vida disminuyendo las oportunidades de la mosca para
desarrollarse exitosamente (Miiller y Schmid-Hempel, 1993).. Como opcién inversa, el
continuo de emergencia podria ser visto como un “control” por parte del parasitoide
sobre ¢l hospedero. Esta alternativa es vislumbrada en parasitoides koinobiontes,. los
cuales dirigen conductualmente al hospedero parasitado hacia sitios donde las
condiciones ambientales son més favorables para su desarrollo (Hance y col., 2007). Por
ejemplo, cuando el lepidéptero Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera: Noctuidae) es
parasitado por el taquinido Eucelatoria bryani Sabrosky (Diptera: Tachinidae), éste se
entierra para evadir las altas temperaturas de la superficie del suelo, y lo hace antes que

sus conespecificos no parasitados (Reitz y Nettles, 1994).

¢ Existe preferencia de P. phasmophagae por algiin sexo en particular de A. crassa?

Aunque las hembras registran mayor CPA promedio que machos en cada mes,
cuando se descarté el efecto del largo corporal se enconird que no existen diferencias

entre sexos en lo que respecta a la CPA. Esta situacion mas los indicios de similitud en

30




la IPA entre sexos, permitirian indicar que si la hembra parasitoide oviposita
directamente en el hospedero, no existirfa seleccién hacia algin sexo en particular,
reforzando de esta manera la idea de que P. phasmophagae presentaria méas bien algiin
tipo de oviposicién indirecta, fuertemente relacionada con la postura de microhuevos en
las plantas que consume el hospedero, como se describe para el género Phasmophaga,
por lo que se rechaza la Hipdtesis de preferencia sexual. Visiblemente, el hecho de que
individuos més grandes registrén mas CPA se relaciona con su mayor capacidad para
ingerir alimento, la que aumentaria la probabilidad de tragar accidentalmente una mayor
cantidad de huevos del parasitoide (C. Veloso, comunicacién personal).
Adicionalmente, ya que poseen tamafios corporales superiores, ofrecerfan mayores
recursos de alimento y espacio para un dptimo establecimiento y desarrollo de 1a larva
parasitoide (Godfray, 1994; Stireman y col,, 2006).

La estrategia indirecta, facilitaria la parasitacion de hospederos inaccesibles (e.g.
los que presentan actividad nocturna, como sucede con 4. crassa (Camousseight,
1995)), reduciria los tiempos de biisqueda de hospederos y aminoraria los potenciales

dafios que ocurririan al momento de la oviposicion (Stireman y col., 2006).

CPA y tamario corporal del hospedero

Considerando el total de individuos, existié una asociacién positiva y
significativa entre el L. y la CPA. Sin embargo, ni las hembras ni la machos en
particular presentaron asociacién positiva enfre estas variables. Esta situacién se

explicatia por la reduccion del espectro de tamafios, ya que la CPA registrada se limita a
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rangos mayores de L. en ambos sexos (siendo este rango més acotado en machos).

Como se dijo anteriormente, el tamafio corporal del hospedero es sefialado como
un estimador de la cantidad y calidad nutricional de recursos que necesita la larva
parasitoide para su desarrollo 6ptimo, ya que es el tnico recurso que utiliza, por lo que
hospederos mas grandes ofrecerian mejores condiciones para una emergencia larval
exitosa (Charnov, 1982; Nicol y Mckauer, 1999). De esta manera, €l tamafio corporal
definiria la carga parasitaria maxima que puede soportar un hospedero (Godfray, 1994).
Los datos analizados apoyan este planteamiento, mostrande que las hembras de A.
crassa obtuvieron un registro considerable de CPA, ya que poseen tamafios corporales
mayores que-machos. Consecuentemente, e incorporando como fundamento la mayor
capacidad para comer de los individuos més grandes, se aprueba la Hip6tesis del tamario

corporal,
Emergencia larval a lo largo del cuerpo de A .crassa

La region metatoracica y los primeros segmentos abdominales presentaron el
mayor registro de perforaciones en-ambos sexos del hospedero. Esta situacion, puede
estar relacionada con la estrategia de oviposicidn indirecta descrita para algunos
taquinidos del genero Phasmophaga, explicada anteriormente. Por ejemplo, Baronio y
Campadelli (1979), detallan el ciclo de vida de Pseudogonia rufifrons (Wiedemann)
(Diptera: Tachinidae), una mosca parasitoide que ocupa este tipo de estrategia, en donde
huevos ingeridos accidentalmente eclosionan por accién mecénica y del pH en la regién
anterior y media del intestino de su hospedero Galleria mellonella (Linnaeus)

