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RESUMEN 

 

Los áfidos son importantes plagas agrícolas que generan diferentes daños a los 

cultivos. Una especie muy importante es el pulgón verde del duraznero, Myzus persicae 

(Sulzer), el cual tiene una distribución cosmopolita y es altamente polífago. Los áfidos 

presentan asociaciones con una gama de bacterias endosimbióticas facultativas, entre las 

que destaca Hamiltonella defensa. Esta bacteria provee al áfido defensas contra algunos de 

sus enemigos naturales como los parasitoides. Uno de los controladores biológicos de M. 

persicae es el parasitoide Aphidius colemani, el que se utiliza comercialmente en los 

cultivos de invernadero. Actualmente, no existe información del efecto de la asociación 

áfido-endosimbionte (M. persicae – H. defensa) sobre el control biológico de A. colemani. 

Por lo tanto, para estudiar este problema se seleccionaron cuatro genotipos de M. persicae 

infectados naturalmente con la bacteria endosimbionte facultativa H. defensa en 

comparación con estos mismos genotipos que no la presentan. Se evaluaron los 

comportamientos de defensa de los áfidos frente al parasitoide A. colemani, así como la 

conducta de oviposición del parasitoide. Luego se evaluó el efecto de H. defensa en el 

desarrollo del parasitoide. Además, se determinó el contenido de la feromona de alarma (E-

β farneseno) en los genotipos de M. persicae con y sin H. defensa. Los resultados obtenidos 

indican que los áfidos infectados con H. defensa presentan menor frecuencia de conductas 

defensivas. La conducta de los parasitoides presentó menor frecuencia de ataques, 

pinchazos con el ovipositor y rechazos de oviposición frente a los áfidos con infección de 

H. defensa. En relación al desarrollo de A. colemani no existieron diferencias significativas 

en porcentaje de momificación, emergencia de parasitoides y razón sexual secundaria. Tres 

de los cuatro genotipos presentaron una menor cantidad de E-β farneseno al estar infectados 

con H. defensa. Este menor contenido de E-β farneseno podría estar asociado a un menor 

peso fresco corporal de los genotipos con H. defensa. Nuestros resultados indican que el 

control biológico del parasitoide A. colemani podría ser afectado por la presencia de H. 

defensa en M. persicae y a su vez sería más efectivo en áfidos libres de la infección. 

 

 

Palabras clave: Áfido, endosimbiontes, parasitoides, conducta defensiva 
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ABSTRACT 

Aphids are important agricultural pests that cause different damage to crops. A very 

important species is the green peach aphid, Myzus persicae (Sulzer), which has a 

cosmopolitan distribution and is highly polyphagous. Aphids have associations with a 

range of facultative endosymbiotic bacteria, among which Hamiltonella defensa stands out. 

This bacterium provides the aphid defenses against some of its natural enemies like the 

parasitoids. One of the biological controllers of M. persicae is the parasitoid Aphidius 

colemani, which is used commercially in greenhouse crops. Currently, there is no 

information on the effect of the association aphid-endosymbiont (M. persicae - H. defensa) 

on the biological control of A. colemani. Therefore, to study this problem four M. persicae 

genotypes naturally infected with the endosymbiont bacterium H. defensa faculty were 

selected in comparison to these same genotypes that do not present it. The defense behavior 

of aphids against parasitoid A. colemani, as well as oviposition behavior of the parasitoid, 

were evaluated. The effect of H. defensa on parasitoid development was then evaluated. In 

addition, the content of the alarm pheromone (E-β farnesene) in the genotypes of M. 

persicae with and without H. defensa was determined. The results indicate that aphids 

infected with H. defensa have a lower frequency of defensive behavior. The behavior of the 

parasitoids presented less frequency of attacks, stabbing with the ovipositor and rejection of 

oviposition against the aphids with infection of H. defensa. Regarding the development of 

A. colemani, there were no significant differences in the percentage of mummification, 

adult emergence and secondary sex ratio. Three out of four genotypes showed a lower 

content of E-β farnesene when infected with H. defense. This lower E-β farnesene content 

could be associated with a lower fresh body weight of genotypes infected with H. defensa. 
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Our results indicate that the biological control of the parasitoid A. colemani could be 

affected by the presence of H. defense in M. persicae and in turn would be more effective 

in aphid free of infection. 

Keywords: Aphid, parasitoid, endosymbiont, defense behaviour 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

En la naturaleza existe una gran diversidad de asociaciones simbióticas 

interespecíficas, entre organismos que pueden estar muy alejados filogenéticamente, 

incluso entre especies pertenecientes a diferentes reinos, como es el caso de las 

interacciones entre el reino Animalia y Bacteria (Werren & Windsor 2000; Zchori-Fein & 

Perlman 2004; Ruggiero et al., 2015). En el caso de los insectos y las bacterias se han 

reportado variadas interacciones, que pueden resultar en efectos deletéreos (bacterias 

entomopatógenas) para los insectos (Broderick et al., 2006) o benéficos que incluyen la 

capacidad de utilizar ciertos recursos tróficos, como es el caso de la flora intestinal presente 

en las termitas, que degrada la celulosa a azúcares menos complejos que pueden ser 

aprovechados por el insecto (Ikeda- ohtsubo & Brune, 2009); o los áfidos que poseen 

endosimbiontes que les proveen de nutrientes que no están presentes en su dieta (Baumann, 

