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En la evolucion, la trama se entrelaza,

cada ser, un eslabdn que el misterio abraza.
Diminutas, las avispas en su danza,

forjan en la sombra, con gracia, su balanza.

En la vastedad de su ser, aunque pequenas, se enaltecen,
sus mentes, un cumulo de sabiduria ofrecen.

Su vuelo, ligero y efimero, un destello fugaz,

en el misterio de la evolucion, su risa resuena, audaz.

Asi, en el reino de lo infimo, con ternura se relata
cada vida, en un poema que el universo enlaza.

La fantasia se funde con la ciencia, en armonia,
y en las avispas, hallamos la mds dulce poesia.

- Elian Shielle Ravel



DEDICATORIA

Este trabajo de graduacion es resultado del apoyo y la confianza de tres personas

fundamentales en mi vida, y estd dedicado a ellas:

A mi mama, Nathalie, gracias por estar siempre ahi, con tu apoyo constante y tus
consejos sabios. Tu presencia ha sido la luz en mi camino, guidndome en cada decision.
Eres y serds siempre mi mayor ejemplo a seguir. Este es un logro alcanzado con el amor

incondicional y la confianza que me has dado.

A mi hermana, Katherine, cdmplice y confidente en incontables historias. Me has
acompanado en cada aventura de la vida. Eres mi companera en el mundo de la ciencia.
Gracias por los invaluables momentos compartidos y por ser una fuente de inspiracion
sin fin. Tu ejemplo de determinacién y tu respaldo han sido muy importantes en mi

camino hacia este logro.

A uno de los amores mas grandes de mi vida, mi tio bisabuelo Alfonso, Q.E.P.D., porque
tu amor me permitid seguir adelante siempre. Sigues siendo el recuerdo mas precioso
de mi vida y la fuerza detras de mi determinacidon para estudiar y superarme. Este

triunfo también es tuyo, un eco de tu legado y del amor que me diste.



AGRADECIMIENTOS

A mi familia, gracias por todo su apoyo incondicional, especialmente a mi mama
Nathalie Ramos, a mi abuelo, Armando Ramos, mis hermanos, Carlos y Katherine, y a
mis tios, Armando Ramos e lveth Palma, quienes creyeron en mi y me ayudaron con la
oportunidad de entrar a esta carrera con una beca y la seguridad de que siempre
contaria con ellos para cualquier cosa. Gracias también a mis tios, Rafael Arauz y
Yaribeth Ramos, quienes me han dado su apoyo siempre para lograr mis suefios y metas
desde nifia. Por esto y mucho, mucho mas, gracias eternas a todos por sus ensefianzas

y por ser una inspiracion de vida. Los amo muchisimo.

A Pradiip, mi pareja, encontrarte ha sido uno de los mayores regalos de la vida y
compartir mi camino contigo es un verdadero honor. Gracias por tu apoyo
incondicional, tus incontables bromas y palabras de aliento; por siempre creer en mi,
por soflar conmigo sobre el futuro de este trabajo. Gracias por todas las veces que lo
leiste detalladamente, por tus correcciones y tu amor durante mis ensayos; por tu
orgullo cuando hablas sobre mi y este estudio. Gracias por acompanarme siempre
cuando se me dificultaba alguna parte, por darme lo mejor de tiy ser uno de los pilares
mas fuertes y hermosos de mi vida. Gracias por cuidar de nuestra bella familia, hasta
ahora con dieciséis patitas de amor, mientras le dedicaba horas y horas a este trabajo.

Te amo inmensamente.

A mis asesores de tesis, Dra. Aidamalia Vargas, Dr. Dumas Galvez, y el Dr. Armando
Castillo por su invaluable asesoria. Su dedicacién ha sido fundamental para la
culminacidn exitosa de este proyecto; sus consejos han llevado a este trabajo a estar a
la altura de los estandares académicos y a representar el espiritu de la investigacion
cientifica. También, agradezco especialmente al Dr. Armando Castillo, quien no solo me
brindd su guia para el desarrollo de la tesis, sino quien también me ha escuchado

Vv



atentamente durante estos afios de estudio, siendo un amigo, un maestro y una

persona en quien confio ampliamente para la ciencia y para la vida misma.

A mis amigos, quienes durante todos estos afios de carrera y trabajo de graduacién me
han brindado su apoyo sincero. Quienes siempre han estado ahi para darme fuerzas y
palabras de aliento. A Alex, porque mi experiencia en la licenciatura fue inolvidable
junto a ti. Gracias por las noches eternas de estudio, los dias con risas en las clases, los
proyectos que hicimos juntos y la increible amistad que nacié en nosotros. Gracias por
ser mi apoyo siempre y por hacer de la experiencia universitaria la mejor que pude
imaginar. A Ramsés Villarreal, gracias por siempre ser paciente y animarme a dar lo
mejor de mi, por todas las ocasiones en las que te quedaste estudiando conmigo,
inventando canciones con las que pudiese aprender mejor la informacién. A Jhair
Quezada, porque sé que puedo contar contigo siempre. A Tanisha Pérez, a quien
considero una hermana, gracias por acompafiarme en este camino; la experiencia en
INDICASAT - AIP jamds habria sido la misma sin ti. A Paola Visuete, quien siempre me
ha dado palabras hermosas de guia y dnimo, gracias por siempre darme una amistad
tan hermosa. Los amo incondicionalmente y les agradezco su amistad durante todos

estos anos.

Al Prof. Néstor Méndez, Q.E.P.D., quien abrié mi mente y corazén a la biologia. Gracias
por ser mi maestro, por despertar en mi la curiosidad, por ensefiarme a ver la ciencia

con infinitas posibilidades. Llevo conmigo sus ensefianzas y lecciones de vida siempre.

Vi



iNDICE GENERAL

RESUIMEN ...t ettt e ettt s e e ettt s e ettt s e eeeba s eeeanaeseeeannneeeennanseanennnns 1
ABSTRACT ...ttt e e ettt e e e etb s e e ettt s e e eaaa s e e teba e eeann e eetaaeeaaraeeenanaans 3
INTRODUGCCION ...ttt ettt ettt eneee 5
JUSTIFICACION ..ottt ettt ettt n s 7
OBJETIVOS ...ttt et e e e e e s e e e e s e e e e s e n e e e e e e nnnneeeesnnneeeannns 8
2.1 ODbjJEtiVO GENEIAL.........ooeiiiiiii it e e e e e e e et e e e e e e e e s 8
2.2 Objetivos ESPECIFICOS ......uuuueiiiiiiiiiiiiiiei e e e e e e e e et e e e e e e eeeesaat e s 8
CAPITULO I. MARCO TEORICO .........covmieiiietieiriticieisicietsetee ettt 9
1.1 Historia de los estudios del proceso de miniaturizaciéon en animales........................... 9
1.2 éQué es laalometria? yReglade Haller..............ooovviiiiiiiiiiiieccee e, 19
s Y (o T 1= - T 19
1.2.2 Regla de Haller y su excepcion en Trichogramma evanescens ............eeeeeereeeennnns 21

1.3 Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) y su sistema nervioso ............... 24
1.3.1 El limite de la miniaturizacidn: gasto energético y posibles soluciones................ 26

1.4 Telenomus podisi (Hymenoptera: Platygastridae) ............ccccovvvvvvieeeiiiiiiveiiiiiiieeeeeenees 30
1.5 Trissolcus spp. (Hymenoptera: Platygastridae) ..........cccoeeveiiiiiiiiiiiiceieiiiiieeiiiieeeeeeeeees 32
1.6 Inmunofluorescencia y microscopia confocal .............cccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiee e, 34
1.7 Importancia ecoldgica y econdmica de 1as avispas ..............ceevvveevriiiiiiirieiieiieiieeennennnn, 39
CAPITULO Il. METODOS Y MATERIALES .........cocotuiieiimiieininincietniceeiesste et ciesseesesenas 41
% O 1L 1Yo e [ 1V [« T TNt 41
3.2 Procesamiento de cerebros e inmunomarcaje..........cccccevvveeeeiiieeeeeiviiieee e 41
3.3 Microscopia CoONFOCAl ............uuuuiuiii s 43
3.4 Andlisis de datos y procesamiento de imagenes.............ccccoeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeennn 44
3.4.1 Reconstruccion tridimensional ...........cciiviiiiinnneeeeiiiiiinnneeeeseeeesne. 44
3R 307 2 |/ =T o 1ol o T3 = Y 44
3.4.3 Analisis @StadiStiCOS....ccccerriiiiiiiiiirnnnneiiiiiiiiiissnneeetiiiississsnsssesssnisssssssssssssssssssssssns 45

vii



CAPITULO L. RESULTADOS ........oovinveuiieteeeeeeeteee ettt e eteeetes e s esese s eaeeseas s eseesene s 46

4.1 Protocolo para imagenes con microscopia confocal y reconstrucciones
tridimensionales de un organismo completo ..................cccc, 46

4.2 Relaciones alométricas de Trichogramma pretiosum, Trissolcus spp. y Telenomus podisi

.......................................................................................................................................... 52
4.2.1 Volumen promedio del cerebro y la cabeza en hembras y machos de
Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y TriSSOICUS SPP. .......ccceereereeeeenneecerreerennnes 53
4.2.2 Proporcion del volumen del cerebro en el volumen total de la cabeza de
Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y TriSSOICUS SPP. ......cceeereeeeeeeenneeeerreerennnes 56

4.2.2.1 Correlacién entre el volumen del cerebro y el volumen de la cabeza
TriChOGramMmMQ PretiOSUM ......c..ccceveeeiiiieeeeeeeeeeeeieee e e e e eeeeeeraeeeeeeeeeeesssataeeeeeeeseesssnnnas 57
4.2.2.2 Correlacién entre el volumen del cerebro y el volumen de la cabeza de
THISSOICUS SPP. wvvvueeeeeeeieeeetiieee et e et eeteee e e e e e e e e eeabreeeeeeeeeeessataaeaeeeeeeesssssraaeeeeseeesssnnnnn 58
4.2.2.3 Correlacion entre el volumen del cerebro y el volumen de la cabeza de
T@ICNOMUS POISI..cceeeeeveeeeiiieei e ettt rree e e e e e e e e eeeeeeeeeeeessabaaeeeeeeeeesssannns 59

4.2.3 Volumen promedio de la cabeza de Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y
TTISSOICUS SPP. «eeveeenneeeeeeeerreeeennnseseeeeeeeeeeenssssseseeesesesssssssssssesssssssssssssssesssssssnnsssssssssessssnnne 60

4.2.4 Volumen promedio del cerebro de Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y
TTISSOICUS SPP. «eeveeenneeeeeeeerreeeennnseseeeeeeeeeeenssssseseeesesesssssssssssesssssssssssssssesssssssnnsssssssssessssnnne 61

4.2.5 Correlacion entre el volumen de la cabeza y el ancho de la cabeza de
Trichogramma pretiosum, Trissolcus spp. y Telenomus podisi.............ceeeeeeeeeeeerreeeennnns 62

4.2.5.1 Correlacién entre el volumen de la cabeza y el ancho de la cabeza de
TrichOgQrammQ@ PretioSUIM ............coeeuuuuueeee e e e eeeeeeee e e e e e e eeeaaeee e e e e e eeaaaaaaeeeeeeeeeeeennnns 62

4.2.5.2 Correlacion entre el volumen de la cabeza y el ancho de la cabeza de Trissolcus
LY o PP PUPPTRPPPNE 63

4.2.5.3 Correlacién entre el volumen de la cabeza y el ancho de la cabeza de
1= T TN e o Y P 64

4.2.6 Correlacion entre el volumen del cerebro y el ancho de la cabeza de
Trichogramma pretiosum, Trissolcus spp. y Telenomus podisi...........ccccceuuuueriiieerirnennnes 65

4.2.6.1 Correlacién entre el volumen del cerebro y el ancho de la cabeza de
TrichOgQrammQ@ PretioSUM ............coeeuuuuieeeeeeeeeeeceee e e e e e e et eee e e e e e eeeaaaaaeeeeeeeeessenanas 65

4.2.6.2 Correlacién entre el volumen del cerebro y el ancho de |la cabeza de Trissolcus
R 2] o PO PP PT PP 66

4.2.6.3 Correlacién entre el volumen del cerebro y el ancho de la cabeza de Telenomus

viii



4.2.7 Correlacion entre el volumen de la cabeza y el largo del fémur de Trichogramma

PretioSum y TriSSOICUS SPP. ......eeeeeeeeeeeneensssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 68
4.2.7.1 Trichogramma@ PretioSUM ...........cceceeeeeeeeeeieeiieieeeseesese s 68
8.2.7.2 TFISSOICUS SPP. e an 69

CAPITULO IV. DISCUSION .......coiiiiniieiieieieieesisi ettt ettt 70

5.1 Protocolo para imdagenes con microscopia confocal y reconstrucciones
tridimensionales de un organismo completo .....................cccc 70

5.2 Relaciones alométricas de Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi, Trissolcus spp.

.......................................................................................................................................... 73
CAPITULO V. CONCLUSIONES ..........ooueuiueueuereeeeeseeeesececesaetesesesesesessesaeasaese e sesesenanesasassesenas 81
CAPITULO VI LIMITACIONES ..........oeoeeeieeeeeeeereeeseeeseseceeesae e sesesessesasasaese et sesesenasasasassesenas 82
CAPITULO VII. RECOMENDACIONES ........cocoevvieeeeeececeeaeteeesesesesesesesesassesesesesesesesasesesaesesenns 83
CAPITULO VIIL REFERENCIAS..............oeoeiueeeeeeeeeeeeeeesesecesesaetesesesesesessssasassesesesesesesesasasasassesenns 84
CAPITULO X. ANEXOS .......ocuouiitieieiieteteeeeteteseet ettt et et teas et esesessebesesesesebeseasesesess s esesensssesenis 95



iNDICE DE GRAFICAS Y FIGURAS

Figura 1. Tamaio del insecto mas pequeio y escala de variacion en el tamafio y nimero de

células en cerebros de animMales........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 10
Figura 2. Evolucidn de la miniaturizacion en el clado rasborino..........cccccceeei, 15
Figura 3. Filogenia de lagartos con miniaturizacion...........ccccccceii, 16
Figura 4. Isometria, hipoalometria e hiperlometria...........cccccciiii, 20

Figura 5. Relaciones entre |la masa cerebral y la masa corporal en cuatro clases de vertebrados

............................................................................................................................................. 21
Figura 6. Relacion entre el volumen de cuerpo y cerebro de las avispas T. evanescens. ........ 23
Figura 7. Variacion fenotipica y diversidad de tamano en avispas Trichogramma.................. 24
Figura 8. Telenomus podisi NEMBIA........ceiiiii it e e e e e e e eeeees 30
Figura 9. Trissolcus basalis NEMDIa ......ueeiiiiiiiiieiiecee e e v eeeeeees 32
Figura 10. Ejemplo de aplicacion de la inmunofluorescencia con microscopia confocal ........ 35
Figura 11. Comparacion de técnicas de imagen 3D con inmunofluorescencia. ......cccoeeeeeeennes 38
Figura 12. Avispas Telenomus podisi al nacer de los huevos de Oebalus insularis. ................ 42
Figura 13. Proceso de aclarado de cuticula y tejidos internos en Telenomus podisi............... 42
Figura 14. Proceso de aclarado en tejidos internos en Tr. pretiosum..............cceevvveveceeneeennnnns 43

Figura 15. Resultados obtenidos a través del protocolo de inmunofluorescencia para el estudio
de avispas parasitoides, utilizando microscopia confocal para examinar el cuerpo entero y
ViSUAlIZar @STrUCTUIAS INTEINAS. ...uuuiiiiiiiii s 47

Figura 16. Reconstruccion tridimensional de las cabezas de Tr. pretiosum, Te. podisiy Trissolcus
LY ] o O OO PRI TPPPRPPRTI 48

Figura 17. Reconstruccion tridimensional de Te. podisi. ...........ccccccceeeiiiiiiiiii 49

Figura 18. Vistas detalladas de la transparencia obtenida para mandibulas y omatidios en
NV o F I o F= = 1Y 1 o 1o 113U 51

Figura 19. Proporcién del volumen del cerebro en el volumen total de la cabeza de

Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y TriSSOICUS SPP. ..ccceeeeeeeevurrieeeeeeeeiiiiiiieeeeeaaeenns 56
Figura 20. Relacién de volumen del cerebro y volumen de la cabeza en Tr. pretiosum.......... 57
Figura 21. Relacion de volumen del cerebro y volumen de la cabeza en Trissolcus spp. ........ 58


file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165535995
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165535995
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165535996
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165535997
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165535998
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165535999
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165535999
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536000
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536001
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536002
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536003
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536004
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536005
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536006
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536007
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536008
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536009
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536009
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536009
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536010
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536010
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536011
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536012
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536012
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536013
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536013
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536014
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536015

Figura 22. Relacion de volumen del cerebro y volumen de la cabeza en Te. podisi................ 59

Figura 23. Volumen promedio de la cabeza de Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y

TEISSOICUS SPP. ceeeeeeeeeeee et a e e e e 60
Figura 24. Volumen promedio del cerebro de Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y
TEISSOICUS SPP. coeeeeeeeeeeee e 61
Figura 25. Relacién de volumen del cerebro y volumen de la cabeza en Tr. pretiosum.......... 62
Figura 26. Relacién de volumen del cerebro y volumen de la cabeza en Trissolcus spp. ........ 62
Figura 27. Relacién de volumen del cerebro y volumen de la cabeza en Te. podisi................. 64
Figura 28. Relacién de volumen del cerebro y ancho de la cabeza en Tr. pretiosum. ............. 65
Figura 29. Relacién de volumen del cerebro y ancho de la cabeza en Trissolcus spp. ............ 66
Figura 30. Relacién de volumen del cerebro y ancho de la cabeza en Te. podisi. ................... 67
Figura 31. Relacién del volumen de la cabeza con el largo del fémur en Tr. pretiosum.......... 68
Figura 32. Relacién del volumen de la cabeza con el largo del fémur en Trissolcus spp. ........ 69

Figura 33. Figura 33. Relaciéon de volumen del cerebro y volumen de la cabeza en las tres
especies de este estudio en comparacion con los resultados obtenido para Tr. evanescens por
AV TN (=T gAY Ao YU Te [T A 0 it N 96

