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Resumen

El insecto depredador Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae) es un agente de
control bioldgico muy importante en cultivos protegidos, utilizado para controlar pequefias
plagas, especialmente el trips. Es un depredador ampliamente utilizado y su uso es un factor
clave en los programas de control biol6gico, ya que trabaja de manera exitosa. Este insecto para
completar su ciclo de vida debe pasar por cinco estados ninfales hasta llegar a adulto. Durante
esta etapa juvenil, el depredador presenta un color amarillento en todo su cuerpo. Una ninfa
encontrada en una mezcla de poblaciones silvestres mantenida en nuestro laboratorio de control
biolégico no presentaba una coloracion normal, sino anaranjada. Por lo que, en nuestro equipo
de investigacion, se establecié una nueva poblacion de insectos con esta mutacién con color del
cuerpo anaranjado, que fue llamada poblacion ambar. El analisis genético determind que la
mutacion (ambar) estaba controlado por un solo alelo autosémico recesivo. Se compararon
algunas caracteristicas bioldgicas y ecoldgicas de esta cepa naranja con respecto una poblacion
normal. La longevidad, la fecundidad y la fertilidad fueron similares en ambas poblaciones, pero
la supervivencia ninfal, la tasa de desarrollo, el tamafio corporal, la tolerancia al hambre y la
capacidad de depredacion fueron inferiores en la variedad naranja. Se discute la utilidad del
mutante naranja como marcador visible para estudios biol6dgicos y ecolégicos de este importante

agente de control bioldgico.



Abstract

The predatory insect Orius laevigatus (Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae), is a very
important biological control agent in protected crops, used to control small pests,
especially thrips. It is considered a widely used predator and its use is a key factor in
biological control programmes, as it works successfully. In order to complete its life
cycle, this insect must pass through five nymphal stages until it reaches adulthood. During
this juvenile stage, the predator has a yellowish colour all over its body. A nymph found
in a mixture of wild populations kept in our biological control laboratory did not have a
normal colouring, but was orange. Therefore, our research team established a new
population of insects with this mutation with orange body colour, which was called the
amber population. Genetic analysis determined that the mutation (amber) was controlled
by a single autosomal recessive allele. Some biological and ecological characteristics of
this orange strain were compared to a normal population. Longevity, fecundity and
fertility were similar in both populations, but nymphal survival, developmental rate, body
size, starvation tolerance and predation ability were lower in the orange strain. The
usefulness of the orange mutant as a visible marker for biological and ecological studies
of this species is discussed.



1. INTRODUCCION

1.1. Distribucion geogréfica y habitat de Orius laevigatus

En la pagina web de la Fauna Europaea muestra que la zona de distribucion de Orius laevigatus
(Fieber) (Hemiptera: Anthocoridae) cubre practicamente toda la cuenca del Mediterraneo,
Francia, islas de Macaronesia, varios paises centroeuropeos y las islas britanicas. Este insecto,
en Espafia se encuentra repartido ampliamente, siendo una de las especies mas numerosas y
comunes, distribuida y asociada a una elevada cantidad de especies de plantas (Lacasay Llorens,
1998). Ferragut y Gonzalez Zamora (1994) realizaron una investigacion sobre las especies de
Orius en la peninsula y su distribucién en Murcia, Comunidad Valenciana, Andalucia y
Extremadura. Muestrearon numerosos cultivos y algunas plantas silvestres y observaron que el
47% de los individuos encontrados fueron de O. laevigatus, siendo ésta la especie con mayor

ndmero de individuos.

1.2. Ciclo biolégico de Orius laevigatus

O. laevigatus pasa por los siguientes estados de desarrollo: huevo, cinco estadios ninfales (N1-
N5), y adulto (Figura 1).

Los huevos miden 0,3-0,4 mm de longitud y 0,13 mm de ancho, son transparentes inicialmente,
presentan una forma oval alargada y tienen un opérculo caracteristico. Los huevos pueden ser
ovipositados por la hembra de forma grupal o en solitario. A medida que se acerca la eclosion,
cambian a un color amarillento, parecido al color de la ninfa que se esta formando en su interior.
Las hembras introducen los huevos en los tejidos més tiernos de la planta, sélo el opérculo
sobresale, y, por lo tanto, es visible y facil de observar con un microscopio estereoscépico, con
lo cual, la forma de este opérculo podria utilizarse para distinguir entre distintas especies de

Orius.