2005), siendo estas interacciones tan estrechas, que algunos dípteros, blatodeos, 

curculiónidos y áfidos, han desarrollado un órgano especializado, denominado bacteriocito, 

para contener a sus endosimbiontes primarios u obligados, ya que sin ellos el insecto no 

puede sobrevivir (Douglas, 1998; Wernegreen, 2002). Además de los simbiontes primarios, 

existen otras especies de bacterias que no son indispensables para la sobrevivencia del 

insecto huésped, pero el poseerlas produce en el insecto diferentes efectos tanto ecológicos 

como evolutivos (Oliver et al. 2003; Oliver et al., 2005). Estas asociaciones simbióticas 

entre insectos y bacterias a menudo son heredables, transmitidas con alta fidelidad a la 

progenie (Werren & O’Neill, 1997; Oliver et al., 2010) y poseen consecuencias 

importantes, afectando diferentes rasgos fenotípicos que incluyen: i) el modo reproductivo 

(Bull, 1983; Werren & O'Neill, 1997); ii) la resistencia al estrés térmico (Dunbar et al., 

2007); y iii) la resistencia a enemigos naturales, afectando la infectividad, virulencia y las 

respuestas defensivas del insecto, como se ha observado en áfidos que portan a los 

endosimbiontes facultativos Regiella insecticola y Hamiltonella defensa (Buchner, 1965; 

Vorburger et al., 2010). 

Los áfidos (Hemiptera: Aphididae) son insectos picadores chupadores que incluyen 

algunas especies que constituyen plagas agrícolas distribuidas ampliamente alrededor del 
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mundo, causando pérdidas económicas directamente por su forma de alimentación, e 

indirectamente, ya que son los principales vectores de virus fitopatógenos importantes para 

la agricultura (Blackman & Eastop, 2000). Los áfidos además presentan asociaciones 

simbióticas con diferentes tipos de bacterias, el simbionte primario u obligado de los áfidos 

es Buchnera aphidicola, que le proporciona al áfido algunos nutrientes que no obtiene en 

cantidades suficientes desde una dieta pobre en aminoácidos y proteínas en el floema 

(Douglas, 1998; Moran et al., 2009; Oliver et al., 2010). Al mismo tiempo los áfidos 

pueden ser también infectados con una o más bacterias simbiontes secundarias o 

facultativas, las que no son requeridas para el desarrollo y la reproducción, sin embargo, 

estos simbiontes facultativos le confieren a los áfidos nuevos atributos como la tolerancia a 

altas temperaturas ambientales, expansión de su rango de hospederos y protección contra 

enemigos naturales, como la resistencia contra el desarrollo de avispas parasitoides en 

algunas especies de áfidos (Oliver & Russell, 2003, Desneux et al., 2009; Oliver et al., 

2010).  

Hamiltonella defensa es una gamma-proteobacteria que bloquea el desarrollo larval 

de las avispas parasitoides (Degnan et al., 2009) demostrando aumentar la resistencia de los 

áfidos al ser atacados por estos enemigos naturales (Oliver et al., 2003). En particular, H. 

defensa confiere resistencia en Acyrthosiphon pisum y Aphis craccivora frente al 

parasitoide Aphidius ervi (Oliver et al., 2003; Oliver et al., 2010), y parece realizar el 

mismo efecto en el áfido Aphis fabae frente al parasitoide Lysiphlebus fabarum (Vorburger 

et al., 2009). Según los estudios realizados con A. ervi y su hospedero A. pisum se espera 

que la infectividad, descrita como el comportamiento de búsqueda de una hembra 

parasitoide cuando elige su hospedero, debería aumentar (Desneux et al., 2009; Zepeda-

Paulo et al., 2013). Por otra parte, la virulencia se relaciona con el éxito relativo del 

desarrollo del parasitoide en el interior del áfido hospedero (Antolin et al., 2006), la cual 

debería disminuir (Dion et al., 2011). Este fenómeno ocurre debido a la disminución en las 

conductas de defensa y escape del áfido frente al parasitoide al estar infectado con H. 

defensa, pero al mismo tiempo el desarrollo del parasitoide dentro de áfidos infectados con 

esta bacteria es menor por lo que se puede concluir que produce un efecto de aumento de la 

defensa ante el parasitoidismo (Dion et al., 2011). Estos cambios pueden afectar el control 
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biológico debido a que con estas conductas defensivas del áfido pueden disminuir el nivel 

de parasitoidismo (González et al., 1995). 

Entre los áfidos que han explotado con éxito los agroecosistemas templados, destaca 

el pulgón verde del duraznero, Myzus persicae (Sulzer), debido a que es altamente 

generalista (Margaritopoulos et al., 2009; Srigiriraju et al., 2010) utilizando más de 400 

especies de plantas distribuidas en 50 familias diferentes como recurso trófico 

(Schoonhoven et al., 2005). En Chile M. persicae es la plaga de mayor importancia en los 

cultivos agroindustriales y el tercero de importancia a nivel general en todos los cultivos 

agrícolas (Klein & Waterhouse, 2000). Este áfido presenta varios mecanismos de 

resistencia a los insecticidas, entre los que se destacan la i) sobreproducción de 

carboxilesterasas detoxificadoras (E4 o FE4) que confieren resistencia principalmente a los 

organofosforados, ii) mutación del sitio activo de la enzima acetilcolinesterasa 

(acetilcolinesterasa modificada, MACE) que le confiere la insensibilidad a los carbamatos 

de dimetilo iii) mutación del canal de sodio controlado por voltaje (resistencia knockdown, 

kdr y súper kdr) que le dan resistencia a piretroides, iv) mutación del receptor de GABA 

asociada a la resistencia a ciclodienos, v) sobreproducción de la enzima monoxigenasa del 

citocromo P 450 (CYP6CY3) que le brinda resistencia a neonicotinoides y vi) la mutación 

del receptor de acetilcolina que también entrega resistencia a los neonicotinoides (Bass et 

al., 2014). Se ha descrito que la presencia de las mutaciones MACE y kdr afectan la 

conducta de defensa de este áfido, haciéndolos menos sensibles a su feromona de alarma 

(E-β-farneseno) y consecuentemente más susceptibles a la oviposición por el parasitoide A. 

colemani (Foster et al., 2003; 2007). 