Figura 34. Diferencias en el tamafio de los |6bulos olfativos entre especies (comparacién visual
(Lol olN =Y ol 1) =) {17 ) PP PUURRUPPRPRt 97

Xi


file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536016
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536017
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536017
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536018
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536018
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536019
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536020
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536021
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536022
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536023
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536024
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536025
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536026
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536027
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536027
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536027
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536028
file:///C:/Users/redwa/OneDrive/Escritorio/Para%20ya%20casi%20entregar/divididas%20para%20imprimir/para%20imprimir%203.docx%23_Toc165536028

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Evaluacién de protocolos de inmunofluorescencia en artrépodos: un andlisis

comparativo del estudio realizado por Smolla et al. (2014) y este estudio ............cevvevvvvennnnee 50

Tabla 2. Volumen promedio del cerebro para muestras de las tres especies estudiadas
Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y Trissolcus spp., con segregacion entre hembras

(H) Y MACN0OS (M) e e e e et ee e e e e e e e e eaa st eeeeeeeesessnanneeeeaaeeees 54

Tabla 3. Volumen promedio de la cabeza para muestras de las tres especies estudiadas
Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y Trissolcus spp., con segregacion entre hembras

(H) Y MACN0OS (M) et e e e e e et ee e e e e e e e e eeas e e eeeeeeesssnanaeeeeaaeeees 55

Tabla 4. Descripcién de caracteristicas morfoldgicas y volumétricas del cerebro y cabeza entre
especies de avispas parasitoides de Panama: Tr. pretiosum, Te. podisi, Trissolcus spp. en

comparacion con T. evanescens (todos los datos tomados de van der Woude, 2011) ........... 95

Xii



RESUMEN

El reino animal exhibe una asombrosa diversidad de tamafios, desde especies gigantes como
la ballena azul de 31 metros de largo, hasta diminutos insectos de apenas micrémetros,
ilustrando la complejidad de las estrategias adaptativas que se han desarrollado a lo largo de
la evolucion, como es el caso de la miniaturizacién. La miniaturizacion evolutiva revela
adaptaciones fascinantes, como en las avispas de los géneros Trichogramma, Telenomus vy
Trissolcus, destacadas por su crucial papel en el control bioldgico de plagas como chinches y
polillas, y por poseer un pequefio tamafio. Algunas avispas Trichogramma, pertenecientes a
los insectos mas pequefios del mundo, constituyen una excepcién a la regla de Haller, que
indica que los organismos mas pequefios poseen cerebros proporcionalmente mayores. Estas
diminutas avispas exhiben una notable plasticidad y complejidad neuronal, permitiéndoles
desarrollar habilidades cognitivas complejas a pesar de su reducido tamafio. Sin embargo,
poco se conoce sobre el funcionamiento y caracteristicas de su cerebro. En este trabajo
buscamos analizar los cerebros y cuerpos completos de estas especies por medio de la
inmunofluorescencia indirecta sin necesidad de realizar disecciones, conservando los tejidos y
analizando los datos para estudios de alometria. Las muestras se fueron fijadas, aclaradas y
procesadas con los anticuerpos Anti-Synapsin y Alexa Fluor 555. Luego se examinaron
mediante microscopia confocal, permitiendo andlisis detallados y reconstrucciones 3D. Se
encontrd que Tr. pretiosum tiene el menor volumen de cabeza (1.04x10’um?3) y cerebral (494
645 um3) entre las especies comparadas, mientras que Te. podisi exhibe el mayor volumen de
cabeza (1.5073x10%um3) y Trissolcus spp. presenta el mayor volumen cerebral (1.19x108um?3).
Se revelaron diferencias fundamentales en la morfologia cerebral y cabeza entre las tres
especies de avispas parasitoides, subrayando distintas estrategias evolutivas y adaptativas. Los
resultados obtenidos para Trichogramma pretiosum indican una tendencia hacia la isometria,
siendo una excepcidn a la regla de Haller. Por otro lado, tanto Trissolcus spp. como Telenomus
podisi si parecen cumplir con dicha regla. Para Trichogramma pretiosum no se observd una
relacion entre el volumen de cerebro y el largo del fémur, contrario a Trissolcus spp. Nuestro
estudio ha contribuido al avance de las técnicas de microscopia, enriqueciendo el
conocimiento sobre la estructura cerebral y estableciendo bases para futuras investigaciones.
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Ademds, hemos profundizado en las relaciones alométricas y la biologia de avispas
parasitoides, resaltando la necesidad de generar nuevos conocimientos sobre Ia

neuroanatomia en avispas de la familia Trichogrammatidae y Platygastridae de Panama.

Conceptos clave: miniaturizacion, avispas parasitoides, alometria, inmunofluorescencia,

microscopia confocal



ABSTRACT

The animal kingdom exhibits a remarkable diversity in size, ranging from the colossal 31-meter
blue whale to minuscule insects’” mere micrometers in length. This diversity exemplifies the
intricate adaptive strategies that have evolved over time, including phenomena such as
miniaturization. Evolutionary miniaturization unveils intriguing adaptations, particularly
evident in wasps from the genera Trichogramma, Telenomus, and Trissolcus. These wasps are
pivotal in the biological control of various pests, including bugs and moths, and are notable for
their diminutive size. Certain Trichogramma wasps, among the smallest insects globally, defy
Haller's rule, which posits that smaller organisms have disproportionately larger brains. These
minute wasps demonstrate exceptional neural plasticity and complexity, enabling them to
exhibit sophisticated cognitive functions despite their limited size. Nonetheless, the
operational dynamics and specific characteristics of their brains remain largely unexplored.
This study aims to analyze both the brains and entire bodies of these species using indirect
immunofluorescence, obviating the need for dissections, thereby preserving the tissues for
comprehensive allometric analysis. The samples were fixed, clarified, and treated with Anti-
Synapsin and Alexa Fluor 555 antibodies, followed by examination through confocal
microscopy, facilitating detailed analyses and three-dimensional reconstructions. It was found
that Trichogramma pretiosum has the smallest head volume (1.04x10”um3) and brain volume
(494 645 um3) among the compared species, while Telenomus podisi exhibits the largest head
volume (1.51x10°um3) and Trissolcus spp. has the largest brain volume (1.19x10%um3).
Fundamental differences in brain morphology and head structure were revealed among the
three species of parasitoid wasps, highlighting distinct evolutionary and adaptive strategies.
The findings for Trichogramma pretiosum indicate a tendency towards isometry, making it an
exception to Haller's rule. In contrast, both Trissolcus spp. and Telenomus podisi appear to
conform to this rule. For Trichogramma pretiosum, no correlation was observed between brain
volume and femur length, unlike in Trissolcus spp. Our study has advanced microscopy
techniques, enriching our understanding of brain structure and laying the groundwork for

future research. Additionally, we have delved deeper into the allometric relationships and



biology of parasitoid wasps, underscoring the need to generate new insights into the

neuroanatomy of wasps from the Trichogrammatidae and Platygastridae families in Panama.

Key concepts: miniaturization, parasitoid wasps, allometry, immunofluorescence, confocal

microscopy



INTRODUCCION

Las relaciones de escala estudiadas en la biologia de los organismos explican de manera
cuantitativa las caracteristicas medibles de animales, plantas, hongos y microorganismos que
tienen una escala relativa al tamafio del cuerpo (Minelli & Fusco, 2019). Esta teoria en la escala
de medicion bioldgica ofrece un buen contexto para examinar la miniaturizacién desde una
perspectiva evolutiva (Minelli & Fusco, 2019). La escala de dimension generalmente sigue el
comportamiento de una ley de potencia sencilla cuya variable es la masa de un organismo

(Minelli & Fusco, 2019).

La regla de Haller, por ejemplo, sostiene que los animales mas pequefios tendran
proporcionalmente cerebros mas grandes (Rensch, 1948). Se tiene poco conocimiento sobre
esta relacién alométrica para invertebrados de menor tamanio, a pesar de que se ha explorado
con mayor amplitud en vertebrados (Seid et al., 2011). Llevar a cabo investigaciones dirigidas
a invertebrados de menor tamafio puede resultar muy interesante, debido a que estos
“pueden llevar a cabo actividades extraordinarias con una masa de tejido cerebral muy

pequeno’’, como menciona Charles Darwin al referirse a las hormigas (Seid et al., 2011).

Un ejemplo es la avispa parasitoide, Trichogramma evanescens (Orden: Hymenoptera),
una avispa pardsita diminuta que desova en los huevos de mariposas y polillas. El tamafo de
las avispas adultas depende, en gran medida, de los niveles de nutrientes disponibles en los
huevos del huésped a través de la plasticidad fenotipica. Las avispas hermanas genéticamente
idénticas crecen hasta 0.3 mm de longitud cuando se desarrollan en pequefios huevos

hospederos o compiten con muchas larvas en desarrollo (van der Woude et al., 2013).

Esta avispa Tr. evanescens ha mostrado una alta plasticidad fenotipica en el tamafio del
cerebroy del cuerpo, lo que resulté en una diferencia de cinco veces en el volumen del cerebro
entre avispas hermanas genéticamente idénticas. El volumen del cerebro era linealmente

proporcional al peso de estas avispas (van der Woude & Smid, 2017).

A pesar de tener un cerebro muy pequefio, las avispas Trichogramma pueden caminar,

volar, distinguir olores y colores, vivir durante semanas y controlar el tamafio, nimero y sexo



en las crias (van der Woude & Smid, 2017). Ademads, aprenden a detectar los huevos del
huésped, deteniéndose automaticamente en mariposas que estan listas para poner sus huevos
al distinguir los aromas y colores con la presencia del huésped adecuado (van der Woude &
Smid, 2017). Esto sugiere que un cerebro muy pequefio puede producir un nivel de
complejidad y regulacion del comportamiento comparable al de los insectos mds grandes (van

der Woude & Smid, 2017).

Para reducir aun mas el tamafio del cerebro evitando afectar la actividad de las
neuronas mas pequenas, se cree que puede ser necesario reducir la cantidad de neuronas y
sus conexiones. Una disminucion en el nimero de neuronas puede ocurrir por una disminucién
proporcional en el nimero de neuronas en todas las vias neurales o por la eliminacion

completa de algunas vias mientras se preservan otras (van der Woude & Smid, 2017).

Este trabajo se centra en el estudio de las avispas parasitoides Trichogramma
pretiosum y Telenomus podisi mediante el uso de técnicas avanzadas de biologia molecular y
microscopia confocal. Proponemos como hipdtesis nula que ambas especies cumplen con lo
propuesto en la regla de Haller, la cual postula que organismos mas pequerios tienen cerebros
proporcionalmente mas grandes. En contraste, nuestra hipotesis alternativa plantea que estas
especies se desvian de la regla de Haller, un patron previamente observado en Trichogramma
evanescens. Mediante la refinacion de técnicas de inmunofluorescencia y microscopia
confocal, junto con el desarrollo de protocolos 6ptimos de fijacion y permeabilizacion, nuestro
objetivo es proporcionar evidencia concluyente que respalde una de estas hipdtesis, y asi
enriquecer el conocimiento existente sobre la biologia y morfologia de estas especies,

contribuyendo a la comprensién de su compleja naturaleza.



JUSTIFICACION

Este proyecto es motivado por la necesidad de ampliar nuestro conocimiento sobre Ia
neuroanatomia en avispas de la familia Trichogrammatidae y Platygastridae debido a la escasa

informacidn sobre este grupo de avispas, especialmente en Panama.

En la actualidad, existe un creciente interés por comprender el funcionamiento y la
organizaciéon del tejido nervioso en animales que poseen cerebros muy pequefios.
Especificamente, se busca entender como las proporciones y la distribucion de ciertas
poblaciones neuronales pueden adaptarse y modificarse en respuesta a la extrema
miniaturizacién cerebral, un fendmeno que aln no se comprende completamente (Seid et al.,

2011).

Mediante la optimizacion de la microscopia confocal, aspiramos a un entendimiento
mas profundo de las relaciones alométricas en estas especies, lo cual abrird nuevas vias para

la investigacion en neurobiologia de insectos.

La neurobiologia en insectos es una rama cientifica naciente en nuestro pais. El estudio
y comprension de los componentes cerebrales de ciertos tipos de animales y su fisiologia
puede dar ideas de cémo funcionan los cerebros de organismos con pocas neuronas, pero con
un comportamiento extremadamente complejo. Esta investigacion permitird responder
interrogantes en la fisiologia y evolucion de un grupo de organismos altamente diversos y
cosmopolitas, como también al desarrollo de técnicas especializadas y de alto impacto en

nuestro pais.



OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

1. Investigar las relaciones alométricas entre diferentes especies de avispas parasitoides
en la Republica de Panamd, empleando técnicas avanzadas de inmunofluorescencia

para un analisis profundo de sus estructuras morfolégicas.

2.2 Objetivos Especificos

1. Optimizar las técnicas de microscopia confocal y los métodos de inmunomarcaje para
permitir una visualizacién detallada y precisa de las estructuras cerebrales en avispas

parasitoides, haciendo uso de marcadores moleculares especificos.

2. Establecer protocolos de fijacion y permeabilizacion optimizados para el analisis
detallado de estructuras cerebrales en avispas parasitoides, facilitando la penetracion

de anticuerpos y marcadores.

3. Examinar y cuantificar las relaciones alométricas mediante la evaluacién de
correlaciones entre el tamafo cerebral y las caracteristicas morfoldgicas externas en
avispas  parasitoides de Panama, utilizando microscopia  confocal e

inmunofluorescencia.



CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1 Historia de los estudios del proceso de miniaturizacién en animales

En el reino animal, encontramos una amplia y fascinante variedad de tamafios, con mamiferos
tan grandes e imponentes como la ballena azul antartica Balaenoptera musculus, con un
cuerpo que puede alcanzar los 29 — 31 m de largo (Sears & Perrin, 2009), el elefante africano
Loxodonta africana, con hasta cuatro metros de altura (Laursen & Bekoff, 1978), y aves de gran
tamafio como el avestruz Struthio camelus, con dos - tres metros de altura (Ramos et al., 2013).
Entre los reptiles, especies como el cocodrilo de agua salada (Crocydylus porosus) sobresalen
por su longitud que excede los seis metros (Britton et al., 2012), o el dragén de Komodo, que
sobrepasa los tres metros (Ciofi, 1999), mientras que, en el grupo de los anfibios, la salamanca
gigante chinca (Andrias davidianus) representa un caso notable de gran tamafio, con un
tamafio de hasta 1.8 metros de largo (Marcec et al., 2016). También, podemos encontrar
insectos tan grandes como el escarabajo hércules Dynastes hercules, el cual mide hasta 17
centimetros de longitud (Gruner & Chalumeau, 1977), el escarabajo Goliat Goliathus spp. hasta
11 cm (Dendi et al., 2021), la avispa escolopendra Megarhyssa macrurus hembra, hasta 13
centimetros (Coyle & Gandhi, 2012), y la avispa gigante asiadtica Vespa mandarinia, con una

longitud corporal de casi 6 cm, y 7.5 cm de envergadura (Nuiez-Penichet et al., 2021).

En contraste, existen también animales muy pequefios en diferentes grupos. Podemos
encontrar mamiferos como el ciervo ratén Tragulus javanicus, uno de los mds ciervos mas
pequeiios de América, con una longitud entre 90 — 120 cm (Cabrera-del Sol & Cervantes, 2023),
o el titi pigmeo Cebuella pygmaea, con un tamafio promedio de 33.9 cm (Garzén, 2016). En los
anfibios podemos encontrar a la salamandra Thorius infernalis, con un tamafio aproximado de
1.9 cm (Hanken etal.,, 1999), las ranas que pertenecen al género Brachycephalus, como
Paedophryne amanuensis, con un tamaio de 0.77 cm, y otras del mismo género entre los 0.86
- 1.9 cm (dos Reis et al., 2021; Essner et al., 2022). Entre reptiles, podemos encontrar a los
camaleones de los géneros Sphaerodactylus y Brookesia, con tamafios entre 0.14 — 0.66 cm
(Glaw et al., 2021), y las serpientes del género Leptotyphlops, con un tamafo por debajo de

los 10 mm (Glaw et al., 2021).



En insectos encontramos especies tan diminutas como el escarabajo de ala emplumada
(Scydosella musawasensis) con un tamafio promedio de 338 um (Polilov, 2015b), la avispa
Megaphragma mymaripenne, con 252 um (Fig. 1) (Polilov, 2015b), la avispa macho Tinkerbella
nana, 210 um (Polilov, 2015b), Megaphragma caribea, 170 um (Polilov, 2015b),y la avispa
macho Dicopomorpha echmepterygis, también conocida como avispa triangulifera, con un

tamafio aproximado de 139 um (Polilov, 2015b), entre otros.

Brain volume, ml/ mass, g

10 10¢ 10 10+ 1072 1 102 104 10¢

1 102 104 10¢ 10* 10% 0%

Neuron number

Figura 1. A la izquierda, tamafio de uno de los insectos mas pequeiios que se conocen y
dos protozoos en comparacion. (A) Megaphragma mymaripenne. (B) Paramecium
caudatum. (C) Amoeba proteus. La barra de escala para A - C es de 200 um (Polilov, 2012).
A la derecha, Escala de variacion en el tamafo y numero de células en cerebros de
animales. Barras y valores azules, tamafio del cerebro (para mamiferos e insectos grandes
en gramos, para otros en mililitros); barras y valores verdes, nimero de células en el
cerebro (o, para el nematodo Caenorhabditis elegans y el cicliéforo Symbion pandora,
marcados con asteriscos, en todos los sistemas nerviosos centrales). Para algunos animales,
se da el nimero de neuronas, para otros, para los cuales no hay datos sobre diferenciacién
de tipos de células, se da el nimero total de células(*) (imagen y texto tomados de
Makarova, Polilov, et al., 2021).
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La diversidad en el tamafio corporal observada en el reino animal pone en evidencia
tanto la capacidad de adaptacion y diversificacién como la complejidad de las estrategias
adaptativas desarrolladas a lo largo de la evolucién (Albert & Johnson, 2012; Etienne et al.,

2012).

Este espectro de tamafios no es un accidente biolégico, sino el resultado de procesos
evolutivos y adaptativos que han moldeado las caracteristicas de cada especie en respuesta a
su entorno, y se identifica como una caracteristica esencial en los animales, impactando
significativamente en varios aspectos de su ecologia y fisiologia, como son las velocidades de
deshidratacion, los mecanismos de respiracién, la regulacién térmica y también la actividad

influenciada por la temperatura (Kiihsel et al., 2017).