Con respecto a las ninfas pasan por 5 estadios ninfales (N1-N5) (Figura 1). Cuando nacen de
los huevos son de cuerpo brillante y casi sin color, pero a medida que pasan las horas, van
cogiendo un color amarillento. Su longitud oscila entre 0,7 mm (fase N1) y 2,1 mm (fase N5)
(Lacasa y Llorens, 1998). Se pueden observar los esbozos alares en el cuarto y quinto estadio
(N4-N5), que cambian a un tono mas oscuro cuando estan a punto de madurar (Roman, 2017).

Presentan un color de ojos rojo durante todos sus estadios ninfales (Malais y Raensberg, 2006).
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A3 N4

N5

Adulto

Figura 1: Ciclo hiol6gico de Orius laevigatus

Segun el trabajo realizado por Ferragut y Gonzalez Zamora (1994), los adultos de esta especie
de Orius presentan una enorme plasticidad en algunos de sus caracteres morfologicos externos,
como la coloracion o el tamafio. El tamafio puede variar de 1,4 a 2,4 mm de longitud y la
coloracion méas comun es la marrén. Los ojos se sitian a ambos lados de la cabeza. La cabeza 'y
el pronoto muestran tegumentos brillantes y los hemiélitros son translicidos. El primer
segmento de las antenas es de color oscuro mientras que el ultimo segmento de éstas es de color
mas rojizo. Las patas presentan un color amarillento, pudiendo mostrar el tercer par de un color
mas oscuro que los anteriores. Con respecto al abdomen, estd formado por un total de 9
segmentos y tiene un dimorfismo sexual que permite diferenciar a machos de hembras (Figura
2). En los machos es asimétrico y esta desplazado hacia la izquierda, en cambio, las hembras lo

muestran de forma simétrica y termina en un ovipositor.

Figura 2: Dimorfismo sexual en Orius laevigatus
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1.3. Tipo de alimentacion de Orius laevigatus

Este insecto posee una alimentacion zoofitéfaga, ya que ademas de alimentarse de enemigos
naturales suplementa su dieta alimentandose de las plantas. La alimentacion sobre varias plantas
es comun y relevante para estos depredadores (Bouagga et al., 2017). Se estudi6é que pasa un
38% de su tiempo alimentandose encima de las plantas de pimiento (Bouagga et al., 2017). Estos
insectos zoofitdégafos pueden alimentarse de recursos vegetales de las plantas como la savia, el
néctar alargando su supervivencia, pero el polen, posee propiedades nutricionales mas elevadas
y permite en los Orius unas buenas caracteristicas de desarrollo y reproduccion (Biondi et al.,
2016).

Actualmente se suelen afiadir a los cultivos alimentos suplementarios artificiales para facilitar
el rendimiento de estos insectos depredadores. (Van de kerkhove y De Clercq, 2010; Brenard et
al., 2019), normalmente en cultivos con poca cantidad o calidad baja de polen, como, por
ejemplo, el cultivo de pepino (Oveja et al., 2016) o muchos cultivos ornamentales como las
rosas y crisantemos (Leman y Messelink, 2015). Un caso de esta suplementacion seria el polen
de Thypha angustifolia (L.) que se utiliza para ayudar a las poblaciones de &caros fitoseidos
(Messelink et al., 2014) y Ephestia kuehniella para Macrolophus pygmaeus (Rambur)
(Heteroptera: Miridae) y para Nesidiocoris tenuis (Reuter) (Hemiptera: Miridae) (Calvo et al.,
2012b; Brenard et al., 2019). Esta estrategia de suplementar alimentos alternativos para
promover las poblaciones de depredadores se usa cada vez més en cultivos protegidos (Leman
y Messelink, 2015).

En cambio, numerosos investigadores vieron una gran disminucion en la capacidad reproductiva
cuando los insectos se alimentan exclusivamente con estas dietas alternativas (Cocuzza et al.,
1997). Esto generaba una importante limitacion para conseguir un asentamiento a largo plazo
en los cultivos, principalmente en aquellos con baja disponibilidad de polen o con bajo valor
nutricional (Bielza et al., 2020). Este handicap se ha sefialado como uno de los desafios mas

importantes a los que se enfrenta el control bioldgico (Bielza et al., 2020).