(Lepidoptera: Pyralidae); posteriormente, la larva de primer estadio rompe la pared
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intestinal para ubicarse en la musculatura abdominal, evitando asi la encapsulacién por
hemocitos (citado: por Dindo, 2010). Las larvas de taquinidos, al no presentar
mecanismos supresores de] sistema inmune, deben ubicarse en regiones donde no sean
afectadas por éste, como ganglios, musculos o glandulas y/o tener contacto con aire
fresco a-través de “embudos” que se conectan a las traqueas del hospedero (Salt, 1968;
Freener y Brown, 1997). Esta tiltima caracteristica esta presente en las larvas de P.
phasmophagae, las cuales utilizan estos tubos respiratorios en cada uno de sus estadios,
incluso cuando se encuentran encapsuladas por hemocitos. Sin embargo, se ha
observado que esta especieno utiliza sitios de resguardo especificos, si no que més-bien
se encuentra activa en diversas regiones del cuerpo de su hospedero (incluyendo el
hemocele) (C. Veloso, comunicacién personal). Por esta razén, el patrén de emergencia
a lo-largo del cuerpo 4. crassa no estaria relacionado con el comportamiento de
resguardo, sino que mds bien dependeria del impedimento mecinico que ejerce el
exoesqueleto en ciertas regiones del cuerpo durante el proceso de emergencia. Por
ejemplo, el mayor registro de CPA se encontrd en el abdomen de los insectos, el cu:al se
caracteriza por ser liso y blando, esencialmente en los sitios de unién de los segmentos
abdominales. Ademds el metatérax, al presentar una superficie mayoritariamente rugosa
y dura (Camousseight, 1995), tinicamente exhibi6 registro de cicatrices en 4reas. blandas
que rodean los puntos de insercidn de extremidades.

Aunque se encontraron diferencias entre sexos en el namero de cicatrices del 3%
segmento abdominal, no existe un patrén intersexual diferencial marcado de la
emergencia larval. En ambos sexos las larvas prefieren sitios similares de erupcién, lo

que estaria relacionado con la activa conducta de biisqueda de regiones blandas en el
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exoesqueleto, la alta movilidad de las larvas en el hemoceloma y los altos niveles de
incidencia parasitaria directa que hay en ambos sexos (Zamorano, 2009; Thienel, 2010).
La diferencia en el niimero de perforaciones registrada entre sexos en ¢l 3° segmento
abdominal seria explicada por el mayor volumen abdominal que presentan las hembras
en esta regién: se describe que las hembras tienen muy engrosada Ia base del abdomen,
donde los primeros segmentos abdominales tienen el mismo ancho que el metatorax

(Camousseight, 1995).
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CONCLUSIONES “

Existiria un continuo en los niveles de CPA en la poblacién de 4. crassa
a lo largo del periodo libre de nieve, sesgado por la ocurrencia de un
evento de muda en enero. Por lo tanto, se rechaza .la. Hipétesis de

estacionalidad,

No existe diferencia de CPA entre sexos por mes al controlar el efecto.
del tamafio corporal diferencial, por lo que no existiria- seleccion
parasitoide hacia algiin sexo en particular de hospedero estimulada por
sefiales sexo-especificas. De esta manera se refuerza la idea de que P.
phasmophagae presenta una. estrategia indirecta de oviposicion de
microhuevos en el alimento del hospedero fitofago. Se rechaza la

Hipotesis de preferencia sexual,

La IPA en las poblaciones de 4. crassa es similar entre sexos y llega a

niveles cercanos al 50% en la mayor parte del periodo libre de nieve.

La CPA posee asociacion significativa y positiva con el largo corporal al
considerar el total de individuos con cicatrices. Los. individuos con
tamafios corporales mayores permiten soportar CPA altas, ya que oftecen

mejores reservas energéticas y de espacio para las larvas parasitoides.
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- Por esta razén, animales adultos soportarfan una mayor carga parasitaria

que las ninfas. Se acepta la Hipdtesis de tamafio corporal.