Estudios diversos han explorado como estas variaciones en el tamafio corporal afectan
aspectos fundamentales como el metabolismo, la capacidad reproductiva y las tasas de

supervivencia (Owens et al., 1995; Shine & Iverson, 1995).

En 1638, Galileo Galilei publico su libro “’Discursos y demostraciones matemdticas en
torno a dos nuevas ciencias” en el cual explicaba las razones por las que los objetos no pueden
ser de un tamafio arbitrario (Carichner, 2013). En este libro, propone cémo conforme cualquier
objeto incrementa su tamafio, su volumen crece mas rdpidamente que el area superficial del
animal (Ley Cuadratico-Cubica) (Kiihsel et al., 2017), la cual es una interfaz critica para el
intercambio de elementos como el agua y el calor con el entorno, asi como para la exposicion
a agentes patdgenos (Kihsel et al., 2017). Ademas, la Ley Cuadratico-Cubica ofrece una base
fisica para comprender las restricciones y posibilidades que el tamafio impone sobre las
funciones bioldgicas, desde la estructura ésea hasta la eficiencia metabdlica (Schmidt-Nielsen,
1984). Los insectos terrestres, por ejemplo, por ser en su mayoria de tamafio reducido,
presentan proporciones de area superficial a volumen mayores comparados con animales de
mayor tamafio. Histéricamente, el calculo de areas superficiales se ha basado en leyes de
escalado isométrico utilizando la masa corporal como sustituto del volumen, dada Ia

complejidad que estas ultimas (Kuhsel et al., 2017).
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El tamafio corporal también es un rasgo distintivo y fundamental en el espectro
evolutivo, desempefiando un papel crucial por su correlacidon intrinseca con numerosos
atributos fisiolégicos y de supervivencia (Blanckenhorn, 2000). Este fendmeno ha sido objeto
de extensa investigacidon, revelando tendencias evolutivas generales significativas en este
espectro, desde el gigantismo hasta la miniaturizacién (Palavalli-Nettimi & Narendra, 2018).
En todas las circunstancias, ya sea que se aumente o reduzca el tamafio del cuerpo, las especies
gue atraviesan por estas modificaciones deben alterar no solamente el tamafio de su cuerpo,

sino también las proporciones de érganos y estructuras (Rensch, 1948).

Dentro de los cambios evolutivos conocidos, podemos encontrar el gigantismo y
enanismo insular, que ocurre cuando las especies de animales se encuentran aisladas en islas
y evolucionan hacia tamafios mayores o menores de lo que serian en continentes (Rozzi et al.,
2023). El cambio en el tamafio del cuerpo es una adaptacién importante para los seres vivos
en islas, impactando aspectos importantes como la capacidad de migrar, la interaccion con su

entorno y los recursos que necesitan para sobrevivir (Lomolino, 2005).

El fendmeno de gigantismo insular puede deberse a las caracteristicas de las islas como
el aislamiento, cambios en la disponibilidad de recursos o nichos ecoldgicos Unicos en los
alrededores (van der Geer et al., 2013), y en las especies que se encuentran en ellas como falta
de depredadores o de competencia (Lomolino, 2005; van der Geer et al., 2013). Un ejemplo
famoso es el dodo, que se volvid bastante grande en comparacidn con sus ancestros voladores
(Livezey, 1993; Shapiro et al., 2002); en el caso del enanismo insular, situacion paralela al
gigantismo, ocurre una limitacidn de recursos o hay ausencia de depredadores (van der Geer
et al., 2013), como se observa con los elefantes enanos del Pleistoceno de las islas del Egeo

(Sen, 2017).

Por otro lado, se conoce sobre la megafauna del Pleistoceno, donde muchos animales
(mamiferos, aves, reptiles) en todo el mundo evolucionaron hacia tamafios mucho mads
grandes de lo que vemos hoy en dia (Galetti et al., 2018; Price & Piper, 2009; F. A. Smith et al.,

2018). Esto incluye diprotodontes (Price & Piper, 2009) mamuts, gonfoterios, perezosos
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terrestres; aves como los pajaros elefantes y moas, y reptiles gigantes como las tortugas

gigantes (Galetti et al., 2018).

También pueden ocurrir por situaciones ambientales, como son los cambios
relacionados con el clima, con algunas especies haciéndose mas grandes o pequefias en
respuesta a los cambios en la temperatura. Para esta situacidon, la Regla de Bergmann,
propuesta en 1847 y modificada por Rensch en 1938, sugiere que las especies de sangre
caliente, aves y algunas taxa de invertebrados tienden a ser mds grandes en climas mas frios
para conservar mejor el calor, como es el caso del gigantismo polar (Cooper, 2022; He et al.,
2023; Woods & Moran, 2020), o mas pequeias en climas calidos para disipar el calor de
manera eficiente (Meiri & Dayan, 2003). Meiri y Dayan (2003), también realizaron una revisién
exhaustiva sobre esta regla, y concluyeron que existe una tendencia general que apoya laregla,
pero que existen variaciones significativas entre algunos grupos taxonémicos. Otros estudios
han investigado el tamafio de los insectos a lo largo de gradientes latitudinales o altitudinales,
encontrando que los patrones no siempre concuerdan con las predicciones de la regla de

Bergmann (Shelomi, 2012).

Igualmente, existen cambios que se han producido como consecuencia de las acciones
del ser humano, como el cambio de tamano debido a la domesticaciéon (Kruska, 2005; Milla
etal., 2021; Trut etal.,, 2009). Los animales domesticados a menudo muestran cambios
significativos en el tamafio en comparacidon con sus antepasados salvajes, debido a la cria
selectiva (Kruska, 2007; Tchernov & Horwitz, 1991; Thomas et al., 2013). De acuerdo con Price
(1984), en una amplia gama de especies la adaptacién en entornos controlados por humanos
desencadena cambios genéticos que se manifiestan en variaciones fenotipicas como la
coloracion del pelaje, la forma del craneo y tamafio del cerebro, la dentadura, la frecuencia
reproductiva, entre otros (Kruska, 2005) debido a un entorno menos desafiante, afectando

también su comportamiento, siendo mas déciles (Kruska, 2005; Trut et al., 2009).

Por otro lado, esta el caso de la miniaturizacion. Este cambio evolutivo se debe a que
algunas especies han evolucionado para ser significativamente mas pequefias que sus

antepasados, a menudo como una adaptacidn para sobrevivir en nichos ecolégicos especificos
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con recursos limitados o para evitar la deteccién por parte de los depredadores (Hanken &
Wake, 1993a; Lindsey et al., 2018),modificando su cuerpo para tener un tamafio adulto cada
vez mas pequeiio (Chetverikov, 1915; Hanken & Wake, 1993; Polilov, 2015; Grebennikov,
2008). Esto implica una disminucién radical del tamafio corporal, simplificacion o modificacion
de sus estructuras internas y externas y un aumento de variabilidad genética, asi como

también modificaciones en las células (Shea, 1992).

Hanken y Wake en 1993 plantearon que la miniaturizacion es un proceso histérico que
debe entenderse dentro de un contexto filogenético (Eberhard & Wocislo, 2011). Esto significa
que la miniaturizacién se define como la evolucién hacia un tamafo corporal muy pequefio en
comparacion con otras especies dentro del mismo linaje, enfocandose especificamente en los
individuos adultos (Eberhard & Wcislo, 2011). El término "extremo" se considera relativo, ya
gue no existe una regla fija que permita diferenciar la miniaturizacién de otras formas menos
pronunciadas de reduccién del tamafio corporal (Eberhard & Wocislo, 2011). Por ejemplo, lo

|ll

gue se considera un tamafio corporal “extremadamente pequefio’ varia significativamente
entre escarabajos y salamandras (Eberhard & Wcislo, 2011). Siguiendo esta definicion, Hanken
y Wake demostraron que la miniaturizacion en los adultos ha ocurrido de forma independiente
en una amplia gama de invertebrados y vertebrados. Observaron que seria dificil encontrar un
gran grupo de metazoos que no incluya al menos un ejemplo de miniaturizacién (Eberhard &

Wocislo, 2011).

Esta reduccion de tamafio se observa ampliamente en los vertebrados, especialmente
en estudios realizados en peces y anfibios (Riber et al., 2007), permitiendo, por ejemplo,
trazar la evolucion de la miniaturizacion de diferentes clados, como el rasborino en peces, con
especies miniaturizadas como Rasbora kalbarensis, Horadandia atukorali, Boraras maculatus,
entre otros (Fig. 2), o la reduccién de tamafio de grandes especies como aves y dinosaurios
(Lee etal., 2014; Qin etal., 2021). La miniaturizacién, como un patrén evolutivo, se ha
confirmado a través de estudios comparativos que muestran cambios en el tamafo corporal
maximo a lo largo de diferentes linajes. Por ejemplo, se observa en estudios realizados para la

filogenia de lagartos (Fig. 3).
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Rasbora kalbarensis EF151116
Rasbora vulcanus EF151118
Horadandia atukorali EF151102
Rasbora daniconius EF151115
Trigonostigma heteromorpha EF151122
Rasbora kalochroma EF153103
Rasbora cephalotaenia EF151114
Pectenocypris korthausae EF151113
Rasbora pauciperforata EF151117
Boraras maculatus EF151096
Danionella sp “Myanmar” EF151099
Esomus metalficus EF151101

Inlecypris auropurpureus EF151103
Devario regina EF151100

Microrasbora kubotai EF151105

Chela dadiburjori EF151097

‘Danio’ erythromicron EF151095

Danio rerio NC002333

Nematabramis steindachneri EF151106
Chela maasii EF151098

Luciosoma sp EF151104

Paedocypris sp "Pulau Singkep" EF151111
Paedocypris sp "Banka" EF151108
Paedocypris sp "Kalimantan Tengah” EF15110
Paedocypris sp "Pontianak” EF151110
Sundadanio axelrodi EF151119
Sundadanio axelrodi EF151120

Barbus barbus Y10450

Carassius carassius NC006291

Figura 2. Evolucion de la miniaturizacion en el clado rasborino. El estado "miniatura" se
indica en color rojo, mientras que el estado "no miniatura" se muestra en negro (imageny
texto tomados de Riber et al., 2007).
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Figura 3. La filogenia de los lagartos muestra la longitud maxima hocico-cloaca

transformada logaritmicamente para 6197 especies. Los circulos coloreados seiialan las
especies miniaturizadas, un total de 44, incluidas en el modelo filogenético (imagen y texto

tomados de Perez-Martinez & Leal, 2021).
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También, se ha estudiado ampliamente en invertebrados durante las ultimas dos
décadas, a pesar de que los estudios especializados en el tamafio de las estructuras en insectos
se publicaron ya hace mas de 70 afios (Polilov, 2015b). Estos estudios involucran insectos que
se vuelven aun mas pequefos (Polilov, 2015a; van der Woude, 2017), pudiendo llegar al
tamafio de animales unicelulares, como es el caso de algunas avispas que pertenecen a las
familias Mymaridae y Trichogrammatidae, con un tamafio menor a los 300 um, comparable a

los Paramecium (Fig. 1) (Hanken & Wake, 1993b; Polilov & Beutel, 2009; van der Woude, 2017).

Los insectos son reconocidos como uno de los grupos con mayor éxito evolutivo en
términos de miniaturizacidon, adaptandose de manera extraordinaria a través de una
reorganizacion considerable de estructuras, afectando casi todos los drganos y tejidos, y
siendo crucial en las caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y bioldgicas (Hanken & Wake,
1993b; A. Polilov, 2015b; Polilov & Beutel, 2009), y se cree que esto es posible debido a su gran
versatilidad (Angelini & Kaufman, 2005). Atributos como las alas, su tamafio reducido, la
cuticula gruesa, y mayor diversidad, permitieron que pudiesen descubrir nuevos nichos no
habitados, entrando en nuevos entornos y progresivamente obtuviesen nuevas fuentes de
alimento, disminuyeran sus necesidades energéticas al tener un metabolismo mas intenso y
aumentara su éxito reproductivo (Rensch, 1948). Esta es una de las razones por la que, en
comparacion con animales de mayor tamafio, los insectos han tenido un gran éxito evolutivo,
extendiéndose por multiples regiones (Hoffmann & Frodsham, 1993; van der Woude, 2017,

Grebennikov, 2008).

No obstante, la miniaturizacion es un fendmeno bioldgico con limitaciones. En muchos
animales pequefios, el tamano del cerebro puede convertirse en uno de los factores limitantes
para la miniaturizaciéon del cuerpo, debido a los costos de desarrollo del cerebro (van der
Woude etal.,, 2013). En algunas especies que han alcanzado niveles extremos de
miniaturizacién, se han observado efectos negativos como resultado de las modificaciones
morfoldgicas que experimentan, entre estos las limitaciones en el desarrollo cerebral y
drganos sensoriales (Lindsey et al., 2018; van der Woude et al., 2013) o la disminucion de la
eficiencia reproductiva (Polilov, 2015b; Polilov, 2012, 2016). Estos cambios pueden influir en

la fisiologia y el comportamiento de estos organismos, lo que, a su vez, puede tener
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implicaciones significativas en su longevidad y éxito reproductivo (Polilov & Beutel, 2009; van

der Woude, 2017).

La evaluacion de estos limites de tamafio en la miniaturizacidn se ha abordado también
desde otras perspectivas como el andlisis de parametros relacionados con el tamafio de las
células, el tamafio del genoma de un nucleo haploide (valor C) y la relacion que existe entre el
tamariio corporal y el tamafio de la célula (Grebennikov, 2008). Por esta razdn, es de interés
conocer como la escala y el tamano relativo se relacionan con estas adaptaciones
morfoldgicas, y como estas relaciones se modifican en las generaciones de insectos que
experimentan una reduccién progresiva en su tamafio corporal, junto con los procesos que

generan diversidad morfolégica (Hanken, 1984).

A pesar de la complejidad morfoldgica y de comportamiento que caracteriza a los
insectos, asi como su notable diversidad y su éxito en el proceso de miniaturizacion, es
relevante sefalar que los estudios relacionados con este tema han sido menos frecuentes en
comparacion con las investigaciones en animales vertebrados. No obstante, algunos insectos
han sido objeto de analisis detallados, en particular en lo que respecta a su cerebro (Beutel et
al., 2005). Algunos investigadores han planteado la posibilidad de que estos insectos puedan
contribuir de manera significativa a nuestra comprensiéon de la complejidad del cerebro
humano. Esto se debe a su tamafio reducido, lo cual facilita la investigacidon de las conexiones
neuronales y su evolucion, ademas de su comportamiento notablemente complejo a pesar de
sus cerebros pequenos. Estas caracteristicas hacen que los insectos sean sujetos de estudios
ideales, ya que permiten un analisis profundo y rapido en un laboratorio (Makarova et al.,

2021).

Por ultimo, es importante destacar que, si bien existen modelos de otros animales
(como los mamiferos), que han sido estudiados y revelado correlaciones importantes, por
ejemplo, entre el tamafio del cerebro y la complejidad social, el utilizar modelos de insectos
ofrece una perspectiva valiosa, ya que se puede estudiar cémo la plasticidad cerebral, la
evolucién y el desarrollo del cerebro son influenciados por factores ambientales. Esto es un

aspecto crucial en la comprension de la biologia de los organismos (Lihoreau et al., 2012).
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1.2 {Qué es la alometria? y Regla de Haller

1.2.1 Alometria

Cuando nos referimos a las relaciones proporcionales de diferentes partes del cuerpo de un
organismo y sus variaciones con los cambios en el tamafio total del cuerpo, hablamos de
alometria (Gayon, 2000; Pélabon et al., 2014). Fréderic Cuvier incursioné en este campo, con
sus estudios asociados a la relacion entre el tamafio de los mamiferos y su cerebro,
concluyendo que, en aquellos mamiferos relacionados, un mayor tamano corporal
generalmente significard un cerebro relativamente mas pequeiio (Gayon, 2000).
Posteriormente, mas estudios fueron realizados por cientificos como Dubois (1858 — 1940),
Lapicque (1866 — 1952), Pézard (1875 — 1927), Huxley (1887 — 1975), Morgan (1866 — 1945),
Teissier (1900 — 1972), Champy, Gould y otros (Gayon, 2000).

La alometria nos permite comprender como la variedad de rasgos morfoldgicos,
fisiologicos y evolutivos se relacionan entre si (Pélabon et al., 2014). Sin embargo, mas alla de
solo estudiar como el tamafio corporal esta relacionado con otras partes de cuerpo, también
pueden estudiarse sus variaciones con la edad y sus etapas de desarrollo, dando lugar a

diferentes tipos de alometria (Pélabon et al., 2014).

De acuerdo con Gould (1966), podemos observar dos categorias, las dindmicas y las
estdticas. Dentro de las alometrias dindmicas, las cuales estan relacionadas con el tiempo,
encontramos la alometria ontogenética, relacionada con el crecimiento de un organismo a lo
largo de su vida, y la alometria filogenética, que examina cdmo evolucionan las proporciones

corporales a través de diferentes linajes (Gayon, 2000; Pélabon et al., 2014).

Por otro lado, estan las llamadas alometrias “estaticas’’, las cuales son constantes en
el tiempo. Dentro de esta categoria podemos encontrar la alometria intraespecifica, que esta
enfocada en las variaciones de crecimiento dentro de los miembros adultos de una misma
especie o poblacion, y la alometria interespecifica, que compara las variaciones entre especies

cercanas (Gayon, 2000; Pélabon et al., 2014).
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Figura 4. Isometria, hipoalometria e hiperlometria. (a) La relacion entre el area del alay el
area corporal (longitud del térax al cuadrado) en Drosophila melanogaster de tipo salvaje
es lineal e isométrica (aZl1l.0). (b) Ejemplo de una relacién hipoalométrica (c) e
hiperlométrica (hipotéticas) entre el tamafio del ala y el tamano corporal. Las ilustraciones
muestran ejemplos de moscas para cada relacion alométrica (imagen y texto tomados y
modificados de Shingleton et al., 2008).