El control biológico de M. persicae, ha cobrado relevancia en el último tiempo, 

como una alternativa más amigable ambientalmente al control químico (Nicholls, 2008). 

Para este propósito se ha estado utilizando enemigos naturales, como los parasitoides 

pertenecientes a la sub familia Aphidiinae (Hymenoptera: Braconidae), los cuales son 

endoparasitoides, solitarios y koinobiontes que se desarrollan en ninfas y adultos de este 

áfido (Johnson & Borror, 2005). En Chile se han registrado como parasitoides del áfido M. 

persicae a: Aphidius colemani Vier., A. ervi Hal., A. matricariae Hal., A. ropalosiphi 

DeStef., A. uzbekistanicus Luzh., Diaeretiella rapae McInt., Ephedrus persicae Frog. y 

Praon volucre Hal. (Starý, 1995). Entre estos el más utilizado en el control biológico 
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aumentativo de M. persicae es A. colemani, ya que es generalista sobre varias especies de 

áfidos y eficaz a nivel de campo y en cultivos bajo cubierta (e.g., invernaderos) (Van 

Steenis et al., 1995; Vásquez et al., 2006). 

Se ha reportado que la bacteria simbionte facultativa Regiella insecticola otorga 

resistencia al áfido M. persicae frente al parasitoide A. colemani (Vorburger, 2010). Sin 

embargo, aún no existen estudios que evalúen el efecto que genera H. defensa en el áfido 

Myzus persicae infectados de manera natural con este endosimbionte secundario, sobre el 

parasitoidismo. Bajo esta interrogante proponemos en este estudio evaluar si H. defensa 

confiere resistencia a M. persicae frente a A. colemani, como una manera de determinar la 

interacción con este endosimbionte secundario. Para esto se estudió la infectividad y 

virulencia (Dion et al., 2011) de A. colemani parasitando al áfido M. persicae infectado con 

la bacteria simbiótica H. defensa. Debido a todos los antecedentes antes mencionados se 

hipotetizó que la asociación de la bacteria endosimbiótica facultativa Hamiltonella defensa 

le confiere resistencia al áfido Myzus persicae frente al parasitoide Aphidius colemani.  
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3. HIPÓTESIS 

 

  La bacteria endosimbiótica facultativa Hamiltonella defensa le confiere resistencia 

al áfido Myzus persicae frente al parasitoide Aphidius colemani. 

 

Predicción: Los áfidos Myzus persicae infectados con Hamiltonella defensa serán menos 

parasitados, como consecuencia de una mayor infectividad, pero con una menor virulencia 

del parasitoide Aphidius colemani. 

 

Los áfidos Myzus persicae infectados con la bacteria endosimbiótica facultativa 

Hamiltonella defensa, tendrán menos conducta de defensa y escape frente al parasitoide 

Aphidius colemani. Esto produciría un aumento en la oviposición del parasitoide Aphidius 

colemani sobre los áfidos de Myzus persicae infectados con la bacteria Hamiltonella 

defensa 

 

Los áfidos Myzus persicae infectados con la bacteria endosimbiótica facultativa 

Hamiltonella defensa, producen una reducción de la sobrevivencia y aumento del tiempo de 

desarrollo del parasitoide Aphidius colemani. 

 

  



 17 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general:  

 

Determinar el efecto de la bacteria endosimbiótica Hamiltonella defensa en la interacción 

entre el áfido Myzus persicae frente al parasitoide Aphidius colemani. 

 

4.2 Objetivos específicos: 

 

1. Determinar infectividad del parasitoide Aphidius colemani en el áfido Myzus 

persicae con y sin presencia de la bacteria endosimbiótica Hamiltonella defensa 

 

2. Determinar la virulencia del parasitoide Aphidius colemani en el áfido Myzus 

persicae con y sin la presencia de la bacteria endosimbiótica Hamiltonella defensa 

 

3. Evaluar las conductas defensivas del áfido Myzus persicae con y sin la presencia de 

la bacteria endosimbiótica Hamiltonella defensa. 

 

4. Evaluar el contenido de feromona de alarma (E-β Farneseno) en el áfido Myzus 

persicae con y sin la presencia de Hamiltonella defensa 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Muestreo de áfidos y elección de genotipos 

Se recolectaron individuos de M. persicae en campos sobre cultivos de papa 

(Solanum tuberosum) entre la región del Libertador Bernardo O'Higgins y la región de 

Magallanes, recogidos en placas de Petri modificadas de 100 x15mm con una abertura en la 

parte superior sellada con un tul fino que permite la aireación de los áfidos y evitar que 

escapen. Posteriormente, estos fueron codificados con la fecha de colecta y luego 

transferidos al laboratorio de interacciones de insecto planta. Una vez transportados al 

laboratorio, los áfidos fueron transferidos a plántulas de pimiento (Capsicum annuum), 

Pimiento California Wonder 300 (Semillas Music) var. Resistant y mantenidos en cámaras 

a 22 °C con un fotoperiodo de 16L: 8D para su posterior genotipificación. 

Extracción– cuantificación de ADN de M. persicae 

La extracción de ADN de Myzus persicae se realizó utilizando el método de "salting 

out" descrito por Sunnucks y Hales (1996). Cada muestra se secó durante 5 minutos sobre 

papel absorbente, después se depositó en cada tubo estéril Eppendorf de 1,7 ml, etiquetando 

cada tubo con su código respectivo. Se añadió un total de 296 µl de buffer TNES (Trizma 

base, NaCl, EDTA, SDS), se añadieron 2 µl de proteinasa K (proteinasa K siempre a -4 ºC). 