» La mayor parte de las larvas de P. phasmophagae prefirieron como: sitio
de emergencia desde la regién metatoricica hasta el 3% segmento
abdominal del cuerpo de 4. crassa, situacién que se relacionarfa con la
bisqueda de areas blandas en el exoesqueleto del hospedero, ubicadas
especificamente en los sitios de unién de segmentos abdominales.y en las

zonas de insercion de patas en el torax.

» Solo existieron diferencias en-la CPA por segmento corporal entre sexos
en el 3 segmento abdominal del hospedero, por lo que no se observé un
patrén de emergencia diferencial importante de la larva parasitoide entre

los hospederos dimérficos sexualmente,
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ANEXO

De forma complementaria, se evalué la proporcién sexual y el dimorfismo sexual con
respecto al tamafio (SSD)- de los individuos de 4. crassa, para contribuir con el escaso.

conocimiento de historia natural que poseemos sobre este fasmido endémico.

MATERIALES Y METODOS

Muestras animales y medicion de pardmetros morfométricos

Explicados en la seccidn de-Materiales.y Métodos del presente seminario de titulo.

Andlisis estadistico

Con la finalidad de determinar si existe una desviacién significativa con respecto a una
proporcién esperada de sexo 1:1, de forma mensual y total, se wtilizé una prueba de Chi-
cuadrado (y°):.Para estimar el SSD, se ocupd el indice de Lovich-y Gibbons (1992),
donde SSD = (tamafio de sexo més grande / tamafio del sexo més pequefio) — 1, siendo
el valor obtenido positivo cuando hembras son el sexo més grande, y negativa cuando
los machos son el sexo mayor. Como las hembras de 4. crassa son mas grandes que los
machos, se calcul$ el indice como: SSD = (promedio de la my (g) de hembras/ promedio

de la my, (g) machos) — 1, para cada uno de los meses estudiados.
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RESULTADOS

En total, la proporcién de sexos fue de 1 Macho: 0,76 Hembra, encontrandose
una diferencia significativa de la proporcién esperada 1:1 (3* = 6,1; gl = I; P < 0,05)
(Tabla 1, ANEXO). Sin embargo, el analisis estadistico reveld que en cada uno de los
meses no hubo diferencia en la proporcién Macho: Hembra, considerando el total de
individuos (3 = 2,25; gl = I, P'= 0,13 (noviembre), y* = 0,474; gl=1; P = 0,49 (enero),
x* = 3,01; gl = 1; P = 0,083 (marzo), y* = 0,647; gl = 1; P = 0,42 (abril)) (Tabla 1,

ANEXO0).

Tabla 1(ANEXO): Frecuencias de hembras y machos, valores de Chi-cuadrado (%) y
proporcién sexual de individuos de 4. crassa por mes de estudio.

Proporcién
Mes Hembras Machos Total y¥* Macho : Hembra
Noviembre 36 51 87 2,25 1:0,70
Enero 35 4] 76 0,474 1:0,85
Marzo 34 51 g5 3,01 1:0,67
Abril 45 54 99 0,647 1:0,83
Total 150 197 347 5,1 1:0,76

Como se esperaba para 4. crassa, las hembras fueron més grandes que machos
en todos los meses estudiados, dado que los valores del indice de SSD fueron mayores

que cero (SSD = 1,36 (noviembre); 1,10 (enero); 0,85 (marzo); 0,53 (abril)).
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DISCUSION

Proporcion sexual de la poblacion

La proporcién sexual encontrada durante los meses de estudio fue significativamente
diferente a una proporcién 111 (1:0,76 Macho: Hembra). No obstante, en cada mes las-
proporciones son cercanas a la proporcién 1:1, aunque con una ter}dencia hacia una
mayor proporcién de machos. En términos de las fuerzas selectivas que podrian mediar
esta situacion, Fisher (1958), establece que sera ventajoso para un individuo producir
una descendencia con una proporcién 1:1, ya que éstos, en promedio, perpetuaran
equivalentemente el genoma de sus padres, siempre y cuando la seleccién favorezea a
aquellos que inviertan lo mismo para producir cada sexo (citado por Thornhill y Alcock,
2001).