El ajuste de tamafio corporal puede resultar en cambios isométricos, es decir, patrones
gue mantienen una constancia en la forma, o en cambios alométricos, que se apartan de la
similitud geométrica (Kuhsel et al., 2017). Al analizar los cambios alométricos, si el rasgo que
se estudia cambia en proporcién al tamafio corporal del organismo, obtenemos una isometria,
donde b = 1. En alometria, "b" representa el coeficiente de alometria, el cual es un parametro
gue cuantifica como varia el tamafo de un rasgo especifico en relacién con el tamafo corporal
general del organismo. En cambio, cuando b # 1, el tamafio del rasgo y el tamafio corporal

varian en diferentes proporciones (Pélabon et al., 2014).

De acuerdo con J. Huxley (1932), se utiliza el término de crecimiento alométrico positivo
o hiperalometria (b > 1) para referirse a un érgano que experimenta un aumento de tamafio a
un ritmo superior al del cuerpo, mientras que el concepto de crecimiento alométrico negativo
o hipoalometria (b < 1) ocurre cuando el drgano crece a un ritmo mas lento en comparacion

con el cuerpo completo (Fig. 4) (Rensch, 1948).
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1.2.2 Regla de Haller y su excepcion en Trichogramma evanescens

Durante los cambios evolutivos, ya sea que los organismos aumenten o reduzcan el tamafio de
su cuerpo, aquellos que atraviesan estas modificaciones deben alterar no solamente el tamafio

de su cuerpo, sino también las proporciones de érganos y estructuras (Rensch, 1948).

Galilei (1618), Robinson (1748) y A. von Haller (1762) fueron algunos de los cientificos
gue explicaron cdmo los cambios evolutivos de las especies estan constituidos también por
variaciones en el tamafio de los érganos (van der Woude et al., 2013). Este ultimo, quien
estudid la alometria en relacion con el tamafio relativo del cerebro y los ojos, dio lugar a la
Regla de Haller, la cual indica que, a medida que un organismo disminuya su tamafio, su
cerebro serd proporcionalmente cada vez mas grande; es decir, los organismos mas pequefios
tendran cerebros mas grandes en relacidn con su cuerpo, si los comparamos con organismos
de mayor tamafio (Rensch, 1948; van der Woude et al., 2013). La relacién entre el tamafio del
cerebro y el tamafio del cuerpo es un elemento fundamental en la biologia evolutiva.
Numerosos estudios en vertebrados han demostrado esta correlacién potencial entre el
tamarfio del cerebro y la masa corporal, tanto para vertebrados (Fig. 5) como invertebrados

(Groothuis & Smid, 2017; van der Woude et al., 2013; van der Woude & Smid, 2016).

Mammalia = 10.989m"-70

Aves = 7.0621m"38
1000.001 Pisces = 0.9976m"-66
Reptilia = 0.6896m%-54

10.004

+ Mammals

Masa cerebral (g)

0.104 » Aves
B Reptilia
4 A Pisces
0-@0 T T L]
0.001 0.100 10.000 1 000,000

Masa corporal (kg)

Figura 5. Relaciones entre la masa cerebral y la masa corporal en cuatro clases de
vertebrados (Gavrilov, 2013).
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Ademads, se ha encontrado que, dentro de un mismo grupo taxondmico, las especies
con cerebros mas pequenos tienden a tener un nimero menor de neuronas, las cuales son

también mds pequefias (Eberhard & Wcislo, 2011).

Sin embargo, no todos los animales cumplen con la Regla de Haller. En organismos de
menor tamafio, como la avispa Trichogramma evanescens, se han documentado excepciones,
debido a que muestran una relacién isométrica entre el tamafio del cerebro y el cuerpo (Fig.
6) (Groothuis & Smid, 2017). Esto puede interpretarse como un crecimiento del cerebro que

es proporcional con su tamafio corporal (Groothuis & Smid, 2017).

Se cree que una de las razones por las que esto se presenta es para mantener un
equilibrio entre el tamafio del cerebro y el cuerpo, debido a los altos costos metabdlicos que
conllevaria un cerebro de mayor tamano en un cuerpo tan pequefio (Groothuis & Smid, 2017).
Esto puede verse como una estrategia adaptativa que minimiza los costos mientras mantiene
la funcionalidad cognitiva necesaria para sus actividades (Groothuis & Smid, 2017; van der

Woude et al., 2013; van der Woude & Smid, 2016).

También, se ha sugerido que esto se debe a la necesidad de mantener habilidades
cognitivas comparables a las de animales mas grandes, a pesar de tener cada vez un menor
tamafio (Groothuis & Smid, 2017). La regla de Haller se describe mediante una ley de potencias
en la que el coeficiente de escala determina la tasa de aumento relativo del tamafio del cerebro
en animales mas pequefios. Cuanto menor sea este coeficiente, mas marcado serd el aumento
relativo del tamafo del cerebro en los animales mds pequeios (Groothuis & Smid, 2017; van

er Woude et al., 2013; van der Woude & Smid, 2016 (Eberhard & Wcislo, 2012).

Este patrén se encuentra no solo al contrastar distintas especies, sino también al
examinar individuos pertenecientes a la misma especie. Los de menor tamafo suelen
presentar una proporcion cerebro-cuerpo mayor en comparacion con los mas grandes, y esta
asociacion ha sido corroborada por investigaciones que abarcan varios grupos de animales

(Rensch, 1948).
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Figura 6. Relacidon entre el volumen de cuerpo y cerebro de las avispas T. evanescens. A.
coeficientes de escala cerebral alométricos. B. Grafica logaritmica doble de volumen
cerebral versus volumen corporal. La pendiente de la linea recta que representa el
coeficiente isométrico b = 0,96 (n = 87, r 2= 0,900) (imdgenes y texto tomados de van der

Woude et. al, 2014).
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1.3 Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) y su sistema nervioso

El género Trichogramma pertenece a la familia Trichogrammatidae. Este género fue descrito
por primera vez por Westwood en 1833, designando a T. evanescens como la especie tipo
(Ozder & Kara, 2010). Actualmente, se conocen alrededor de 180 especies de Trichogramma
distribuidas en todo el mundo. Muchas de estas especies son morfolégicamente similares
entre si y presentan complejas interacciones de compatibilidad reproductiva (Lindsey et al.,

2018).

Figura 7. Variacion fenotipica y diversidad de tamafio en avispas Trichogramma. A)
Ejemplo de variaciéon fenotipica del tamafio corporal en avispas Trichogramma evanescens.
Las avispas mostradas en esta imagen son hembras de la misma edad y pertenecen a la
misma cepa iso-femenina, sin embargo, muestran una diferencia extrema en tamaio
corporal (tomado de van der Woude et al., 2011) B) Muestra de Trichogramma pretiosum.

Este género estd compuesto por avispas parasitoides de huevos, las cuales son
extremadamente pequefias (Lindsey et al., 2018). De hecho, pertenecen a algunos de los
insectos mas diminutos que existen, incluso mds pequefios que los protozoos mas grandes,

con adultos que apenas alcanzan décimas de milimetros de longitud (Lindsey et al., 2018).
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Esta diferencia de tamafio varia segun la cantidad de nutrientes que se encuentren
disponibles en el huevo parasitado, ademas de la cantidad de huevos que se depositen en él,

puesto que existe competencia entre las larvas (Fig. 7) (van der Woude & Smid, 2017a).

Por ejemplo, en huevos donde existe poca competencia, pueden alcanzar un tamafio
de 0.9 mm, y en huevos donde hay mucha competencia por los nutrientes, el tamafio puede
ser tan pequefio como 0.3 mm (van der Woude, 2017). También se han encontrado avispas

con un tamafio menor a 0.2 mm (van der Woude & Smid, 2017).

Estas avispas desempenan un papel esencial en la agricultura y la silvicultura, ya que
son enemigos naturales de chinches y muchas plagas lepiddpteras. Son especialmente eficaces
cuando se llevan a cabo liberaciones masivas para controlar estas plagas (Ozder & Kara, 2010).
Ademads, se utilizan ampliamente en la proteccion bioldgica de las plantas y son una parte

crucial de las biocenosis naturales (Reznik, 2011).

Las Trichogramma tienen una variada gama de hospedadores, parasitando
principalmente huevos de insectos lepiddpteros (mariposas y polillas) (Makarova, Veko, et al.,
2021). El proceso de desarrollo de estas avispas, desde el huevo hasta la pupa, ocurre dentro
del huevo del insecto hospedador (Makarova et al., 2021). Las habilidades olfativas y cognitivas
son esenciales para que las avispas localicen y utilicen de manera efectiva los huevos de sus
huéspedes, lo cual es crucial para su reproduccidén y supervivencia, segun la teoria de Darwin
(van der Woude & Smid, 2016). Estas avispas femeninas tienen la capacidad de encontrar el
cuerpo de mariposas hembras ya apareadas y viajar sobre ellas hasta el lugar donde
depositaran sus huevos. Este comportamiento permite a las avispas formar recuerdos a corto
y largo plazo al asociar las feromonas de las mariposas, experimentadas durante estos viajes,
con la oportunidad de depositar sus propios huevos en los huevos de las mariposas (van der

Woude & Smid, 2016).

Ademas, las avispas Trichogramma demuestran una gama de comportamientos
avanzados que necesitan habilidades sensoriales y cognitivas significativas, como la vision, el

vuelo y la capacidad de responder a las feromonas sexuales de otros individuos de su especie
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y a sefiales de las plantas generadas por la puesta de huevos de las mariposas (van der Woude

et al., 2013; van der Woude & Smid, 2016).

1.3.1 El limite de la miniaturizacidn: gasto energético y posibles soluciones

Dentro de este género se observa una notable plasticidad y adaptabilidad, la cual se manifiesta
tanto a nivel del organismo completo como en sus células individuales (Lindsey et al., 2018).
La tendencia a disminuir su tamafio corporal es guiada especialmente por las necesidades del
sistema nervioso central. No solo se han modificado drganos como los omatidios, los cuales
componen los ojos y son extremadamente pequefios si los comparamos con otros insectos
(Lindsey etal., 2018). Ademds, se conoce que, en algunos grupos, el proceso de
miniaturizacién ha llevado a que pierdan drganos respiratorios y circulatorios en estadios

larvales (Lindsey et al., 2018).

En general, los animales de tamafio reducido se enfrentan a desafios Unicos al
desarrollar sus sistemas nerviosos debido a multiples factores. Uno de los problemas radica en
el tamafio minimo que los axones pueden tener para transmitir sefiales eléctricas de forma
efectiva (Eberhard & Wocislo, 2011), el cual puede fallar al tener un didmetro menor a 1 um

(van der Woude & Smid, 2016).

Ademas, en las células nerviosas particularmente pequeiias, el nucleo ocupa una
proporcién mayor del espacio en comparacion con el citoplasma, lo que podria limitar cudn
pequefias pueden ser estas células. Es decir, si la plasticidad es efectuada por medio del
tamafio de las neuronas, podemos encontrar limites necesarios para que las mismas sean
funcionales (van der Woude & Smid, 2016), como el espacio disponible para las mitocondrias
al producir energia, el tamafio de los organelos, entre otros (van der Woude & Smid, 2016).
Todo esto esta determinado por el tamaio minimo de la célula, el cual estd determinado por
el tamafio de sus organulos, y donde la mayor parte de su volumen esta determinado por el
tamafio del nucleo (van der Woude & Smid, 2016). Un ejemplo de esto se ha registrado en

algunas neuronas anucleadas en la avispa Megaphragma mymaripenne, siendo estas de
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aproximadamente el 95 % del total de sus neuronas, luego de un proceso de lisis durante la

etapa de pupa (van der Woude & Smid, 2016).

También, es importante considerar la regla de Haller, segun la cual los animales mas
pequenos tienden a tener cerebros relativamente mas grandes, lo que implica que estos
organismos puedan necesitar destinar una mayor proporcion de sus recursos a su tejido
nervioso (Eberhard & Wcislo, 2011). Esto conlleva a desafios metabdlicos significativos, ya que
construir, mantener y operar un volumen grande de tejido nervioso y redes neuronales
demanda una gran cantidad de energia (Eberhard & Wcislo, 2011). Por ultimo, en cerebros
mas pequefios, se observa que las dendritas tienden a ser menos complejas y de menor
tamario, lo que podria influir en la capacidad de procesamiento del cerebro (Eberhard &
Wocislo, 2011). Todos estos aspectos juntos presentan un panorama complejo que los
pequenos animales deben superar para desarrollar sistemas nerviosos funcionales y eficientes

(Eberhard & Wcislo, 2011).

Se han identificado tres enfoques principales que los animales podrian emplear para
hacer frente a los desafios asociados con el aumento del tamafo de su cerebro y las
limitaciones conductuales debido a su pequefio tamafio corporal (Eberhard & Wcislo, 2011).
Estas estrategias no son excluyentes, lo que significa que un mismo animal podria aplicar
diferentes ajustes para sortear las restricciones de su tamafio reducido (Eberhard & Wcislo,

2011).

La primera estrategia es la limitacién de tamafo. Esta estrategia implica el desarrollo
de estilos de vida que requieran menos habilidades de comportamiento, lo que podria reducir
los gastos metabdlicos al disminuir la necesidad de un tejido cerebral mas energéticamente
costoso. En entornos donde los costos de mantener ciertas capacidades superan a los
beneficios que ofrecen, la seleccién natural tiende a favorecer la simplificacién de estas
capacidades. La teoria de la limitacién de tamafio sugiere que los individuos mas pequefos
podrian estar limitados en su comportamiento debido a los altos costos de mantener un

sistema nervioso central que iguale las capacidades comportamentales de organismos mas
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grandes, lo que hace mas ventajoso para estos pequeiios animales tener habilidades

comportamentales menos complejas (Eberhard & Wcislo, 2011).

III

La segunda estrategia, conocida como el “cerebro de gran tamafio’”’, sugiere que es
posible priorizar la retencién de esas habilidades especificas, a pesar del alto costo metabdlico
asociado con el tejido nervioso necesario para mantenerlas, siendo el beneficio mayor al costo
(Eberhard & Wcislo, 2011). En consecuencia, estos animales pueden evolucionar hacia tener
cerebros relativamente grandes, como un compromiso entre mantener capacidades
comportamentales cruciales y los desafios metabdlicos de soportar un sistema nervioso mas
desarrollado (Eberhard & Wocislo, 2011). Esta teoria concuerda, al menos de forma general,

con las tendencias alométricas bien documentadas que muestran que los animales mas

pequenos suelen tener cerebros proporcionalmente mas grandes (Eberhard & Wcislo, 2011).

La tercera estrategia, “economia del disefio”’ esta basada en la cantidad de informacién
gue los animales recopilan de su entorno, y contrasta las capacidades de recopilacién de datos
de su sistema nervioso central para procesar y almacenar esa informacién de manera
significativa (Eberhard & Wocislo, 2011). Plantea la posibilidad de ajustar la cantidad de
informacién que llega al eliminar la redundancia recolectada por diferentes receptores antes
de enviarse a los procesadores centrales, “economizando’ el procesamiento de la informacién

(Eberhard & Wcislo, 2011).

Estas modificaciones del cerebro para economizar los gastos pueden ocurrir por medio
de la reduccién del numero y tamafio de neuronas, donde la complejidad neuronal se
mantiene, asi como también por una reduccion de las redes neuronales y sus proyecciones,
donde se reducen el nUmero de neuronas y sus arborizaciones, con lo cual se puede mantener
un la complejidad cognitiva y conductual que se requiere para llevar a cabo las funciones

basicas sin que esto afecte su rendimiento (van der Woude & Smid, 2016).

Para Trichogramma esta ultima opcidon de reduccién de las redes neuronales ha sido
relevante (van der Woude & Smid, 2016). Se piensa que estos cambios pueden deberse a
modificaciones en los genes de plasticidad que permiten variaciones en el nimero de

neuronas, la composicidn del neuropilo y la complejidad de las arborizaciones neuronales.
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Estos cambios dependerian del entorno en el que se desarrollan las crias, considerando
factores como el espacio y la disponibilidad de nutrientes en el huevo del huésped (Lanet &

Maurange, 2014; van der Woude & Smid, 2016).

Un ejemplo de esta plasticidad encontrada en el cerebro de las avispas Trichogramma
fue descrita para Trichogramma evanescens, que posee neuronas aminérgicas que pueden
variar ampliamente de tamafio, a pesar de que sean avispas genéticamente idénticas, en un
rango de 1.7 um a 4.4 um, por ejemplo (Lindsey et al., 2018). La plasticidad en esta avispa es
mucho mayor a la descrita en otras especies hasta la actualidad, pues se ha descubierto que
en adultas hembras el volumen del cerebro puede variar hasta 5 veces (van der Woude et al.,

2013).

Mantener tejido nervioso implica costos metabdlicos muy altos, resultando en que los
animales mds pequenos enfrenten costos metabdlicos relativamente mayores (Eberhard &
Wocislo, 2011). Si estos cerebros mas pequefios poseen capacidades de procesamiento de
informacién comparables a las de cerebros mas grandes, es probable que su actividad
metabdlica sea mas intensa, y se ha observado que sus neuronas transmiten informacién a

velocidades mas lentas (Eberhard & Wcislo, 2011).

Las adaptaciones en sus habitos y caracteristicas bioldgicas, especialmente en
respuesta a la miniaturizacién, pueden generar cambios notables en el desarrollo del sistema
nervioso central, afectando significativamente la estructura y funcién de los parasitoides
(Makarova, Veko, etal.,, 2021). Sin embargo, diferentes estudios han descrito cdmo sus
habilidades son similares a las de insectos que poseen un mayor tamano, lo cual demuestra
gue su cerebro es capaz de procesar funciones complejas, como el desplazarse caminando o
volando, el identificar colores, olores, y asociar esta informacién con animales que estan por
colocar huevos que pueden parasitar; controlar el tamafio, nimero y sexo de sus huevos y vivir

extensamente (van der Woude, 2017).

En el campo de la investigacidn, se pone especial énfasis en especies pertenecientes a
la familia Trichogrammatidae, como los géneros Megaphragma y Trichogramma, para

entender mejor estos fendmenos (Makarova, Veko, et al., 2021).

29



1.4 Telenomus podisi (Hymenoptera: Platygastridae)

Figura 8. Telenomus podisi hembra (tomado de Felipe-Victoriano et al., 2019)

El género Telenomus pertenece a la familia Platygastridae. Histéricamente, este género se
clasificaba dentro de la familia Scelionidae (Felipe-Victoriano et al., 2019; Yeargan, 1980), pero
revisiones taxondmicas mas recientes han llevado a una reorganizacién de estos grupos,

situando a este y otros géneros dentro de Platygastridae (Murphy et al., 2007).