Los áfidos se trituraron utilizando pistilos de plástico estériles, este procedimiento se 

realizó hasta que la muestra se homogeneizó completamente y después se agitó durante 3 

segundos. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 4 horas. Después del período de 

incubación, se añadieron 85 μl de NaCl 5M para precipitar las proteínas, luego se 

sometieron a un vortex durante 15 segundos cada tubo. Las muestras se centrifugaron 

después a 13.200 rpm durante 20 minutos a 10 ºC. Posteriormente se transfirió el 
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sobrenadante (aproximadamente 200 μl) a un nuevo tubo estéril, teniendo cuidado de no 

tomar ninguna cantidad de pellet y se añadieron 350 μl de etanol al 100% (frío), se 

homogeneizaron y se dejaron a -20 ºC durante la noche para precipitar el ADN. 

Al día siguiente, las muestras se centrifugaron a 13.200 rpm a 10 °C durante 10 

minutos y el etanol se retiró volteando los tubos sobre papel absorbente y deslizándolo 

lentamente. A continuación, se añadieron 350 µl de etanol al 70% (frío) a cada tubo. Luego 

se centrifugó de nuevo a 13200 rpm a 10 ºC durante 10 minutos y se eliminó el etanol por 

volteo directo del tubo sobre el recipiente. Los tubos abiertos se colocaron entonces en la 

estufa a 37 ºC, hasta que los residuos de etanol se secaron por completo durante 1-3 horas. 

Después de secar las muestras, se añadieron 30 μl de agua ultrapura estéril. El ADN se dejó 

entonces suspender a 4 ºC durante toda la noche. La cuantificación del ADN se realizó en 

un espectrofotómetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), que estima la 

concentración de ADN en ng/μl, la relación de ADN y disolventes orgánicos como fenoles 

(relación 260/230) y la relación entre ADN y proteínas (Relación 260/280). Estas 

proporciones indican si hay algún grado de contaminación aislada de ADN, y cuyos valores 

de referencia deben estar entre 1,8 - 2,0. 

En Enero del 2016, los cuatro genotipos diferentes con y sin la infección de la 

bacteria H. defensa fueron genotipificados para corroborar que no existiera contaminación 

tomando como muestras 3 áfidos por cada genotipo. Se utilizaron marcadores genéticos de 

tipo microsatélite, previamente descritos en la literatura (Sloane et al. 2001, Wilson et al., 

2004). Para ello, se realizó una extracción de ADN de un único individuo a partir de clones 

criados en el laboratorio. Con el ADN extraído, mediante la reacción de PCR se amplificó 7 

loci microsatélites, correspondientes a Myz 3, Myz 9, Myz 25, Myz 35, Myz 37, Myz 40, 

Myz63. Los productos de PCR se genotipificaron en Macrogen Inc (Rep. de Corea) y los 
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electroferogramas obtenidos se analizaron utilizando el programa GENEMARK 1.3 

(Borodovsky y McIninch 1993). 

Amplificación de bacterias endosimbióticas  

La identificación de las bacterias endosimbióticas secundarias encontradas en los 

áfidos de M. persicae se realizó mediante la amplificación de regiones específicas del ADN 

ribosómico (16S rDNA) de cada una de las siete especies de bacterias endosimbióticas 

secundarias (facultativas) descrita en literatura para los áfidos. Se utilizaron los siguientes 

partidores específicos desarrollados para el áfido A.pisum: Spi1500R (Spiroplasma), 

PASS1140R (Serratia symbiotica), PAUS16SR (Regiella insecticola) Ric600R (Rickettsia) 

PABS480R (Hamiltonella defensa) PAXSF, PAXSR (Paxs) y un partidor universal 16SA1. 

Como un control positivo de la amplificación por PCR, se incluyó la bacteria Buchnera 

aphidicola, endosimbionte obligatorio o primario usando el partidor Buch270R específico, 

el cual estuvo presente en todos los áfidos. 

La amplificación de los fragmentos de ADN específicos se realizó en un termociclador 

modelo 9902 Veriti Applied BioSystems, Carlsbad, USA, utilizando un programa 

consistente en 1 ciclo de desnaturalización inicial de ADN a 94 °C durante 5 minutos, 

seguido de 30 ciclos a 94 °C durante 30 segundos, 64 °C durante 30 segundos, 72 °C 

durante 1 minuto. Finalmente, para completar 1 ciclo de extensión a 72 °C durante 5 

minutos (Pecoudd et al., 2013). 

Determinación molecular para las diferentes especies de endosimbiontes 

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1,5% y se 

determinaron bacterias endosimbióticas en función del tamaño en pares de bases (pb) de los 

fragmentos amplificados para cada individuo de M. persicae. Se utilizaron los siguientes 

tamaños diagnósticos: Spiroplasma (1500 pb), Serratia symbiotica (1140 pb), Regiella 
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insecticola (840 pb), Rickettsia (600 pb), Hamiltonella defensa (480 pb) y Buchnera 

aphidicola (270 pb). Para determinar los diferentes tamaños en pares de bases se utilizó un 

peso molecular estándar GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA). Además, se envió a secuenciar el producto PCR de la bacteria 

endosimbiótica H. defensa a Australomics (Valdivia, Chile). 