Sin embargo, y aunque en cada mes machos y hembras poseen una proporcién
estadisticamente similar a una proporcién 1:1, existe una notoria tendencia hacia una
mayor cantidad de machos que de hembras, que se expresa claramente al aumentar el
niimero de individuos evaluados. Esta orientacién hacia algiin sexo en particular es
notoria en muchos taxa (e.g. fasmidos (Sivinski, 1977), lepidépteros (Dyson y Hurst,
2004), anfibios (Lodé y col., 2004), ungulados (Clutton-Brock y col,, 1997) y aves
(Donald, 2007)), y puede afectar a los individuos adultos en la eleccién de apareamiento
y en la competencia entre machos, ya que influye en la tasa de encuentro con una
potencial pareja o con un macho competidor, especificamente (Klug y col., 2010). Por

ejemplo en grillos, una proporcién sesgada a machos aumenta Ia competencia macho-
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macho y la selectividad de la hembra (Gwynne, 1984). En general en fasmidos, los
machos tienden a alcanzar Ja madurez en menos tiempo, y si consideramos que las tasas
de mortalidad son constantes y equivalentes para ambos sexos, deberian encontrarse
menos hembras maduras que machos maduros, por lo que la proporcién sexual
operacional® tenderia a machos (Thornhill y Aleock, 2001). Sivinski (1977), al estudiar
el fasmido Diapheromera velii Walsh (Phamatodea: Heteronemiidae), se dio cuenta que
en ciertas épocas del afio éste puede alcanzar proporciones Macho: Hembra superiores a
4: 1, debido a la maduracién temprana de machos y a la depredacién selectiva de aves.
Especificamente en 4. crassa, Thienel (2010) muestra la existencia de una proporcién
operacional Macho: Hembra de 2:1, similar a lo encontrado en este estudio, que se
relacionaria con el dimorfismo entre-sexos en lo que respecta a tiempos de desarrollo, y

que se comporta de forma independiente con la duracién de la cépula en esta especie.

Dimorfismo sexual en A. crassa

Los resultados encontrados avalan el dimorfismo sexual, ya que los valores del
fndice de SSDrfueron todos positivos, confirmando asi el mayor tamafio de las hembras.
Estas masaron significativamente mas que machos en todos los meses estudiados,
llegando a tener aproximadamente el doble de masa promedio desde noviembre a
marzo. También fueron significativamente mas largas que machos en los meses de

noviembre, enero y marzo. Sin embargo en el mes abril, aunque existieron diferencias

¢ Proporcién entre el niimero de machos activamente reproductivos con el niimero de hembras fértiles,
abarcando solo un subgrupo del total de adultos.en la poblacién (Kvarnemo y Ahnes;js, 1996).
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significativas para la m, éstas no se detectan para el L., ya que machos y hembras
tuvieron un valor promedio similar.

El dimorfismo sexual es descrito como una caracteristica comun en muchas
especies de fasmidos, donde los machos son mas pequefios que hembras cuando la
fecundidad esta relacionada con el tamafio corporal (Bedford, 1978; Sivinski, 1978).
Segim Sivinski (1978), cuando los nichos de machos y hembras son muy similares el
grado de dimorfismo es una consecuencia de las mayores presiones reproductivas que
recaen sobre machos, como lo son maximizar la tasa de encueniros con hembras, tener
la habilidad de invertir recursos para el éxito d& obtencién de progenie y/o mantener
copulas con agresiones. Estas presiones, en general, dan como resultado que fasmidos
machos presenten tiempos de desarrollo. postembrionarios reducidos que determinarian
tamafios corporales menores, condicién que lés permitiria llegar a la madurez sexual
con menos costos (Bedford, 1978; Sivinski, 1978; Thornhill y Alcock, 2001).