Esta familia se caracteriza por incluir numerosas avispas, las cuales suelen tener un
tamafio pequefio a muy pequefas. Son conocidas también por tener una conducta

endoparasitica, y afectan los huevos de otros insectos y arafias (Murphy et al., 2007).

Dentro del género de Telenomus encontramos a Telenomus podisi (Fig. 8) (Ashmead,
1893). Esta avispa parasitoide es conocida ampliamente por su uso como control bioldgico en

varias especies, especialmente de las chinches (Pentatomidae) (Battisti et al., 2020; Lahiri
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et al., 2017; Tognon et al., 2013, 2014; Zachrisson et al., 2016), incluyendo, por ejemplo, a
Euschistus heros y Tribaca limbativentris (Tognon et al., 2014), siendo en Brasil el enemigo
natural mas abundante para Euschistus heros en los cultivos de soya (Tognon et al., 2014), y
reportado con una tasa de parasitismo mayor a 85 % para el control y regulacién de la

poblacién en la especie Oebalus insularis en cultivos de arroz en Panama (Zachrisson et al.,

2016).
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1.5 Trissolcus spp. (Hymenoptera: Platygastridae)

Figura 9. Trissolcus basalis hembra (tomado de Felipe-Victoriano et al., 2019)

La clasificacion del género Trissolcus ha sido objeto de estudio dentro de la superfamilia
Platygastroidea, que comprende dos familias principales: Scelionidae y Platygastridae (Austin
et al., 2005). Esta familia incluye insectos parasitoides, siendo el tercer grupo de superfamilias
con mas especies descritas a nivel mundial (Austin et al., 2005). Histéricamente, este género

se clasificaba dentro de la familia Scelionidae (Felipe-Victoriano et al., 2019; Yeargan, 1980).

Los estudios sobre Platygastroidea han confirmado la monofilia de la superfamilia y la
familia Platygastridae (Murphy et al., 2007), es decir, poseen un solo ancestro comun, pero
han encontrado que Scelionidae es probablemente polifilética (no incluye el ancestro comun

mas reciente de todos sus miembros) (Murphy et al., 2007). Los estudios realizados indican
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que la clasificacion dentro de esta superfamilia sigue en revisién (Austin et al., 2005; Murphy

et al., 2007).

Estas avispas, ademads, son conocidas por su parasitismo en variedades de cultivo,
incluyendo el cultivo de arroz (Zachrisson & Martinez, 2011).En Panama3, se ha reportado que
las tasas de parasitismo de Trissolcus basalis (Fig. 9) han variado entre el 84 y 89 % en

programas de control para Oebalus insularis (Zachrisson & Martinez, 2011).

Considerando que las avispas parasitoides de estas familias son controladoras
naturales de plagas, y que se han utilizado ampliamente para investigaciones entomoldgicas
en las ultimas décadas, es importante poder conocer mas sobre su evolucion y biologia (Austin

et al., 2005).
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1.6 Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Basado en los principios fisicos que describen las propiedades de la materia, la fluorescencia
se caracteriza por la habilidad de un material para emitir luz de manera inmediata tras
exponerse a radiacién. De acuerdo con la ley de Stokes, esta luz emitida presenta una longitud
de onda superior ala delaluz absorbida, lo que implica que los fotones emitidos poseen menor
energia (Auzel, 2004; Storch, 2000; Xiao et al., 2019). De acuerdo con Storch (2000), los
estudios realizados por Coons (1941) y otros autores consiguieron integrar la alta sensibilidad
de la microscopia de fluorescencia con la precisién especifica de las técnicas inmunolédgicas, al
marcar anticuerpos con fluorocromos. Con esto, se han introducido los términos
"inmunofluorescencia" o "técnica del anticuerpo fluorescente" para denominar este enfoque

(Storch, 2000).

La técnica de inmunofluorescencia (IF) posibilita la observacion de una amplia gama de
componentes en cualquier tipo de célula o tejido utilizando anticuerpos especificos marcados
con fluordéforos. Este método es esencial tanto en investigacion basica como en aplicaciones
clinicas, permitiendo la deteccidon de diversas moléculas bioldgicas (Im et al., 2019). Esta
técnica se basa en la capacidad de los anticuerpos marcados con fluordforos para detectar y
unirse a sus objetivos dentro de las células (Allaire et al., 2015). Lo cual se aplica comunmente
en el estudio de tejidos y cultivos celulares para analizar la disposicidon de diversas moléculas

bioldgicas como proteinas, acidos nucleicos y glicanos (Allaire et al., 2015).

Para llevarla a cabo, deben desarrollarse dos fases importantes: la primera, que incluye
la fijacidn de la muestra y el procesamiento del tejido, incluyendo los bloqueos de sitios no
especificos, incubacién del anticuerpo primario, proceso de sistemas de deteccidn que tengan
revelado, contrateiiido, entre otros, y la segunda, que requiere de interpretar y cuantificar lo

gue se haya observado expresado en los tejidos examinados (Fig. 10) (De Matos et al., 2010).

Al no existir un fijador universal, la seleccidn del fijador 6ptimo y el método de fijacién
se determinan en funcién del antigeno y tipo de muestra (Imet al., 2019). La fijacién es un paso
inicial critico en el procedimiento, disefiado para inhibir la autodestruccién de las células,
disminuir la descomposicion y mantener intacta la forma celular al tiempo que se preserva la
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capacidad de los antigenos para reconocerse (Im etal., 2019). Este proceso tiene como
objetivo asegurar los antigenos de interés en su lugar sin modificar la estructura interna de las
células, facilitando el acceso completo de los anticuerpos a los componentes celulares

especificos que se buscan (Im et al., 2019).
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Figura 10. Ejemplo de aplicacidon de la inmunofluorescencia con microscopia confocal
(ilustracion creada en Biorender).

Antes de la aplicacion de los anticuerpos primarios y secundarios, se realiza un bloqueo
con una solucién bloqueadora para prevenir la unién a moléculas que no sean parte de nuestro
objetivo (Im et al., 2019). La deteccion de fluorescencia se logra con anticuerpos conjugados a

fluoréforos, seleccionados por sus caracteristicas especificas (Im et al., 2019).

Ademas, la inmunofluorescencia se utiliza cominmente en conjunto con otras técnicas
de tincidn fluorescente, como la aplicacidn de DAPI, el cual se emplea para marcar el ADN en

las muestras biolégicas (Allaire etal.,, 2015). Esta combinacién de técnicas permite la
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identificacién simultdnea de diferentes tipos de moléculas en una misma muestra, lo que

amplia las posibilidades de andlisis (Allaire et al., 2015).

Existen dos enfoques principales para realizar la inmunofluorescencia: la directa y la
indirecta (Allaire et al., 2015). En la inmunofluorescencia directa, el anticuerpo primario esta
marcado directamente con un fluordforo, lo que simplifica el procedimiento y limita la
reactividad cruzada entre anticuerpos (Allaire et al., 2015; Storch, 2000), sin embargo, pueden
ser complicados de adquirir comercialmente, reducir la sensibilidad y aumentar los costos
(Allaire et al., 2015). En cambio, en la inmunofluorescencia indirecta, se utiliza un anticuerpo
secundario marcado que lleva el fluorocromo reconoce entonces al anticuerpo primario y se
une a él, lo que proporciona una mayor sensibilidad y una sefial amplificada, aunque requiere
mas pasos y tiempo (Allaire et al., 2015; Storch, 2000). Comercialmente, hay una amplia gama

disponible (Allaire et al., 2015).

Distintos tipos de microscopios se pueden utilizar para analizar muestras de
inmunofluorescencia. El microscopio de epifluorescencia, por ejemplo, permite la excitacion y
deteccion de la fluorescencia a través del mismo sistema 6ptico, aunque puede presentar una
alta relacion de ruido debido a la transmision de la mayoria de la luz de excitacidn a través de
la muestra (Allaire et al., 2015). Debido a que la mayor parte de la luz de excitacion se transmite
a través de la muestra, solo la luz excitatoria reflejada puede alcanzar el objetivo junto con la

luz emitida (Allaire et al., 2015).

Por otro lado, la microscopia confocal ofrece una mayor resolucién éptica y contraste
al eliminar la luz fuera de foco mediante el uso de un diafragma espacial (Fig. 11). Aunque este
enfoque permite la reconstruccidon de estructuras tridimensionales a partir de las imagenes
obtenidas, como una fraccién importante de la luz de la muestra se bloquea en el diafragma a

menudo se requieren exposiciones largas (Allaire et al., 2015).

Para emplear la inmunofluorescencia también debemos tomar en consideracion que
pueden existir algunas limitaciones. Entre ellas se pueden mencionar, por ejemplo, el hecho
de que no estamos observando directamente nuestro objetivo, sino una evidencia de su

presencia, y en ocasiones, si ocurre una ausencia de tincidn, puede deberse a una ausencia de
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inmunoreactividad, y no a que la molécula esté ausente. Esto es comun y puede deberse a que
nuestro tejido y el anticuerpo no tienen suficiente afinidad, a que el procesamiento del tejido

no fue correcto, entre otros (Fritschy, 2008).

Existen factores que influyen en la calidad de nuestros experimentos con
inmunofluorescencia (Fritschy, 2008). Entre estos, podemos mencionar el seleccionar un buen
método de fijacion celular o tisular, debido a que la fijacidn modifica las propiedades quimicas
de sus componentes, lo cual puede afectar la afinidad del anticuerpo, al dificultar la
penetracion de estos en el tejido (Fritschy, 2008). También, otra limitante que se debe tomar
en consideracion durante el procedimiento de tincidon es la duraciéon y temperatura de

incubacién (Fritschy, 2008).
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Figura 11. Comparacion de técnicas de imagen 3D con inmunofluorescencia. Comparacién
de imagenes de campo amplio (wide-field) (a, c y e) y CLSM (microscopia confocal de
barrido laser) (b, d y f) de muestras de varios grosores. Barras de escala, 20 um (tomado y
modificado de Jonkman & Brown, 2015).
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1.7 Importancia ecolégica y econdmica de las avispas

El control bioldgico estd relacionado con el manejo integrado de plagas, en donde se utilizan
insectos (parasitoides y depredadores) para controlar las poblaciones de plagas agricolas por
debajo de los niveles de dafio econdmico (Jiménez-Martinez, 2009). Este control desempefia
un papel importante en la supresion de diversas poblaciones de insectos plaga en diferentes
cultivos y bosques, siendo utilizado con el objetivo de no perjudicar al medio ambiente (por

ejemplo, a los insectos de beneficio), y proteger la salud humana (Jiménez-Martinez, 2009).

La busqueda de alternativas al uso excesivo de pesticidas en la agricultura ha
aumentado en los ultimos afios (Garceran & Castillo, 2019; Mélo-Filho & Guenther, 2015).
Entre las opciones mds sostenibles de manejo de plagas se encuentra el control biolégico
aumentativo (CBA), que implica la liberacién inundativa de agentes de control bioldgico como
parasitoides de huevos (van Lenteren et al., 2018). Estos agentes de control bioldgico se
destacan por actuar en la etapa de huevo de la plaga, la cual ocurre antes de la aparicién de

cualquier dafio en el cultivo (Querino et al., 2016; Valente et al., 2017).

Dentro de los enemigos naturales para plagas mas eficientes en todo el mundo se
encuentran las avispas parasitoides Trichogramma spp. Se consideran altamente aptas debido
a su facilidad de cria en masa y su capacidad para reducir la poblacion de diversas plagas de
insectos, especialmente insectos lepidépteros (Lohr et al., 2018; Parreira et al., 2019; Shawer
et al., 2021; Zachrisson, 2010). Desde los afos 60, ha habido un avance significativo en el uso
de técnicas de cria masiva y dietas artificiales para multiplicar las presas de los depredadores

o huéspedes de los parasitoides (Zachrisson, 2010b).

Se han reportado muchos casos exitosos de las avispas parasitoides Trichogramma
(Familia: Trichogrammatidae) y Telenomus (Familia: Platygastridae) como control biolégico a
nivel mundial, con estudios en Panamad (Zachrisson, 2010b; Zachrisson et al., 2016), Espafia
(Gallego etal., 2019), India (Romeis et al., 1999), Canada (S. M. Smith, 1996), Alemania

(Hassan, 1993), México (Hernandez-Trejo et al., 2019), entre otros.

Por ejemplo, se conoce que Te. podisi es un importante enemigo natural de las chinches

(Pentatomidae) (Tognon et al., 2014). En Panama se han utilizado en las zonas arroceras de la
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region oriental para parasitar huevos de insectos como Rupella albinella (polilla), Spodoptera
frugiperda (polilla) y Oebalus insularis (chinche), debido a que son capaces de reducir

rdpidamente la poblacién de plagas en un corto periodo de tiempo (Zachrisson, 2010).

En la practica del manejo integrado de plagas, se prefiere el uso de controladores
biolégicos, destacando las especies del género Trichogramma, por su superioridad en el
control de poblaciones de plagas en comparacion con los métodos quimicos (Parreira et al.,
2019). Sin embargo, la aplicacidon de pesticidas puede ser contraproducente para estos agentes
naturales, ya que pueden dafiarse al entrar en contacto con superficies tratadas, o al consumir
agua y polen contaminados (Parreira et al., 2019). Los efectos nocivos de los pesticidas no se
limitan a la muerte inmediata, sino que también pueden perturbar significativamente el
desarrolloy comportamiento de los parasitoides, afectando su ciclo de vida, incluyendo la tasa
de parasitismo, duracién de vida, balance de género, emergencia de adultos, comunicacién y
apareamiento (Parreira etal., 2019). Esto es particularmente critico para parasitoides
inmaduros que se desarrollan dentro de huevos tratados con pesticidas, ya que pueden

perecer junto con sus huéspedes (Parreira et al., 2019).

Ademads de brindar un mejor entendimiento de la fisiologia de Telenomus podisi,
Trissolcus spp. y Trichogramma pretiosum, este trabajo puede tener implicaciones importantes

en el campo del control biolégico.
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CAPITULO Il. METODOS Y MATERIALES

3.1 Cultivo de avispas

Los especimenes de Te. podisi, Tr. pretiosum y Trissolcus spp. fueron proporcionados por el
IDIAP (Instituto de Innovacion Agropecuaria de Panama) a través del Dr. Bruno Zachrisson y el
proyecto de “Control Bioldgico de Spodoptera frugiperda (Noctuidae) y Oebalus insularis
(Pentatomidae) en arroz, utilizando parasitoides odfagos”, con sede en el Centro de
Investigacion Agropecuaria Oriental (CIAOr), El Naranjal, Chepo, Panamad. Las mismas son

criadas en condiciones abidticas controladas.

3.2 Procesamiento de cerebros e inmunomarcaje

Las muestras de hembras y machos de Te. podisi, Trissolcus spp. y Tr. pretiosum se fijaron
enteras en formaldehido al 4 % 0,1 M (pH = 7,4) inmediatamente después de su nacimiento
(Fig. 12) a temperatura ambiente durante 24 horas. Posteriormente, se enjuagaron cinco veces
en solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) y se dejaron en perdxido de hidrogeno (H203)
al 30 % durante 7 — 10 dias (Te. podisi y Trissolcus spp.) y 4 — 8 dias (Tr. pretiosum) para aclarar
la cuticula. Luego, las avispas se lavaron nuevamente con PBS e incubaron en Triton X-100
(Sigma Solution) al 0,5 % durante 3 horas (3 x 1 h) a temperatura ambiente, para permeabilizar
la membrana y permitir una mayor penetracién de los anticuerpos y el agente de tincion.
Después, fueron pre-incubadas en suero de cabra al 1% en PBS durante <16 horas.
Seguidamente, se lavaron con Triton X-100 durante 5 min y se incubaron en anticuerpo
primario Anti-Synapsin en una dilucién 1:50 (Te. podisiy Trissolcus spp.) y 1:100 (Tr. pretiosum)
durante 48 horas a 4 °C. Tras el tiempo del anticuerpo primario, las muestras se enjuagaron
con Triton X-100 durante 1 h 30 min (3 x 30 min) y se incubaron con anticuerpo secundario
Alexa Fluor 555 (Invitrogen) en una dilucion 1:200 junto a tincidon de NucBlue (5 pL por vial)
durante 24 horas a temperatura ambiente. Después de enjuagarlas en PBS, se procedié a la
deshidratacion en serie graduada de etanol (50, 70, 90, 95 y 100 %) durante 10 minutos cada

una, con una repeticion adicional en etanol absoluto (100 %) tres veces (3 x 10 min) para Tr.

41



pretiosum, asegurando la deshidratacién adecuada. Para clarificar los tejidos internos se utilizé
metil salicilato 100% durante 1 - 4 dias (Te. podisi y Trissolcus spp.) (Fig. 13) o 2 horas (Tr.
pretiosum) (Fig. 14). En la mayoria de las muestras, se removieron las alas para mejorar la
visualizacién en el microscopio confocal y se separé la cabeza del cuerpo con pinzas finas

(Dumont no. 5, Sigma) para su analisis detallado (Haverkamp & Smid, 2014; Smolla et al.,

2014).

A BB

Dia 1 Dia 4

2 - 3 horas Varios dias

Figura 13. Proceso de aclarado de cuticula y tejidos internos en Telenomus podisi
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0.2 mm

Minuto 1 Minuto 4 Minuto 10

Figura 14. Proceso de aclarado en tejidos internos en Tr. pretiosum.

3.3 Microscopia confocal

Las muestras fueron montadas utilizando metil salicilato como medio dentro de arandelas
pegadas a portaobjetos largos de 1 mm por medio de esmalte de ufias Sally Hansen®, y se
cubrieron con cubreobjetos regulares. Primero, se colocaron las avispas enteras para obtener
las imdagenes tridimensionales completas, y posteriormente imdgenes de la cabeza, orientando
la parte de abajo de la misma hacia la parte inferior de los cubreobjetos largos, con el fin de
poder obtener una imagen desde la parte de atras del cerebro. Se utiliz6 un microscopio
confocal de escaneo laser Zeiss FLV 3000. Las cabezas de Te. podisi se escanearon utilizando
un objetivo de 10X, asi como también las imagenes del cuerpo completo. Para Tr. pretiosum
se utilizé el objetivo de 20X tanto para el cuerpo como la cabeza. La resolucion se mantuvo en

1024 x 1024 pixeles.
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3.4 Analisis de datos y procesamiento de imagenes

3.4.1 Reconstruccion tridimensional

La reconstruccién de los cerebros se realizd con el software Reconstruct (John C. Fiala, Ph.D.)
obtenido online en la pagina de SynapseWeb, disponible en la pagina web de la Universidad
de Texas en Austin. Las fotos utilizadas por el microscopio confocal se descargaron en formato
.jpg, e importadas para tener un archivo .ser que pudiera modificarse con el software. Una vez
importadas, se calibraron con la escala de barra para tener las medidas correctas y se configurd
el tamafio de los pixeles. El grosor de todas las imdgenes se ajusté a 2 um. Para cada tipo de
trazo en la imagen (cabeza, cerebro, eséfago, etc.) se atribuyd un color y nombre especifico.