Q-PCR para discriminación alélica 

Para descartar la presencia de la mutación MACE, kdr y súper kdr en los áfidos 

utilizados y que pudiera afectar las variables respuestas estudiadas (Anstead et al., 2008), se 

alicuotaron las muestras de ADN a 25ng μl
-1

 y se agregó 2,0 μl a cada tubo de PCR, luego 

de descongelados los reactivos se preparó un Mix en un tubo Eppendorf de 1,7 μl para kdr 

y súper kdr. Para ello se agregó 6,0 μl de TaqMan 2X, 1,5 μl de Primer R 10 μM, 1,5 μl de 

Primer F 10 Μm, 0,5 μl Sonda R 10 Μm, 0,5 μl Sonda S 10 Μm. Se sometieron a un vortex 

y se agregó el Mix kdr y súper kdr a cada tubo de PCR. Luego se realizó el Mix para 

MACE utilizando 12,0 μl de TaqMan 2X, 3,0 μl de Primer R 10 μM, 3,0 μl de Primer F 10 

Μm, 0,5 μl Sonda R 10 Μm, 0,5 μl Sonda S 10 Μm y 5,0 μl de agua ultrapura y 

posteriormente se sometieron a un vortex y se añadio el Mix MACE a nuevos tubos de 

PCR con 2 μl de ADN. Terminado este proceso se colocan las muestras en el termociclador 

Real Time Bio-Rad, Hércules, USA. La amplificación se realiza con las siguientes ciclos: 

Para kdr y súper kdr 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 16:40 minutos, 92 °C por 15 segundos, 

60 °C por 1 minuto y 72 °C por 15 segundos con 35 ciclos. Para MACE: 50 °C por 2 

minutos, 95 °C por 10 minutos, 92 °C por 15 segundos y 60 °C por 1 minuto con 35 ciclos. 

Diseño experimental 
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El experimento tuvo como objetivo medir la infectividad y virulencia del 

parasitoide, así como el comportamiento defensivo del áfido cuando fue atacado por la 

avispa parasitoide. 

Las hembras de parasitoides fueron seleccionadas y se aparearon durante 24 horas 

individualmente con un macho. Luego, cada hembra apareada fue transferida a una arena 

experimental (una placa de Petri invertida de 9 cm de diámetro con agar), que contiene 10 

áfidos de segundo y tercer instar sobre una pequeña hoja de pimiento. La infectividad se 

midió a través de la observación de diferentes comportamientos de la hembra parasitoide 

experimental. La observación comenzó cuando la avispa parasitoide aterrizó sobre la hoja y 

comenzó la búsqueda de los áfidos y terminó a los 10 minutos de grabación. Después de 

localizar y contactar con un áfido, el evento fue considerado como un ataque de parasitoide. 

El resultado de un ataque fue la aceptación del áfido para la oviposición o su rechazo. El 

contacto del cuerpo del áfido con el ovipositor de la hembra parasitoide se consideró como 

una oviposición exitosa. A la inversa, cualquier ataque del parasitoide que no condujera a 

un comportamiento de contacto con el ovipositor con el áfido se consideró como un 

rechazo, siendo los rechazos producto de los comportamientos defensivos del áfido (es 

decir, movimientos rápidos de sus patas y / o cuerpo que repelían el ataque de la avispa 

para emprender un comportamiento de ovipostura) o por decisión del parasitoide de no 

oviponer (sin comportamiento defensivo de los áfidos) según lo descrito por Dion et al. 

(2011). 

El desarrollo posterior del parasitoide en el áfido se estudió como un indicador de la 

virulencia de los parasitoides, y está relacionado con el éxito relativo del desarrollo de 

parasitoides en su hospedero (Antolin et al., 2006). Para ello, los áfidos de M. persicae que 
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fueron ovipositados se dejaron en la arena para la posterior emergencia del parasitoide y así 

medir la tasa de parasitismo en relación a los áfidos efectivamente ovipositados. 

Análisis E-ß-farneseno  

Se evaluó la cantidad de feromona de alarma (E-β Farneseno) presente en el cuerpo 

de M. persicae, ya que este podría ser el mecanismo que explicaría diferencias 

conductuales en la oviposición del parasitoide o en la defensa de los áfidos. Para determinar 

las diferencias de E-ß-farneseno en el cuerpo de Myzus persicae infectados y no infectados 

con H. defensa se siguió el protocolo descrito por Oliver et al. (2012). Para ello se tomaron 

tres muestras de 30 áfidos de cada tipo en un tubo Eppendorf y fueron extraídos 

(macerados) con 100 µl de diclorometano por cinco minutos. 

Una alícuota (1,0 μl) de cada extracción fue analizada empleando un cromatógrafo 

de gases acoplado a un espectrómetro de masas GCMS QP2010 Plus, Shimadzu, Tokyo, 

Japón, equipado con una columna capilar HP-5ms: (5%-Phenyl)-methylpolysiloxane; 30 m 

× 0.25 mm ID × 0.25 μm; Agilent Technology, Palo Alto, USA. Se empleó helio como gas 

transportador, con un flujo de 0.90 ml min
-1

. La adquisición de los espectros se realizó en el 

rango de masas de 35 a 500 m/z. La ionización se realizó por impacto electrónico a 70 eV 

con la fuente iones a 250 ºC. El horno del cromatógrafo fue programado a 60 ºC por 2 min, 

luego se incrementó la temperatura a una razón de 10 ºC min
-1

 hasta alcanzar los 300 ºC y 

mantenida por cinco minutos. La interface fue programada a 250 ºC. 

La identidad de E-ß-farneseno fue corroborada por comparación de su tiempo de 

retención y espectro de masas con aquellos obtenidos por inyección del estándar comercial 

(Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Para cuantificar la cantidad de E-ß-farneseno en cada 

muestra, se confeccionó una curva de calibración usando cinco concentraciones 1,0 ng µl
-1

; 

2,0 ng µl
-1

, 3,0 ng µl
-1

, 4,0 ng µl
-
1 y 5,0 ng µl

-1
. 
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Un total de 15 áfidos sincronizados de tercer instar fueron pesados individualmente para 

cada genotipo de M.persicae infectado y no infectado con H. defensa. Cada áfido fue 

colocado con un pincel en un pocillo de papel aluminio sobre un ice-pack para así evitar su 

movimiento, posteriormente fueron pesados en una microbalanza (mg) XS3DU, Mettler 

Toledo, Greifensee, Suiza. Las cantidades de E-ß-farneseno expresadas en ng por áfido 

fueron divididas por el peso fresco medio de cada genotipo con y sin infección de H. 

defensa. 