Alternativamente, variables ambientales como el clima u otros factores
ecologicos pueden afectar de forma desigual la ontogenia de machos y hembras,
generando variaciones en el grado de plasticidad que pueden exhibir como respuesta a
estos cambios, surgiendo de esta manera niveles dimorficos heterogéneos (Fairbairn,
2005; Fox- y Czesak, 2006). Factores como temperatura o calidad de dieta,
determinarian respuestas desiguales establecidas por canalizaciones adaptativas de
rasgos diferentes entre sexos (Fairbajrn, 2005; Teder y Tammaru, 2005). Por ejemplo,
las mulitas de agua Aquarius remigis (Say) (Hemiptera: Gerridae), tienden a canalizar
de forma sexo-especifica rasgos relacionados con la adecuacién biolégica cuando la

temperatura varia: las hembras en la longitud del abdomen y los machos en la longitud
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de Ja genitalia (Fairbairn, 2005). La induccién de SSD por variaciones térmicas,
también se ha observado en Callosobruchus maculatus (Fabricius) (Coleoptera:
Bruchidae), donde los machos son més sensibles que hembras a esta variacion,
reconociéndose mayor dimorfismo a temperafuras intermedias (30°C), y menor
dimorfismo a temperaturas menores (20°C) (Stillwell y Fox, 2007).

En el género Agathemera el dimorfismo sexual se indica como una rasgo
caracteristico de grupo (Camousseight, 1995). Ademés, para la especie A.
mesoauriculae, se han registrado tiempos de desarrollo postembrionarios menores para
machios, los que duran aproximadamente 110 dias, con un méaximo de seis estadios
reconocidos hasta llegar a imago, mientras que las hembras tienen un periodo de 139
dias, con siete estadios (uno m4s que machos para alcanzar la madurez sexual) (Vera y
Camousseight, 2008). Este desarrollo a corto plazo en machos, posiblemente presente
en 4. crassa, més los bajos valores promedio de L. de hembras, pueden ser fundamentos
que expliquen la igualdad significativa del L, entre sexos en el mes de abril. En el
periodo libre de nieve constantemente se observd que gran parte de los machos se
encuentra en un range de tamafio- mayor (4 - 7 cm de L), mientras que las hembras
presentan tamafios corporales diversos (con valores similares de my, y Ls entre meses),
registrando solamente éstas, por ejemplo, individuos con tamafios menores a 3 cm en
abril, lo cual supone la aparicidn de una nueva clase etaria de ninfas. Estas menores
proporciones de tamafio contribuirian a que hembras exhiban en promedio L, similares
a machos en este mes. La diversidad en la composicién etaria de las poblaciones podria

estar relacionada con alta produccién de huevos descrita en muchas especies de

fasmidos, estrategia que da a suponer que muchos especimenes no alcanzarjan la
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maduracion (Bedford, 1978). Tal vez por esta razén algunas especies de palotes, como
Lamponius portoricensis Rehn (Phasmatodea: Phasmatidae), se reproducen durante
todo el afio, generando a cada momento clases etarias mixtas en las poblaciones (Willig
y col., 1986). Conjuntamente, Camousseight (1995) establece que la heterogeneidad de
estadios de los individuos pertenecientes al género Agathemera supondria largos
tiempos de desarrollo relacionados con los extensos perfodos invernales que soportan
algunas de estas especies, las que incluso permanecen bajo nieve algunos meses.
Finalmente, aunque las hembras presentaron tamafios mayores que machos, estas
no les superaron en el tamafio de las extremidades ya que no hubo diferencias entre
sexos en el valor del Ly y L; en todos los meses. Fundamentos para esta esta situacién
serfan el desarroilo acelerado de machos y la presencia de una alometria. positiva con

respecto el tamafio en las extremidades de machos (C. Veloso, comunicacién personal).
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CONCLUSIONES

* Al considerar la poblacién total, 4. crassa posee una proporcion sexual que
tiende a machos y que difiere significativamente de una proporcién 1:1 macho:
hembra. Se espera que exista una proporcién operacional donde los machos
superen en nimero a las hembras, debido a que los primeros poseen tiempos mas

cortos que éstas para alcanzar la madurez sexual,

* Se reafirma la existencia de un marcado dimorfismo sexual con respecto al
tamafio en 4. crassa, donde las hembras fueron mas grandes que los machos en

cada uno de los meses estudiados.

* A lo largo del pericdo libre de nieve las hembras presentaron mayor diversidad
de rangos de estadios en cada uno de los meses de estudio, mientras que los
machos al avanzar la- temporada se establecieron solamente en estadios
superjores, situacién que concuerda con el desarrollo diferencial con respecto al

dimorfismo sexual presente en fismidos.
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