Al tener la reconstruccion completa, se obtuvo el volumen de cada grupo de trazos especificos.

3.4.2 Mediciones

Las mediciones corporales se realizaron en el software Canvas X. Las imagenes, en formato
.jpg, se calibraron a 100 um (Trichogramma pretiosum) o 200 um (Telenomus podisi'y Trissolcus
spp.) con la escala de barra para tener las mediciones correctas. Para Te. podisiy Tr. pretiosum
se realizaron las mismas mediciones. En las fotos obtenidas del cuerpo completo, se realizaron
mediciones del largo de fémur y del cuerpo completo, desde el extremo del abdomen hasta la
base de la cabeza. Luego, se realizé una medicién del largo de la cabeza. Para aquellas muestras
en las que la posicidn de las avispas complicaba la captura de imagenes adecuadas para medir
la longitud total del cuerpo, se optd por sumar la distancia desde el abdomen al térax y, a esta,
afiadirle la longitud de la cabeza, considerando este total como la medida del “cuerpo
completo”. En las imagenes de la cabeza, se realizaron mediciones del largo (sin contar las
mandibulas ni el aparto bucal), hasta la parte superior de la cabeza. Para el ancho, se hicieron

mediciones desde la parte mas externa de los ojos.
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3.4.3 Andlisis estadisticos

Los datos obtenidos por medio de los dos softwares mencionados anteriormente,
Reconstruct y Canvas X, se analizaron estadisticamente en GraphPad Prism 5. Las variables que
se analizaron fueron el volumen de la cabeza y el volumen del cerebro; la relacién de volumen
de cabeza/volumen de cerebro, ancho de la cabeza, largo del fémur y cuerpo completo. Los

resultados obtenidos se expresaron como el promedio y la desviacion estandar (DE).

Para garantizar que las variables fuesen comparables, fue necesaria una
estandarizacion logaritmica luego de estudiar la naturaleza de los datos de cada variable. Se
utilizé un modelo de andlisis paramétrico. Para determinar las diferencias significativas de las
medias de tres grupos o mas para cada variable, se utilizd un modelo de ANOVA One-Way a
un factor. Al ser significativos los resultados ANOVA, se procedié a un andlisis post-hoc de
Tukey HSD (Diferencia Significativa Honesta) para evaluar las diferencias especificas entre los
grupos. Para la comparacion estadistica entre solamente dos grupos se utilizé el Test de

Student con correccidén de Welch.

Se consideraron significativos los resultados donde p <0.05. Se realizé una correlacién
de Pearson para examinar la relacidn entre las variables, la fuerza (R?) y la direccién de la
asociacion de las variables (positiva o negativa), asi como una regresion linear para realizar un
modelo predictivo de las variables que corresponden a las especies estudiadas. Se establecié
un valor de p < 0.05 como umbral para la significancia estadistica, y se utilizé un intervalo de

confianza del 95 % para evaluar la precision de las estimaciones.
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CAPITULO Ill. RESULTADOS

4.1 Protocolo para imagenes con microscopia confocal y reconstrucciones
tridimensionales de un organismo completo

Mediante el protocolo de microscopia confocal desarrollado, se capturaron imagenes de alta
resolucidn de los cerebros de Tr. pretiosum, Trissolcus spp.y Te. podisi sin recurrir a la diseccién
(Fig. 15), permitiendo la reconstruccion completa de las cabezas y cerebros (Fig. 16). Es decir,
las imagenes se obtuvieron con la cabeza intacta para cada especie. Estas imagenes muestran
con claridad las estructuras cerebrales junto con otros componentes internos como musculos,

sistema nervioso, aparato digestivo, y otros (Fig. 17).

Este método permitid la visualizacion detallada de estructuras internas sin alterar la
integridad fisica de los especimenes, facilitando el estudio de su anatomia interna. Una vez

estandarizado este protocolo, nuestro porcentaje de éxito al replicarlo fue del 95 — 99 %.

El procedimiento se optimizo (Tabla 1), y logrd la visualizacién de estructuras ocultas
bajo pigmentos densos o cuticulas gruesas. Como resultado, se obtuvieron vistas
transparentes completas del cuerpo y la cabeza de las especies investigadas, permitiendo una
observacion detallada de areas especificas, como las mandibulas, o el area del cerebro que se

encuentra bajo los omatidios en las tres especies estudiadas (Fig. 18).

Durante el desarrollo de nuestro estudio, encontramos la presencia de una avispa
parasitoide, Trissolcus spp., dentro del cultivo suministrado de Telenomus podisi, a pesar de
las medidas de clasificacién y bioseguridad implementadas por la institucion proveedora para
garantizar la multiplicacién especifica de Telenomus podisi. Debido a esto, tuvimos una menor

cantidad de Te. podisi a la esperada, por lo que se decidié analizar las tres especies.
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Figura 15. Resultados obtenidos a través del protocolo de inmunofluorescencia para el
estudio de avispas parasitoides, utilizando microscopia confocal para examinar el cuerpo
entero y visualizar estructuras internas. A) Tr. pretiosum B) Te. podisi
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Trichogramma pretiosum (hembra) Telenomus podisi (hembra) Trissolcus spp. (hembra)

Microscopia confocal Reconstruccién 3D Microscopia confocal Reconstruccién 3D Microscopia confocal Reconstruccién 3D

Trichogramma pretiosum (macho) Telenomus podisi (macho) Trissolcus spp. (macho)

Microscopia confocal Reconstruccién 3D Microscopia confocal Reconstruccién 3D Microscopia confocal  Reconstruccién 3D

Figura 16. Reconstruccion tridimensional de las cabezas de Tr. pretiosum, Te. podisi y Trissolcus spp. Microscopia confocal:
observacion de los cerebros de Tr. pretiosum, Te. podisiy Trissolcus spp. Imagenes con resolucién 1024x1024 tomadas con objetivos
de 10X y 20X junto a su reconstruccion 3D.
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Figura 17. Reconstruccion tridimensional de Te. podisi. A |la izquierda, microscopia confocal: observacidn de Te. podisi hembra completa
1024x1024 - 10X. A la derecha, reconstrucciones 3D de la cabeza y cuerpo completo.
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TABLA 1

Evaluacidn de protocolos de inmunofluorescencia en artrépodos: un analisis
comparativo del estudio realizado por Smolla et al. (2014) y este estudio

Caracteristica

Fijacion

Diseccion

Aclaracion con
H,0,

Permeabilizacio
n con Triton X-
100

Aplicacidon de
suero

Uso de
colorantes
especificos y
anticuerpos

Deshidratacion y
aclaracion

Smolla et. al (2014)

2 horas a temperatura

ambiente oundiaa 4 °C

Se realizaron
disecciones

H,0; al 35 %, 810 dias

0.2 %, en PBS durante

24 horas a temperatura
ambiente, o 3 diasa 4 °C

No especificado

Dextran biotin,

Streptavidin Alexa Fluor

488, DAPI

Serie graduada de

etanol y metil salicilato
(duracion desconocida).

Este estudio

24 horas a temperatura

ambiente

No se recurrid a la diseccion; se
mantuvo la cabeza intacta

H,0; al 30 %, 7-10 dias para Te.
podisi y Trissolcus spp.; 4—8 dias

para Tr. pretiosum

0.5 % en PBS durante 3 horas a
temperatura ambiente

Suero de cabra al 1% en PBS

durante 24 horas

Anti-Synapsin, Alexa Fluor 555,

NucBlue

Serie graduada de etanol y uso
de metil salicilato con tiempos
especificos por especie. Tiempo
de metil entre 10 minutos para
Tr. pretiosum y >4 dias para Te.

podisi o Trissolcus spp.

éProceso similar o
diferente?

Diferente: Duracion
de la fijaciény
temperatura
Similar: uso de
paraformaldehido al
4 % en PBS

Diferente: Método
de preparacion de la
muestra.

Diferente:
Concentracion del
tratamiento con
H.0..

Similar: Duracién del
tratamiento con
H.0..

Diferente:
Concentraciony
tiempo de exposicién
al Triton X-100.

Similar: Colorantes
para tefir y uso de
anticuerpos.

Similar: Proceso de
deshidratacion y
aclaracién con metil
salicilato.
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Camaras de escaneo Montaje en portaobjetos con

Montaje personalizadas con metil arandelas y esmalte de ufias
salicilato para sellado.

Microscopio TCS SP2 AOBS (Leica),

ot . Olympus FV-3000
utilizado LSM 510 Meta (Zeiss) ymp
s Reconstruccion 3Dy Reconstruccién cerebral con
Andlisis de datos . .
. segmentacion manual o Reconstruct y mediciones

y mediciones .

automatizada corporales con Canvas X

Diferente: Técnica de
montaje.

Diferente: Modelo de
microscopio
confocal.

Diferente:
Herramientas de
analisis y medicion.

Figura 18. Vistas detalladas de la transparencia obtenida para mandibulas y omatidios en
avispas parasitoides. La imagen permite una observacién transparente hasta el nivel de las
mandibulas, demostrando la capacidad de esta técnica para penetrar y revelar estructuras

internas de dificil visualizacion.
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4.2 Relaciones alométricas de Trichogramma pretiosum, Trissolcus spp. y Telenomus

podisi

Siguiendo el tercer objetivo establecido, enfocado en investigar las relaciones alométricas y
evaluar las correlaciones entre el tamafio cerebral y caracteristicas morfoldgicas en avispas
parasitoides de Panama, hemos descubierto diferencias significativas en la proporcion del
volumen del cerebro en comparacién con el tamafio de la cabeza y otras partes morfoldgicas

entre las especies examinadas.

Sin embargo, es importante considerar que una limitaciéon encontrada durante el
estudio fue la escasez de machos dentro de las muestras que cumplieron exitosamente con el
procedimiento, las cuales representaron solo aproximadamente el 18.73 % del total de
muestras. Para asegurar una cantidad adecuada de muestras para el analisis, y considerando
gue no se encontraron diferencias significativas al evaluar el volumen de cerebro y cabeza
entre hembras y machos, se optd por combinar los datos de ambos sexos en el estudio. Aunque
se mostraran los datos separados por sexo para brindar la informacién recolectada completa
del volumen del cerebro (Tabla 2) y el volumen de la cabeza (Tabla 3), es importante tener en
cuenta que las conclusiones principales se basan en analizar el volumen total del cerebro y la
cabeza sin distinguir entre machos y hembras. Este enfoque nos permitié concentrarnos en

entender las caracteristicas generales del cerebro en cada especie.
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4.2.1 Volumen promedio del cerebro y la cabeza en hembras y machos de
Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y Trissolcus spp.

En los resultados del volumen cerebral total entre hembras vs machos de las tres especies, se
observaron variaciones de interés. Para Trichogramma pretiosum no hubo una diferencia
significativa, siendo el volumen promedio del cerebro de las hembras de 506 617 pm?3,
mientras que para los machos fue ligeramente menor, con 496 750 um3. En el caso de
Trissolcus spp., las hembras presentaron un volumen cerebral de 1.19 x10® um3, en contraste
con los machos, que tuvieron un volumen de 869 852 um3. Por ultimo, en Telenomus podisi,
se observd que los machos mostraron un volumen cerebral de 821 238 um?3, y las hembras de
642 335 um. Sin embargo, es importante destacar que para Telenomus podisi solo se obtuvo
un macho dentro de las muestras analizadas exitosamente. Para las especies Trichogramma
pretiosum y Trissolcus spp. no se encontraron diferencias significativas en el volumen del
cerebro entre machos y hembras. Debido a que solo se conté con un macho de Telenomus

podisi, no fue posible realizar este analisis.

En la parte comparativa del volumen de la cabeza entre sexos de las tres especies
estudiadas, se llegd a la misma conclusion. Para Trichogramma pretiosum, la diferencia en el
volumen de la cabeza entre hembras y machos no resulté ser significativa, con las hembras
mostrando un volumen promedio de 1.51x10° um?3 y los machos un volumen ligeramente
menor de 1.41x10°% um3. Por otro lado, Trissolcus spp. tampoco mostré una diferencia
significativa alcanzando las hembras un volumen de 7.76x10° um3, en comparacién con los
6.32x10° um? observados en los machos. Para Telenomus podisi tampoco fue posible realizar

esta comparacion debido a la falta de muestras en machos.

53



TABLA 2

Volumen promedio del cerebro para muestras de las tres

especies estudiadas Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y
Trissolcus spp., con segregacion entre hembras (H) y machos (M).

) Vol promedio + DE S|gr]|f|.canC|a
Especie Sexo (um?) Valordep  estadistica entre
" Sexos
Trichogramma pretiosum H 506 617 + 9.78x 10"
n=13
Trichogramma pretiosum 0.8856 Dslifer:iiinccal'?ivnao
9 o 4p M 496750+ 1.16 x10° &
THSS: /_a;slSp P H 1.19 x10° + 2.46x10°
Di .
Trissolcus s 0.1498 slifer:ii:cggvnao
PP M 869852 +3.13x10° g
Telenomus podisi 5 .
Nt H 642 335 +1.47x10 No se pudo realizar
) una comparacion
Telenomus podisi por falta de
n=1 M 821238 muestras

No se encontraron diferencias significativas entre el volumen promedio del cerebro de

hembras y machos de cada especie. Sin embargo, para la especie Telenomus podisi no fue

posible realizar el analisis por falta de muestras en machos.
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TABLA 3

Volumen promedio de la cabeza para muestras de las tres especies estudiadas
Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y Trissolcus spp., con segregacion entre

hembras (H) y machos (M)
nifi .
) Vol promedio + DE Slgrjl |.canC|a
Especie Sexo (um?) Valor de p estadistica entre
H sexos
Trichogramma pretiosum H 1.51x10 + 2.68x10°
n=13
Trichogramma pretiosum 0.6114 Dslifer:i?‘inccal’?ivnao
I i 4p M 1.41x10° + 3.38x10° &
Trissolcus spp. H  7.76x10°% 1.78x10°
n=21
Di .
Trissolcus s 0.735 slifer:ii:cggvnao
N M 6.32x10°+ 1.07x106° g
Telenomus podisi 6 6
-5 H 10.51x10° + 2.27x10 No se pudo
n= realizar una
. - comparacién por
Telenor:n_ui podisi M 10.40%x10° falta de
- muestras

No se encontraron diferencias significativas entre el promedio del volumen de la cabeza de

hembras y machos para Trichogramma pretiosum ni Trissolcus spp. Para Telenomus podisi no

fue posible realizar el andlisis por falta de muestras en machos.
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4.2.2 Proporcion del volumen del cerebro en el volumen total de la cabeza de

Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y Trissolcus spp.

Los resultados muestran que Trichogramma pretiosum (n= 17) tiene la mayor proporcion de
cerebro en la cabeza, con un valor de 33.37 %, Trissolcus spp. tiene una proporcién ain menor,
de 15.54 %, y Telenomus podisi posee la menor de todas, con una relacién de proporcion que

equivale al 6.15 % (Fig. 19).

Cerebro (um?3) / Cabeza (ums3)

Figura 19. Proporcion del volumen del cerebro en el volumen total de la cabeza de
Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y Trissolcus spp.
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4.2.2.1 Correlacion entre el volumen del cerebro y el volumen de la cabeza

Trichogramma pretiosum

En Tr. pretiosum (n = 17), se demostrd que existe una relacidn positiva y significativa entre el
volumen del cerebro y el volumen de la cabeza (R? =0.9169, p < 0.0001). Se interpreta que el
volumen del cerebro aumenta consistentemente a medida que aumenta el volumen de Ia

cabeza (Fig. 20).
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Figura 20. Relacion de volumen del cerebro y volumen de la cabeza en Tr. pretiosum.
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4.2.2.2 Correlacion entre el volumen del cerebro y el volumen de la cabeza de Trissolcus

spp.

La regresion lineal de Trissolcus spp. (n = 25), mostrd una correlacién positiva y significativa
entre el volumen del cerebro y el volumen de la cabeza (R? =0.4883, p < 0.001). Esto sugiere
una correlacion moderada en la que el volumen del cerebro tiende a aumentar a medida que

lo hace el volumen de la cabeza (Fig. 21).
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Figura 21. Relacion de volumen del cerebro y volumen de la cabeza en Trissolcus spp.

58



4.2.2.3 Correlacion entre el volumen del cerebro y el volumen de la cabeza de

Telenomus podisi

Para Telenomus podisi (n = 6) no pudimos obtener una mayor cantidad de individuos, debido
a que, como se menciond anteriormente, las muestras brindadas como Te. podisi pertenecian
en realidad a Trissolcus spp. Sin embargo, al analizar las 6 muestras, el andlisis indicd una
correlacién positiva pero no significativa entre el volumen del cerebro y el volumen de Ia
cabeza (R? = 0.5363 p= 0.0979). Este resultado sugiere que a pesar de que esta relacion no es
estadisticamente significativa, la tendencia de la correlacion es positiva, es decir, un aumento
en el volumen de la cabeza podria estar asociado con un aumento en el volumen del cerebro

(Fig. 22).
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Figura 22. Relacion de volumen del cerebro y volumen de la cabeza en Te. podisi.
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4.2.3 Volumen promedio de la cabeza de Trichogramma pretiosum, Telenomus

podisiy Trissolcus spp.

El volumen promedio de la cabeza en las especies analizadas varia significativamente.

Telenomus podisi se distingue por tener el volumen promedio mas grande, aproximadamente

de 1.04x107 um?3. A continuacion, Trissolcus spp., presenta un volumen promedio significativo

de 7.53x10° pum?3. En tercer lugar, Trichogramma pretiosum tiene un volumen promedio

menor, también con diferencia significativa, de 1.48x10° um3 (Fig. 23).
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Figura 23. Volumen promedio de la cabeza de Trichogramma pretiosum,

podisi y Trissolcus spp.