Análisis estadísticos 

La conducta de ataque y oviposición por parte de la avispa parasitoide y la conducta 

defensiva rechazo, defensa y sin reacción realizada por los áfidos, se evaluaron como la 

frecuencia de estas conductas en el periodo de observación. El efecto de los tratamientos 

sobre el desarrollo del parasitoide se evaluó como la proporción de momias y parasitoides 

emergidos, y la razón sexual secundaria como la proporción de hembras en relación a la de 

machos. El efecto de los tratamientos de presencia o ausencia de H. defensa y los cuatro 

genotipos de M. persicae se consideraron como variables independientes en un ANDEVA 

de dos factores con su interacción. Cuando se detectaron efectos significativos en el 

ANDEVA, las medias fueron comparadas según la prueba de Tukey (P ≤ 0,05). Los datos 

no fueron transformados pues cumplieron los supuestos de normalidad y 

homoscedasticidad de varianzas. 

El contenido de E-ß-farneseno y peso fresco de los cuatros genotipos de M. persicae 

fueron corregidos por el peso de los áfidos. Los tratamientos de infección de H. defensa de 

cada genotipo se evaluaron como variable independiente en un ANDEVA de dos factores 

con su respectiva interacción. Al determinar efectos significativos en el ANDEVA se 

compararon las medias a través de la prueba Tukey (P ≤ 0,05). Los datos de E-ß-farneseno 
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fueron transformados por log para cumplir con los supuestos de normalidad y 

homoscedasticidad de varianzas. 

 

 

 

6. RESULTADOS 

 

Identificación de las diferentes bacterias endosimbióticas y discriminación alélica 

Los cuatro genotipos de M.persicae seleccionados fueron: MpCh II, MpCh IV, 

MpCh VII y MpCh XIV. Los cuatro genotipos presentaron el endosimbionte primario 

Buchnera aphidicola. Estos cuatro genotipos presentaban linajes asexuales recolectados en 

campo con y sin infestación de H. defensa. Los cuatro genotipos fueron susceptibles para 

las mutaciones MACE, kdr y súper kdr. 

Infectividad y virulencia 

En la Tabla 1 podemos observar que los parasitoides atacan más a los genotipos que 

no presentan la infección de H. defensa. En particular, los genotipos MpCh II y MpCh VII 

sin infección de H. defensa fueron más atacados que los genotipos MpCh IV y MpCh XIV 

en esta misma condición. La mayor frecuencia de ataques a los genotipos sin infección de 

H. defensa, resultó también en una mayor frecuencia de pinchazos del parasitoide en los 

genotipos sin infección de H. defensa. Similarmente, los genotipos sin infección de H. 

defensa presentaron una mayor frecuencia de rechazos de oviposición por parte del 

parasitoide. Sin embargo, los genotipos sin infección de H. defensa presentaron una mayor 

frecuencia de conductas defensivas que los genotipos infectados. Finalmente, no hubo 
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diferencias en la frecuencia de ausencia de reacción defensiva en los diferentes genotipos 

independientemente de su condición de infección con H. defensa. 

La Tabla 2 muestra que los genotipos de M. persicae con y sin la infección de H. 

defensa no presentan diferencias en el porcentaje de momificación ni tampoco en la 

emergencia de los individuos momificados, sin embargo en la razón sexual secundaria 

(SSR), el genotipo MpCh XIV sin la infección de H. defensa presenta el menor SSR. 

 

 

Tabla 1. Conducta de oviposición del parasitoide A. colemani y conducta defensiva de cada 

genotipo del áfido M. persicae con y sin H. defensa. Hd-: Sin Hamiltonella defensa; Hd+: 

Con Hamintonella defensa; Ataque: búsqueda y contacto antenal de la avispa; Pinchazo: 

contacto del ovipositor de la avispa con el áfido; Rechazo: la avispa no tiene contacto del 

ovipositor con el áfido; Defensa: conducta del áfido para defenderse del ataque de la 

avispa, ya sea pateo, espasmos, caminar o secreción cornicular; Sin Reacción: el áfido 

inmóvil, no se defiende. Medias en cada columna con diferente letra son significativamente 

diferentes según ANDEVA y prueba de Tukey (P ≤ 0,05). 

  Parasitoide Áfido 

Genotipo Infección Ataque Pinchazo Rechazo Defensa Sin Reacción 

MpCh II Hd- 11,9 a 9,3 a 10,9 a 7,1 a 3,9 

 Hd+ 7,7 c 6,5 b 7,3 b 2,9 b 4,4 

MpCh IV Hd- 10,6 b 9,3 a 11,4 a 6,7 a 4,7 

 Hd+ 7,2 c 6,1 b 7,6 b 3,1 b 4,5 

MpCh VII Hd- 11,9 a 9,4 a 11,4 a 6,8 a 4,6 

 Hd+ 7,7 c 6,4 b 7,5 b 3,1 b 4,4 

MpCh XIV Hd- 10,8 b 9,6 a 11,5 a 6,8 a 4,7 

 Hd+ 7,7 c 6,4 b 7,3 b 2,7 b 4,6 

 

Tabla 2. Desarrollo del parasitoide A. colemani para cada genotipo de M. persicae con y 

sin H. defensa. Infección: Hd-: Sin Hamiltonella defensa; Hd+: Con Hamintonella defensa; 
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Momificación: Porcentaje de momificación; Emergencia: Porcentaje de adultos emergidos; 

SSR (hembras/machos): Razón sexual secundaria. Medias en cada columna con diferente 

letra son significativamente diferentes según ANDEVA y prueba de Tukey (P ≤ 0,05). 