Telenomus

60



4.2.4 Volumen promedio del cerebro de Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi

y Trissolcus spp.

Para los analisis del volumen del cerebro, Trissolcus spp. lidera con el mayor volumen, siendo
este de aproximadamente 1.19x10° um3. A continuacién, Telenomus podisi muestra un
volumen promedio de 618 960 um?3, situdndolo como un tamafio intermedio en comparacion
con las otras dos especies. Finalmente, Trichogramma pretiosum muestra el volumen

promedio mas bajo, con 494 645 um? (Fig. 24).
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Figura 24. Volumen promedio del cerebro de Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi

y Trissolcus spp.
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4.2.5 Correlacion entre el volumen de la cabeza y el ancho de la cabeza de

Trichogramma pretiosum, Trissolcus spp. y Telenomus podisi

4.2.5.1 Correlacion entre el volumen de la cabeza y el ancho de la cabeza de

Trichogramma pretiosum

En Tr. pretiosum (n = 17), se observo una correlacidon positiva y significativa entre el ancho y el
volumen de la cabeza, lo que indica que el volumen de la cabeza aumenta con su ancho (R? =
0.6300, p < 0.0001). La relacion entre estas dos medidas es estadisticamente significativa, con

un valor p de 0.0001 (Fig. 25).

In (volumen de la cabeza [pm?])
o
<

In (ancho de la cabeza [pm?])

Figura 25. Relacion de volumen de la cabeza y ancho de la cabeza en Tr. pretiosum.
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4.2.5.2 Correlacién entre el volumen de la cabeza y el ancho de la cabeza de Trissolcus

spp.

En Trissolcus spp. (n = 25), los andlisis revelaron una relacion positiva y estadisticamente
significativa entre las variables estudiadas (R? = 0.1889, p < 0.0299). Este resultado sugiere que
existe una dependencia positiva entre las variables, aunque la correlacion es moderada. La
significancia estadistica de esta relacién se evidencia a través del valor p, subrayando su

relevancia en el contexto de las variables analizadas (Fig. 26).

= 7.5+

£

=

N o

o 7.0 e )

© ®

S /ﬁ

@

-

c 6.5

£

=

o

2

£ 6.0 T T T T T T Y 1
23 24 25 26 27

In (ancho de la cabeza [pm?])

Figura 26. Relacion de volumen de la cabeza y ancho de la cabeza en Trissolcus spp.
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4.2.5.3 Correlacidn entre el volumen de la cabeza y el ancho de la cabeza de Telenomus

podisi

En T. podisi (n = 6), se demostré una correlacion positiva fuerte y significativa entre las
variables analizadas, con un coeficiente de determinacién alto (R? = 0.8048, p = 0.01531). (Fig.
27). Sin embargo, debido al tamafio de la muestra, los andlisis deberian repetirse para

confirmar este resultado.
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Figura 27. Relacion de volumen de la cabeza y ancho de la cabeza en Te. podisi.
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4.2.6 Correlacion entre el volumen del cerebro y el ancho de la cabeza de

Trichogramma pretiosum, Trissolcus spp. y Telenomus podisi

4.2.6.1 Correlacion entre el volumen del cerebro y el ancho de la cabeza de

Trichogramma pretiosum

En Tr. pretiosum (n = 17), se demostrd que existe una relacion positiva y significativa entre las
variables analizadas (R? = 0.5085, p < 0.0013). Esto indica una correlacion positiva moderada,

donde el volumen del cerebro aumenta a medida que aumenta el ancho de la cabeza (Fig. 28).
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Figura 28. Relacion de volumen del cerebro y ancho de la cabeza en Tr. pretiosum.
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4.2.6.2 Correlacion entre el volumen del cerebro y el ancho de la cabeza de Trissolcus

spp.

En Trissolcus spp. (n = 25), se identificd una relacidon positiva y estadisticamente significativa
entre el volumen del cerebroy el ancho de la cabeza (R?> = 0.1583, p < 0.0489). Esto sefiala una
correlacién positiva, aunque modesta, indicando que el volumen del cerebro tiende a

aumentar con el ancho de la cabeza (Fig. 29).
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Figura 29. Relacion de volumen del cerebro y ancho de la cabeza en Trissolcus spp.
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4.2.6.3 Correlacién entre el volumen del cerebro y el ancho de la cabeza de Telenomus

podisi

Para Telenomus podisi (n = 6) se contd con pocas muestras. Estos resultados indican una
correlacion positiva no significativa (R2=0.5363, p = 0.0683). A pesar de que el valor p (0.0683)
sugiere que esta relacion no es estadisticamente significativa, la tendencia de la correlacion es
positiva, es decir, nuestros resultados indican que un aumento en el volumen de la cabeza
podria estar asociado con un aumento en el volumen del cerebro. Estos resultados no son

concluyentes (Fig. 30).
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Figura 30. Relacion de volumen del cerebro y ancho de la cabeza en Te. podisi.
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4.2.7 Correlacion entre el volumen de la cabezay el largo del fémur de Trichogramma

pretiosum y Trissolcus spp.

4.2.7.1 Trichogramma pretiosum

En la grafica que muestra la relacion entre el volumen de la cabeza y el tamafo del fémur en
Trichogramma pretiosum, la pendiente de la linea es de aproximadamente 0.1915 + 0.6621,
existiendo gran variabilidad. Esta relacidn no es estadisticamente significativa, como lo indica
el valor de p de 0.7763 y un R? de 0.005547. Esto sugiere que no hay una asociacién clara y

definida entre el volumen de la cabeza y el largo del fémur para esta especie (Fig. 31).
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Figura 31. Relacion del volumen de la cabeza con el largo del fémur en Tr. pretiosum.
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4.2.7.2 Trissolcus spp.

La relacion entre el volumen de la cabeza y el largo del fémur en avispas de Trissolcus spp.

indica una relacién alométrica positiva, con una pendiente de 2.957 + 0.6175 R? de 0.4993.

Estos resultados nos indican que existe una relacion estadisticamente significativa, respaldado

por el valor de p obtenido (< 0.0001) (Fig. 32).
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CAPITULO IV. DISCUSION

5.1 Protocolo para imdagenes con microscopia confocal y reconstrucciones

tridimensionales de un organismo completo

En el contexto de nuestro estudio, establecimos dos objetivos principales que orientaron la
fase inicial de nuestra investigacion: en primer lugar, la mejora de técnicas de microscopia
confocal y métodos de inmunomarcaje para lograr una visualizacion detallada de estructuras
cerebrales, empleando marcadores moleculares especificos; y en segundo lugar, el desarrollo
de protocolos de fijacién y permeabilizacidon optimizados que faciliten una mejor penetracién
de anticuerpos y marcadores, permitiendo asi un analisis mas exhaustivo de dichas

estructuras.

Nuestra contribucion ha sido el desarrollo de un protocolo optimizado, fundamentado
en una amplia revisién de la literatura cientifica. Este trabajo se apoya en las bases sentadas
por investigaciones anteriores, como el innovador estudio de Klaus & Schawaroch (2006) que
introdujo un método para la visualizacién de estructuras cuticulares autofluorescentes en
insectos mediante microscopia confocal, junto a los aportes de otros investigadores
destacados, tales como P. E. Chetverikov (2012), Smolla et al. (2014), y van der Woude et al.
(2011), cuyas contribuciones han sido importantes para el desarrollo de un protocolo
mejorado para la microscopia confocal y las reconstrucciones tridimensionales en especies de
insectos y otros posibles artropodos, y para facilitar la observacidn de estructuras internas sin

comprometer la integridad fisica de los tejidos estudiados.

Durante el desarrollo de protocolo de nuestro estudio, encontramos la presencia de
una avispa parasitoide, Trissolcus spp., dentro del cultivo suministrado de Telenomus podisi. A
través de este protocolo, se logré discernir entre ambas especies y confirmar la presencia de
Trissolcus spp. Este hallazgo fue posible gracias a la diferenciacion en el tamano y estructura

del cerebro entre estas dos especies de avispas parasitoides.

De manera similar, autores como Chetverikov (2012) han publicado trabajos sobre la

anatomia interna y externa de Aacaros eriofioideos, donde también, por medio de Ia
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microscopia confocal, se pudo discernir y diferenciar entre las estructuras morfolégicas de
especies cercanas, lo cual respalda nuestra observacion de que las técnicas de microscopia
avanzadas pueden ser herramientas esenciales para identificar variaciones morfoldgicas que

no son facilmente visibles.

Nuestros resultados no solo revelaron la presencia de Trissolcus spp. en cultivos de
Telenomus podisi mediante la diferenciacién en tamafio y estructura del cerebro, sino que
también nos permitieron contribuir con algunas incégnitas surgidas en estudios previos sobre
el cerebro de estas avispas parasitoides. Un ejemplo de esto es el estudio realizado por van
der Woude et al. (2011), el cual, al intentar capturar imagenes completas del cerebro de
organismos como Trichogramma evanescens, enfrenté dificultades con la metodologia, ya que
este procedimiento no lograba visualizar estructuras ocultas bajo los pigmentos oculares.
Debido a esto, el procedimiento subsecuente involucré el uso de microscopia de luz
convencional. Por medio de nuestro protocolo, este obstaculo se superd, logrando Ia

visualizacidn del cerebro y otras estructuras internas de la cabeza a través de los ojos.

Del mismo modo, otros autores (Smolla et.al, 2014), han descrito protocolos
innovadores para el estudio de artrépodos pequefios que facilitan la visualizacion de
estructuras internas sin la necesidad de diseccionar el organismo. El protocolo propuesto en
su estudio sirvi6 como base para el protocolo de esta investigacion. Se realizaron
modificaciones que permitieron obtener imagenes completas del cuerpo y la cabeza de las
especies Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi y Trissolcus spp. sin afectar los tejidos
internos, de modo que puedan no solo observarse con mayor claridad, sino también con el

individuo intacto.

Algunas similitudes encontradas fueron el uso de paraformaldehido al 4 % en PBS para
la fijacion (esto es estandar en la preparacion de material bioldgico para microscopia), el uso
de peréxido de hidrégeno para aclarar la cuticula con tiempos de exposicidn bastante cercanos
(7 — 10 dias), basandose ambos estudios en la pigmentacion de la cuticula; el uso de
permeabilizacidn con Triton X-100; anticuerpos para tefir diferentes areas, asi como el uso

adicional de DAPI (en el estudio de Smolla et. al 2014) y NucBlue (en este estudio); la
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deshidratacion en serie con etanol y el uso de metil salicilato para la aclaracién de tejidos

internos.

Nuestras modificaciones se reflejan mayormente en el tiempo y temperatura
empleados para estas fases. Por ejemplo, el estudio de Smolla et. al (2014) utiliza una fijacién
de 2 horas a temperatura ambiente, o de un dia a 4 °C, mientras que nosotros decidimos
extender este periodo a 24 horas y en temperatura ambiente. Otra diferencia entre ambos
protocolos es el peréxido de hidrégeno (H,02). Mientras que en ese estudio se utiliza una

concentracion al 35 %, en este estudio se utilizdé una concentracion del 30 %.

También, durante el procedimiento hubo modificaciones en el tiempo de exposicion al
Triton X-100. Durante el protocolo proporcionado por Smolla et. al (2014), se aplico a
temperatura ambiente durante 24 horas, o hasta 3 dias a 4 °C. Nuestro protocolo exhibe una
exposicion menor, de maximo 3 horas a temperatura, ambiente, cambiando el volumen
utilizado en el vial cada hora, seguido inmediatamente por la aplicaciéon de suero de cabra
durante 24 horas. Al finalizar esta parte, nuevamente se lavaron con Triton X-100 durante 5

minutos.

Smolla et. al 2014 no proporciond informacién detallada sobre la duracion de las
muestras en metil salicilato, sin embargo, esto podria ser de importancia, debido a que durante
nuestros primeros experimentos las muestras eran incubadas en metil salicilato durante
aproximadamente 24 horas, teniendo mejores resultados después de incubarlas por lo menos
entre 3 — 5 dias, e inclusive se obtuvieron resultados notables al mantener las muestras en
metil durante semanas. Esto ultimo fue debido a causas mayores, sin embargo, fue de utilidad
para determinar la funcionabilidad de las muestras al sobrepasar el tiempo estimado. El
tiempo maximo en que dejamos una muestra de Te. podisi o Trissolcus spp. en metil salicilato
sin que los tejidos se dafiaran al observarlos en el microscopio fue de 3 meses, pero esto podria

variar en cada muestra de acuerdo con su correcto procesamiento.

Para muestras mas pequenas, como Tr. pretiosum, después de 10 minutos de
exposicion al metil las muestras tenian una gran transparencia. Estas muestras no pudieron

dejarse en metil durante un periodo tan largo como el de Te. podisi o Trissolcus spp., debido a
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gue tendian a desintegrarse u oxidarse. Por ultimo, otra variacién importante que podria ser
de importancia, aunque no estuvo detallada en el estudio de Smolla et. al 2014, fueron las
configuraciones especificas del microscopio y sus objetivos. Durante este estudio, se utilizaron
cuatro laseres distintos (405 nm (50 mW), 488 nm (20 mW), 561 nm (20 mW),
640 nm (40 mW)).

El perfeccionamiento de estas técnicas de microscopia es una herramienta que se
necesita para andlisis mas profundos, permitiendo el realizar mediciones y reconstrucciones
3D. Ademds, basados en nuestros hallazgos, coincidimos con otros autores en que estos
protocolos mejoran significativamente la investigacién, permitiendo estudios mas eficientes y

sencillos sin depender de técnicas complejas o materiales costosos.

5.2 Relaciones alométricas de Trichogramma pretiosum, Telenomus podisi, Trissolcus

spp.

Siguiendo el tercer objetivo establecido, enfocado en investigar las relaciones alométricas y
evaluar las correlaciones entre el tamafio cerebral y caracteristicas morfoldgicas en avispas
parasitoides de Panama, hemos descubierto diferencias significativas en la proporcién del
volumen del cerebro en comparacién con el tamafio de la cabeza y otras partes morfoldgicas

entre las especies examinadas.

Uno de los desafios metodoldgicos enfrentados fue la proporcién menor de machos en
las muestras, representando aproximadamente el 18.73 %, por lo que nuestros primeros
resultados se enfocaron en la descripcion de la comparacién del volumen de cerebro y cabeza
para las tres especies, segregando las hembras de los machos. Sin embargo, dado que las
comparaciones de estos volumenes totales de cabeza y cerebro entre machos y hembras de
Trichogramma pretiosum y Trissolcus spp. no fueron significativamente diferentes, y para
facilitar un mejor andlisis, posteriormente se consideraron los datos separados por especie,
incluyendo ambos sexos. Para Telenomus podisi no fue posible realizar el andlisis por falta de

muestras en machos.
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En particular, Trichogramma pretiosum vy Trissolcus spp. presentaron vollimenes
cerebrales y de cabeza muy similares entre sexos, aunque en ambos casos las hembras
mostraron volumenes ligeramente mayores que los machos, pero no fueron diferencias

significativas.

Estos hallazgos enfatizan la necesidad de investigar diferencias sexuales al examinar la
morfologia y posibles adaptaciones en avispas parasitoides, sugiriendo que variaciones en el
volumen cerebral y de la cabeza, o una estructuracion interna diferente a pesar de tener un
volumen similar, podrian reflejar adaptaciones especificas vinculadas al rol ecolégico de cada
sexo. La tendencia hacia cerebros y cabezas de mayor tamafio en hembras podria indicar
ventajas adaptativas, potencialmente relacionadas con exigencias cognitivas o sensoriales
especificas, como la busqueda de hospederos o la oviposicion. De aqui en adelante durante la
discusién todos los resultados de hembras y machos se integraran, representando a la especie

en conjunto para cada analisis.

Otro de nuestros enfoques fue la comparacién de proporcion entre el volumen del
cerebro y el volumen de la cabeza. La avispa Tr. pretiosum presentd la mayor proporcion de
volumen cerebral (33.37 %), seguido por Trissolcus spp. (15.54 %) y Telenomus podisi con el
menor volumen (6.15 %). De manera notable, Tr. pretiosum, a pesar de tener un tamafio
corporal menor, con un promedio de aproximadamente 450 um de largo, muestra un cerebro
con mayor proporcidon en la cabeza, indicando una inversion significativa en el volumen
cerebral. Esto podria interpretarse como una adaptacién evolutiva que permite a Tr. pretiosum
sostener funciones vitales esenciales, contribuyendo a su supervivencia y éxito reproductivo,
a pesar de una reduccién en el tamafio corporal general (van der Woude et al., 2013; van der
Woude & Smid, 2016). Para este género fueron consistentes los hallazgos de una proporcion
significativamente elevada, ya que, de acuerdo con van der Woude (2011), se encontré que
para otra avispa del género Trichogramma, T. evanescens, la proporcién aproximada del

volumen cerebral en comparacidn con el tamafo de la cabeza corresponde a 58.53 %.

Si comparamos esto con las otras dos especies investigadas en este trabajo, se destacan

resultados diferentes. En Trissolcus spp. se observa una proporcién intermedia (15.54 %) en
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comparacion con Tr. pretiosum, y Te. podisi muestra una proporcion mucho menor (6.15 %).
Esto podria indicar que tanto Trissolcus. spp como Te. podisi han buscado equilibrar el tamafio
y su capacidad cerebral, no dependiendo de tener un cerebro de mayor tamafo, sino
invirtiendo en el tamafio de su cabeza para realizar otras funciones, lo cual se discutird mas

adelante.

Complementando los resultados anteriores sobre las relaciones alométricas, también
se obtuvieron resultados importantes al comparar el volumen de |la cabeza para cada especie.
Esto demostrd que Tr. pretiosum posee el volumen més pequefio 1.48x10%um?, seguido por
Trissolcus spp. con un tamafio aproximado de 7.75x10%um?3y Te. podisi con 1.04x10”um3. Esto
nos indica que, como vimos anteriormente, a pesar de que Tr. pretiosum exhibe una
proporcion mayor de cerebro dentro de su cabeza (33.37 %), esta cabeza sigue siendo mas
pequena que la de otras especies de manera significativa, lo cual se ha demostrado también
para T. evanescens, con un volumen aproximado de 1.18x10%°um? (van der Woude, 2011),

siendo este un tamario similar al encontrado para Tr. pretiosum.

Sin embargo, a pesar de tener la menor proporciéon de cerebro, la cabeza de Te. podisi
sigue siendo la mas grande entre las tres especies. Al calcular el volumen de la cabeza de Te.
podisi, se observé una alta cantidad de musculos alrededor del cerebro mediante imagenes de
microscopio confocal, lo que podria sugerir que el gran tamano de la cabeza de esta especie
estd arraigado a la necesidad de manipular sus mandibulas con mayor precision y fuerza. En
otros insectos, como las hormigas, se ha descrito que estas partes bucales son herramientas
importantes en insectos (Paul, 2001), ya que desempeiian funciones especializadas, segun los
requerimientos ecolégicos de cada especie. Sin embargo, es importante destacar que esta
observacion se realizdé de manera visual y no se ha comparado con medidas especificas de la
musculatura para otras especies, lo que dificulta una conclusién directa en este aspecto. A
pesar de esto, la diferencia en el volumen de la cabeza y la presencia de musculos alrededor
del cerebro sugieren una posible adaptacion relacionada con la manipulacion de las
mandibulas en Te. podisi. Futuros estudios podrian abordar esta incégnita mediante
mediciones precisas y comparativas de la musculatura de la cabeza en diferentes especies,

dado que la fuerza y la velocidad del movimiento dependen de los musculos que lo controlan.
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La relacidn entre el volumen del cerebro y el de la cabeza en estas avispas parasitoides
sugiere una necesidad de comportamientos mas complejos, posiblemente para la localizacion
de huéspedes o la navegacion en su entorno, como se menciond anteriormente, y las

restricciones fisicas o energéticas asociadas con el desarrollo del cerebro.

Extendiendo el andlisis previo, otro de nuestros enfoques fue estudiar también Ia
comparacion entre el volumen del cerebro para cada especie, independientemente del
volumen de la cabeza. Los resultados encontrados nos indican que, como se esperaba para Tr.
pretiosum, por ser una especie cercana a T. evanescens, el cerebro posee un tamafio bastante
grande para el tamafio de su cabeza. Tr. pretiosum tiene la cabeza mas pequefia en
comparacion con Trissolcus spp. o Te. podisi. Sin embargo, no tiene el cerebro mas pequerio,
indicando una inversion significativa en capacidad cerebral en relacién con su tamario fisico.
Por otro lado, al realizar el andlisis de correlacion, encontramos que Tr. pretiosum presenta
una correlacioén casi isométrica, por lo que no parece ser una excepcion a la Regla de Haller

como se habia previsto. Sin embargo, podria estar cerca de serlo.

Esta excepcidn a la regla de Haller se ha publicado con anterioridad para especies como
T. evanescens (van der Woude et. al, 2013) y Nasonia vitripennis (Groothuis & Smid, 2017). En
N. vitripennis se realizd un estudio en el cual tomaron una linea isogénica de la avispa para
introducir variaciones en el tamafio, y se encontrd que las avispas mas pequefas tenian una
proporcién cerebro — cuerpo que se mantenia constante, es decir, se mostraba isometria. Esto

no ocurrid con avispas de esa misma linea que fueron de mayor tamafio.

Los autores indicaron que estas muestras pequeiias de N. vitripennis actuaban como
un caso especial para conectar el comportamiento isométrico de las avispas muy pequefias
con la alometria negativa de las avispas de mayor tamano. De acuerdo con Groothuis & Smid,
esto significaria que el tamafio del cerebro en relacién con el cuerpo varia dentro de la misma
especie. Seria posible que, de acuerdo con nuestros resultados, Tr. pretiosum se mantenga

cerca de estos resultados, con una casi isometria.

Al estudiar el cerebro de Trissolcus spp., se destaca que una proporcion significativa del

mismo esta compuesta por los lébulos antenales. Esta caracteristica es visualmente
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comparable con especies como Cataglyphis nodus y Nasonia vitripennis, en las cuales los
I6bulos antenales son notoriamente grandes. En contraste, Trichogramma pretiosum o
Telenomus podisi presentan |6bulos antenales de menor tamano. Cuando se compara esta
estructura en Trissolcus spp. con la de otras especies de Hymenoptera, como Apis mellifera,
Bombus terrestris y Megalopta genalis, se observa una clara diferencia morfoldgica. En estas
ultimas especies, los I6bulos antenales representan una menor proporcion del cerebro, lo que
sugiere variaciones significativas en la estructura cerebral entre diferentes especies de
Hymenoptera (Insect Brain Data base, 3D visualization). De este modo, Trissolcus spp., con el
volumen promedio mas alto de cerebro (1.19x106um3), también parece priorizar el desarrollo
cerebral, especificamente en estos |ébulos. Sin embargo, es importante considerar que esta
comparacion se basa en observaciones visuales y no en mediciones cuantitativas, por lo que
se requieren investigaciones adicionales enfocadas en la morfologia cerebral y su relacidon con

el comportamiento para validar y profundizar en estos hallazgos.

Para N. vitripennis, una especie que también posee |6bulos de gran tamafo en
comparacion con otros insectos en el volumen total de su cabeza (Insect Brain Data base, 3D
visualization), también se ha destacado su tamafio, con un volumen relativo (%) de 11.92 +
0.67, en comparacion con A. mellifera que posee 5.67 + 0.75 o Drosophila melanogaster, con
4.59 £ 0.44. De acuerdo con Groothuis et. al 2019, en estas especies la variabilidad podria
indicar una adaptacion para funciones especificas, como el manejo de informacién de las
feromonas lo que podria sugerir una inversion tanto en el desarrollo de capacidades para
cumplir con las necesidades mds avanzadas, como el tamafo de la cabeza para un mejor
desarrollo de musculatura, glandulas y otros. Aunque no se determind el volumen de los
I6bulos olfativos en nuestro estudio, su tamafio sugiere la importancia de estudiarlos mas a
fondo. Por ende, andlisis futuros enfocados en examinar estas regiones cerebrales son

necesarios.

En un estudio realizado por van der Woude et. al, 2018, donde se compard la memoria
retentiva visual y olfatoria de N. vitripennis y T. evanescens en avispas con tamafos
modificados, N. vitripennis presentd un nivel de retencién de memoria visual y olfativa

significativamente menor que T. evanescens. Sin embargo, al analizar las muestras pequefias
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vs las grandes, las avispas de menor tamafio obtuvieron una mayor tasa de respuesta durante
las pruebas de memoria olfativa. Durante este estudio, se reveld que la retencién olfativa era
mucho mas dominante que la visual, lo cual sugirié que, tanto en ambientes controlados como
no controlados, estas avispas utilizan mas sus facultades olfativas para la oviposicidon o

reconocimiento de huéspedes.

Te. podisi, a pesar de tener el mayor volumen de cabeza (1.04x107 um3), posee el
menor tamafno de cerebro. Esto podria implicar que Te. podisi puede realizar sus funciones
eficientemente sin tener que recurrir a un cerebro mas grande, vy, al igual que Trissolcus spp.,
gue exista la necesidad de tener espacio dentro de la cabeza para otras estructuras, como las
ya mencionadas mandibulas. Debido a la falta de informaciéon documentada previamente, no

se podria afirmar si esto se ha observado o estudiado antes.

Estas observaciones podrian reflejar diferentes estrategias adaptativas o de
supervivencia entre estas tres especies, donde el tamafio del cerebro y la inversidon en
capacidades de comportamiento o sensoriales no necesariamente se alinean con el tamafio de
la cabeza. Sabemos que la miniaturizacion implica consecuencias en como evoluciona el
sistema nervioso, especialmente si este cambio de tamafio alcanza niveles como los
reportados para las especies presentadas en este estudio. De acuerdo con los trabajos por
Polilov (2012, 2016), estas consecuencias pueden incluir la simplificacion de ganglios,
incremento en el tamafo del cerebro e inclusive una disminucién en el tamafio o cantidad de
neuronas. Las habilidades que pueden llevar a cabo estos insectos abarcan temas como la
memoria y el aprendizaje, lo que involucra un desarrollo que puede variar para cada especie
dependiendo de sus necesidades. De acuerdo con la investigacion llevada a cabo por Polilov
et. al (2019), en avispas como Trichogramma se han descrito estudios que reflejan la capacidad
de aprendizaje asociativo y memoria de estimulos olfativos, y en acaros también se han llevado
a cabo estudios que demuestran el aprendizaje, pero hay pocas investigaciones que
demuestran cédmo los cambios en el sistema nervioso de insectos miniaturizados afectan el
comportamiento y sus capacidades. A medida que se realicen mas estudios sobre los cambios
observados en el cerebro de estos insectos, se podria alcanzar un mayor entendimiento de su

ecologia y fisiologia.
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También se abordaron otro tipo de correlaciones. Se comparé el volumen del cerebro
y el volumen de la cabeza con el ancho de la cabeza. Las comparaciones entre el volumen de
la cabeza y ancho de esta para Tr. pretiosum indicaron una correlacién significativa. Algo muy
parecido se observd para las avispas Te. podisi, donde se exhibié una fuerte correlacidon
positiva (R? de 0.8048 p = 0.0153). Sin embargo, es necesario realizar estudios adicionales para
confirmar esta informacidn, especialmente considerando que el andlisis estadistico se basé en
solo seis muestras. Este resultado podria indicar que el ancho de la cabeza no es un buen

indicador para analizar el volumen de la cabeza en esta especie.

Los resultados obtenidos para la correlacién entre el volumen de la cabeza con el ancho
de la cabeza en Tr. pretiosum (R? = 0.6300) y un valor p de 0.0001, son consistentes con los
obtenidos por van der Woude (2011), donde al comparar el volumen del cerebro y el ancho de
la cabeza se obtuvo un resultado similar. Las avispas parasitoides de Trissolcus spp.,
presentaron resultados inconclusos, con un valor de p = 0.0299 y un R? de 0.1889. Al realizar
esta comparacion morfoldgica entre el volumen del cerebro y el ancho de la cabeza, tanto para
Tr. pretiosum como para Trissolcus spp. se obtuvieron resultados que indican una correlacién
positiva moderada. Te. podisi mostré tendencia hacia una correlacion positiva, sin embargo,
los resultados no fueron concluyentes. Esto puede deberse a la cantidad obtenida de muestras

de esta especie, ya que no fueron suficientes.

Otro planteamiento que se realizo fue el analisis del volumen de la cabeza y el volumen
del cerebro con el largo del fémur, donde obtuvimos resultados diferentes. Hasta el momento,
en Tr. pretiosum no se encontrd una relacién estadisticamente significativa, con un valor de p
de 0.7763 y un R? de 0.005547. Los resultados obtenidos para T. evanescens por van der
Woude (2011), revelan que si hubo una correlacion significativa entre el fémur y el volumen
del cerebro. Esta inconsistencia de resultados puede deberse a que tanto el tamafio del
cerebro como el de la cabeza son independientes al tamaino del cuerpo en la avispa Tr.
pretiosum, asi como también fallos en la medicién del fémur, debido a que en nuestro estudio
la primera mitad de las muestras no fueron medidas con microscopia confocal, sino con el

estereoscopio. No obstante, para Trissolcus spp. encontramos una relacidn significativa entre
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el tamafiio de la cabeza y el largo del fémur, con un valor de p<0.0001, confirmando que la

relacion es fuerte y consistente.

La culminacién de este estudio contribuye a la comprension y aplicacién de técnicas
avanzadas de microscopia para la investigacion de la morfologia y biologia de organismos
complejos. Hemos aportado informacién basada en los esfuerzos y descubrimientos de
investigadores previos, y a través de nuestras innovaciones y ajustes metodoldgicos, hemos
ampliado el alcance y la eficacia de las técnicas de microscopia confocal y reconstruccidon
tridimensional. Nuestra investigacién no solo ha enriquecido el conocimiento existente sobre
la estructura cerebral de especies especificas, sino que también ha establecido una base firme

para futuras exploraciones en este ambito.

También, este estudio amplia nuestro conocimiento sobre las relaciones alométricas y
la biologia de importantes avispas parasitoides presentes en Panama3, y establece una base
solida para futuras investigaciones. Consideramos que es importante continuar
perfeccionando los protocolos que hemos desarrollado. Ademas, el descubrimiento de
Trissolcus spp. en cultivos de Telenomus podisi subraya la importancia de revisar y mejorar los
protocolos de bioseguridad para asegurar una clasificacion precisa de las especies. Este
hallazgo refuerza la necesidad de estas técnicas avanzadas para la identificacidn, permitiendo
confirmar la autenticidad de las muestras recolectadas, especialmente en situaciones donde
las diferencias morfoldgicas externas no son evidentes, y para el estudio profundo de la

anatomia internay las relaciones alométricas.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

La comparacion entre el cerebro y la cabeza de las tres especies nos demuestra que, a
pesar de que son avispas parasitoides con estilos de vida muy similares, podrian estar
desarrollando su morfologia de manera muy diferente, en base a tareas especificas que
necesiten llevar a cabo, reflejando asi diferencias evolutivas y adaptativas con diferencias

significativas entre ellas.

Los hallazgos sugieren que el ancho de la cabeza no proporciona una medida fiable para

inferir el volumen del cerebro de las avispas parasitoides.

Los resultados obtenidos para Trichogramma pretiosum indican isometria. Por otro lado,

tanto Trissolcus spp. como Telenomus podisi si parecen cumplir con la regla de Haller.

En las avispas Trichogramma no se demostrd una relacién entre el volumen del cerebro y
el largo del fémur, a diferencia de Trissolcus spp., lo que sugiere distintas adaptaciones

evolutivas.

A pesar de que las hembras de las avispas Trichogramma y Trissolcus spp. llevan a cabo
algunas funciones diferentes a los machos, no se encontraron diferencias significativas en

el volumen total de la cabeza y cerebro.
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CAPITULO VI. LIMITACIONES

El estudio ha logrado cumplir con los objetivos planteados; no obstante, deseamos seiialar

algunas limitaciones encontradas durante la realizacién de la investigacion:

1. Cantidad de machos en la muestra. La escasa presencia de machos en los cultivos de
avispas parasitoides observada durante el estudio podria obstaculizar los andlisis
necesarios para comparar la alometria entre sexos. Esto se debe a que el estudio
detallado de la compartimentalizacidn cerebral requiere de analisis estadisticos mas

refinados y especificos para cada sexo.

2. Correcciones y ajustes del protocolo. Aunque el uso del microscopio confocal
representa una herramienta ideal para examinar los cerebros sin comprometer la
integridad de los tejidos internos, el proceso de preparacion de cada grupo de muestras
puede prolongarse hasta aproximadamente dos semanas. Esto implica que cualquier
correccion de errores o ajuste metodoldgico para optimizar los resultados puede

demandar tiempo adicional.

3. Cantidad total de muestras. La imposibilidad de extender el periodo del protocolo,
sumado a los desafios iniciales en la aplicacion de la técnica con todas las muestras,
resultdé en una cantidad de muestras inferiores a la anticipada. Este factor limitd

nuestra capacidad de perfeccionar el método desde el principio.
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CAPITULO VIl. RECOMENDACIONES

1. Para estudios alométricos que buscan entender las variaciones de tamafio y forma

entre hembras y machos, es crucial realizar una recoleccién que tenga en consideracion
que en las poblaciones de avispas parasitoides observamos una predominancia de

hembras. Esto contribuird a lograr hallazgos mds exactos y confiables.

Continuar con la innovacion en las técnicas de preparacién de muestras para reducir
aun mas el tiempo necesario. La implementacion de protocolos mejorados o la
adopcion de nuevas tecnologias complementarias puede facilitar un procesamiento
mas rapido sin sacrificar la calidad de los resultados. Esto agilizara el proceso
investigativo permitiendo correcciones y ajustes metodoldgicos de manera mas

eficiente.

Organizar el periodo experimental de forma estratégica para aprovechar al maximo la
capacidad de la metodologia. Esto permitiria acumular una mayor cantidad de datos y
explorar en profundidad variaciones sutiles que pueda surgir al estudiar diferentes

especies.
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TABLA 4

CAPITULO X. ANEXOS

Descripcidn de caracteristicas morfolégicas y volumétricas del cerebro y cabeza entre especies de avispas parasitoides de
Panama: Tr. pretiosum, Te. podisi, Trissolcus spp. en comparacion con T. evanescens (todos los datos tomados de van der Woude, 2011)

Medida

% Vol cerebro / Vol cabeza
Vol Cabeza (um?3)
Vol Cerebro (um3)
Ancho de la cabeza (um)
Fémur (mm)

Largo del cuerpo completo (um)

Datos de especies analizadas en este estudio

Datos de especies analizadas en otros
estudios

T. evanescens

N. vitripennis (datos
P ( (datos tomados de

Tr. pretiosum Te. podisi Trissolcus spp. tomvz:\’:z.; Zle 2((\)/:;)der van der Woude,
! 2011)
33.37 6.15 15.54 30.4 £ 0.59%x106 58.53
1.48x106 1.04x107 7.53x106 11.4x106- 81.1x106 1.19x106
494 645 618 960 1.189x106 11.4x106- 81.1x106 694 328
160.18 354.12 332.57 414.5-803.10 231.00
0.13*** 0.180 0.180 - 0.170
450.00 935.67 953.59 1,200-2,420 448.00

Nota:

*** Estas medidas se obtuvieron bajo condiciones que ahora consideramos no estandarizadas, lo que ha
llevado a la conclusion de que es imperativo realizar un nuevo estudio.
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Figura 33. Relacién de volumen del cerebro y volumen de la cabeza en Trichogramma pretiosum, Telenomus podisiy Trissolcus spp.

en comparacioén con los datos publicados por van der Woude (2011) para Tr. evanescens con isometria.
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Apis mellifera Cataglyphis nodus

Megalopta genalis
Sl Nasonia vitripennis

Telenomus podisi Trissolcus spp.

Figura 34. Diferencias en el tamafio de los I6bulos olfativos entre especies (comparacion
visual no cuantitativa). En el lado izquierdo, se presentan especies con lébulos olfativos de
tamano reducido, incluyendo a Te. podisi. En el lado derecho, se destacan especies, incluyendo
Trissolcus spp., que caracteristicamente poseen |dbulos olfativos de mayor tamafio.
(Modificado de Insect Brain Data base, 3D visualization).
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