Genotipo Infección Momificación 

(%) 

Emergencia 

(%) 

SSR 

(H/M) 

MpCh II Hd- 100 97 0,6 ab 

 Hd+ 100 99 0,6 ab 

MpCh IV Hd- 90 98 0,6 ab 

 Hd+ 100 98 0,8 b 

MpCh VII Hd- 100 100 0,6 ab 

 Hd+ 90 100 0,7 b 

MpCh XIV Hd- 90 96 0,5 a 

 Hd+ 100 98 0,7 ab 

 

Análisis del contenido de E-ß-farneseno según el peso corporal de los áfidos 

Los genotipos MpCh II, MpCh IV y MpCh VII con infección de H. defensa 

presentaron un mayor contenido de E-ß-farneseno que cuando no estaban infectados con H. 

defensa. En el caso del genotipo MpCh XIV esta diferencia no resultó ser significativa 

(Tabla 3). En relación al peso fresco todos los genotipos presentaron un mayor peso fresco 

corporal al estar sin la infección de H. defensa. 

 

Tabla 3. Cantidad de E-ß-farneseno corregido con el peso corporal de los áfidos de cada 

genotipo de M. persicae con y sin la infección de H. defensa. Hd-: Sin Hamiltonella 

defensa; Hd+: Con Hamintonella defensa. Medias en cada columna con diferente letra son 

significativamente diferentes según ANDEVA y prueba de Tukey (P ≤ 0,05). 

Genotipo  Infección  Feromona  

(ng/mg)  

Peso fresco  

(mg)  
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MpCh II  Hd-  0,421 ab  0,110 a  

 Hd+  0,236 c  0,070 c  

MpCh IV  Hd-  0,508 ab  0,107 ab  

 Hd+  0,222 c  0,0743 c  

MpCh VII  Hd-  0,547 a  0,098 b  

 Hd+  0,363 bc  0,070 c  

MpCh XIV  Hd-  0,374 abc  0,104 ab  

 Hd+  0,229 c  0,068 c  

 

7. DISCUSIÓN 

Los insectos constituyen un buen modelo para el estudio de relaciones simbióticas 

entre eucariontes y procariontes, debido a las estrechas interacciones que presentan con sus 

bacterias endosimbiontes, destacando los áfidos por su coexistencia con endosimbiontes 

obligados o facultativos (Gil et al., 2004), estos últimos pueden afectar diferentes rasgos de 

los áfidos como la supervivencia tasa reproductiva, protección contra enemigos naturales o 

su respuesta a presiones medioambientales (Oliver et al., 2003; Moran et al., 2005; 

Scarborough et al., 2005). El endosimbionte H. defensa se ha descrito que confiere 

protección al áfido A. pisum, contra la avispa parasitoide A. ervi (Oliver et al., 2003; Moran 

& Hunter, 2005), así como al áfido A. fabae frente al parasitoide L. fabarum (Vorburger et 

al., 2009). Sin embargo, hasta ahora, no se había estudiado esta asociación simbiótica entre 

el áfido M. persicae y H. defensa. 

En este estudio los resultados muestran que la bacteria endosimbiótica H. defensa 

afecta las conductas defensivas de M. persicae, frente a la avispa parasitoide A. colemani, 

ya que los áfidos con H. defensa mostraron menor frecuencia de conductas defensivas 

como pateo, espasmos y secreción cornicular en comparación con los áfidos que no poseían 

la bacteria. Dicha conducta defensiva por parte de los áfidos sería explicada por la 

infección de este endosimbionte H. defensa, ya que los genotipos utilizados se les realizó 

una prueba de mutación kdr, súper kdr y MACE para descartar la presencia de esta 
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mutación y una putativa influencia en las respuestas conductuales observadas. Los 

resultados obtenidos en la evaluación de comportamiento defensivo muestran que la 

presencia del endosimbionte facultativo H. defensa puede producir una alteración por parte 

del áfido y a la vez influir en la elección por parte del parasitoide, de los áfidos que atacará, 

resultando en una menor frecuencia de ataque y pinchazos con el ovipositor en áfidos que 

poseen H. defensa. Las modificaciones del comportamiento de los áfidos infectados con el 

endosimbionte H. defensa expuestos a los parasitoides también fueron evaluados con A. 

pisum, observándose que poseía una menor agresividad y menor comportamiento de escape 

que los áfidos no infectados al ser atacados por A. ervi (Dion et al., 2011).  

Muchas respuestas defensivas de los áfidos están mediadas por la percepción de la 

feromona de alarma E-β farneseno, presente en la secreción cornicular que liberan los 

áfidos al ser atacados por sus enemigos naturales (Vosteen et al., 2016). Esta feromona de 

alarma interfiere con la alimentación o la oviposición por enemigos naturales, provocando 

en las poblaciones de áfidos detener la alimentación y alejarse de peligros, generando un 

estado de alerta (Montgomery & Nault, 1977; Beale et al., 2006), y si la exposición se 

mantiene o se hace frecuente induce a los áfidos a producir morfos alados que dejan sus 

plantas huésped (Kunert et al., 2005), componentes que podrían ser utilizados por los 

parasitoides, además hay que tener en cuenta que las secreciones corniculares no sólo es la 

feromona de alarma volátil, sino que también otras sustancias no volátiles (Vosteen et al., 

2016). Para evaluar si la variación en la producción de feromona de alarma puede afectar 

las respuestas conductuales medidas, se determinó la cantidad de E-β- farneseno producida 

por los áfidos. Por otra parte, los parasitoides son atraídos por la feromona de alarma de los 

áfidos, por lo que el E-β- farneseno es considerado una kairomona que aumenta sus tasas de 

ataque y oviposición (Micha & Wyss, 1996; Du et al., 1998, Ameixa & Kindlmann, 2012). 

Los resultados obtenidos muestran que las conductas defensivas evaluadas estarían siendo 

afectadas por la producción de feromona de alarma, ya que se encontró una reducción 

significativa en el contenido de E-β- farneseno en los genotipos que presentaban infección 

de H. defensa. 

A diferencia de los estudios con A. pisum-A. ervi y A. fabae-L. fabarum (Oliver et 

al., 2003;Vorburger et al., 2009), en nuestros resultados no se encontro una reducción de la 

sobrevivencia en el desarrollo del parasitoide en áfidos infectados con H. defensa. Esto 
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podría ser explicado por la presencia de un “strain” de H. defensa sin efectos patógenos 

sobre el parasitoide. Para A. pisum-A. ervi se ha descrito que la virulencia de H. defensa 

sobre el parasitoide la cual es mediada por bacteriófagos A. pisum endosimbionte 

secundario (APSE) (Moran et al., 2005), los cuales si no están presentes no se afecta la 

sobrevivencia del parasitoide durante su desarrollo en los áfidos infectados (Ferrari et al., 

2004; Bensadia et al., 2005; Oliver et al., 2003; Oliver et al., 2005). La infección con H. 

defensa confiere niveles variables de protección contra el ataque por A. ervi dependiendo de 

la cepa del simbionte y los bacteriófagos asociados que infectan el endosimbionte 

bacteriano (Moran et al., 2005; Oliver et al., 2005; Oliver et al., 2009; Degnan & Moran, 

2008). Por ejemplo, los áfidos infectados con H. defensa y fago APSE3 reciben altos 

niveles de protección, mientras que los que carecen de APSE no reciben protección (Oliver 

et al., 2009). A partir de los resultados de ausencia de efecto sobre el desarrollo de A. 

colemani en M. persicae infectados con H. defensa, surge una nueva línea de investigación 

de identificación de fagos asociados a la infección del endosimbionte secundario en estas 

especies. 

La asociación del áfido M. persicae y el simbionte H. defensa podría generar un 

costo en el fitness de los áfidos, la causa subyacente es desconocida, pero H. defensa es 

auxotrófico para la mayoría de los aminoácidos esenciales y probablemente se basa en el 

áfido y compite por los nutrientes con su endosimbionte obligado Buchnera aphidicola, 

reduciendo los recursos disponibles para el crecimiento y reproducción (Degnan et al., 

2009; Weldon et al., 2012). Esto podría explicar el menor peso fresco corporal de los áfidos 

infectados con H. defensa. 

Los resultados obtenidos en este trabajo hacen necesarios nuevos estudios 

tendientes a conocer y relacionar las respuestas obtenidas en condiciones de laboratorio con 

lo que ocurre en el campo, para así optimizar las estrategias de control biológico para esta 

importante plaga agrícola cuando está asociada al endosimbionte H.defensa. Debemos 

tomar en cuenta que este ensayo fue realizado en condiciones de laboratorio, aunque los 

áfidos venían infectados desde campo, pero posiblemente dichos resultados se vean 

enfrentados a otra realidad como es el caso de Darby et al. (2003) en donde informaron que 

la fecundidad de los áfidos A. pisum que albergan a H. defensa no difiere de los áfidos sin 

este simbionte en condiciones naturales, lo que sugiere que los simbiontes pueden tener 
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efectos poco significantivos en el campo, por lo que se hace necesario desarrollar más 

estudios para establecer efectos de simbionte sobre rasgos ecológicamente relevantes en el 

medio ambiente natural. 

En conclusión los resultados de este trabajo indican que el efecto de la bacteria 

endosimbionte H. defensa en el áfido M. persicae defiende en conductas más que por un 

menor desarrollo, esto debido a la menor cantidad de E-β- farneseno, menor tamaño 

corporal y menor defensa de los genotipos de M. persicae y por un menor ataque, pinchazo 

y rechazo del parasitoide A. colemani. 
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9. ANEXO 

 

 
Anexo 1. Cromatograma para evaluar la concentración de E-β Farneseno en extracto de M. 

persicae. 

 

 
Anexo 2. Conducta defensiva de los diferentes genotipos de M. persicae infectados y no 

infectados con H. defensa 
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Anexo 3.Momificación de los diferentes genotipos de M. persicae infectados y no 

infectados con H. defensa. 

 
Anexo 4 . Ataque de la avispa en los diferentes genotipos de M. persicae infectados y no 

infectados con H. defensa. 
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Anexo 5. Rechazo de la avispa en los diferentes genotipos de M. persicae infectados y no 

infectados con H. defensa. 

 

 
Anexo 6. Oviposición de la avispa en los diferentes genotipos de M. persicae infectados y 

no infectados con H. defensa. 
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Anexo 7. Proporción de momificación, emergencia y razón sexual secundaria de A. 

colemani desarrollados en los diferentes genotipos de M. persicae infectados y no 

infectados con H. defensa 

 

 
Anexo 8. Determinación mediante amplificación de partidores específicos de la infección 

de bacterias endosimbióticas facultativas en los diferentes genotipos de M. persicae. 
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Anexo 9. ANOVA de comportamiento de ataque del parasitoide Aphidius colemani 

 

 
Anexo 10. ANOVA de comportamiento de pinchazo del parasitoide Aphidius colemani 

 

 
Anexo 11. ANOVA de rechazo del parasitoide Aphidius colemani 
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Anexo 12. ANOVA de comportamiento de defensa del áfido Myzus persicae con y sin 

Hamiltonella defensa 

 
Anexo 13. ANOVA de comportamiento sin reacción áfido Myzus persicae con y sin 

Hamiltonella defensa 

 

 
Anexo 14. ANOVA del contenido de feromona de alarma en el áfido Myzus persicae con y 

sin Hamiltonella defensa 
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