1.4 Importancia de Orius laevigatus y mutacion

O. laevigatus es un importante insecto depredador polifago, enemigo natural de numerosas

plagas de insectos, pero principalmente ha sido utilizado para el control biolégico aumentativo

de trips (Chambers et al., 1993). Se emplea principalmente en los invernaderos de pimiento,
12



siendo el principal depredador de Thrips tabaci y Frankliniella. occidentalis (Lindeman)
(Thysanoptera: Thripidae). Estas plagas pueden ocasionar en los cultivos numerosos dafios
directos e indirectos como por ejemplo la trasmision del virus: Tomato Spotted Wilt Virus
(TSWV) (Van der Blom, 2010; Arno et al., 2008; Bosco et al.,2008).

Orius laevigatus se utiliza en programas de control biol6gico aumentativo, principalmente para
controlar plagas de trips (Van Lenteren et al., 2020; Guillén et al., 2014). Este agente de control
bioldgico se produce en masa para ser liberado en diferentes cultivos, particularmente en
cultivos de hortalizas bajo invernadero. Este chinche ha sido ampliamente estudiado en
diferentes laboratorios para conocer su biologia y ecologia con el fin de mejorar su rendimiento
en campo y optimizar la cria en masa en biofactorias (Bielza et al., 2009, 2020; Bonte et al.,
2008; Chen et al., 2017; Mendoza et al., 2020, 2022; Balanza et al., 2019, 2021, 2022; Gallego
et al., 2022; Rodriguez-Gomez et al., 2022). A pesar de haber sido criado por numerosas
empresas de control bioldgico e investigadores durante muchos afios, hasta donde sabemos, no
se han reportado mutaciones para este insecto. Se ha descrito una mutacion de 0jos rojos en
adultos de otras especies de Orius como, Orius sauteri y Orius strigicollis (Shimizu y Kawasaki,
2001). Las mutaciones que afectan caracteristicas externas como el cuerpo o el color de los ojos
pueden ser muy Utiles como marcadores visibles para multiples estudios cientificos (Shimizu y
Kawasaki, 2001; Slama, 1998; Snodgrass, 2002; Allen, 2013).

Los individuos que portan una mutacion visible pueden utilizarse para estimar la capacidad de
dispersion y el movimiento de este depredador dentro de plantas, campos y cultivos. Ademas,
un marcador visible puede servir para comparar el establecimiento y la eficiencia de diferentes
cepas liberadas en un cultivo. Un color de cuerpo distinto también puede servir para estudios
sobre apareamiento y competencia sexual. Ademas, las mutaciones visibles pueden ofrecer
oportunidades para el andlisis de genes de insectos y genética de poblaciones.

En general, las cepas de un agente de control bioldgico con marcadores visibles genéticamente

definidos pueden ser muy Utiles para el progreso técnico y cientifico del control bioldgico.

En 2021, se encontré una ninfa de color naranja en una mezcla de poblaciones silvestres

establecidas en nuestro laboratorio de control bioldgico de la Universidad Politécnica de

Cartagena, en el marco de un programa de cria selectiva para seleccionar estirpes de O.

laevigatus con caracteristicas mejoradas (Bielza et al., 2020), como la resistencia a los

insecticidas (Balanza et al., 2019, 2021, 2022), una mejor alimentacion fisica con alimentos

suboptimos y un tamafo corporal mas grande (Mendoza et al., 2020, 2022). El cuerpo de las
13



ninfas de O. laevigatus es de color amarillento, pero esta ninfa exhibié un color de cuerpo
anaranjado distintivo (Figura 1). Esta ninfa se utilizo para establecer una cepa de laboratorio

Ilamada poblacion &mbar (poblacion Orange) con esta caracteristica corporal.

Figura 3: Ninfas de primer a quinto estadio, normal (A) y de naranja mutante (B) de poblaciones de Orius

laevigatus
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2. OBJETIVOS

El presente estudio tuvo como objetivo estudiar las caracteristicas biologicas de la estirpe ambar
(tamafio corporal, desarrollo, fecundidad, tolerancia al hambre y depredacion) en comparacion

con una estirpe normal y determinar la herencia de esta mutacion.

Se pretende estudiar el modo de herencia de esta mutacion (dominancia, nimero de genes), asi
como posibles efectos negativos (trade-offs) asociados a esta mutacion en la biologia de la

especie.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Establecimiento de poblacién &mbar

En 2021, encontramos una ninfa que muestra un color corporal anaranjado distintivo en una
mezcla de poblaciones silvestres establecidas en el Laboratorio de Biocontrol de la Universidad
Politécnica de Cartagena. Para establecer una poblacion mutante naranja (en adelante naranja),
(también la solemos llamar Orange), esperamos a que la ninfa alcanzara la edad adulta y
resultara ser una hembra. El siguiente paso fue aparear la hembra virgen naranja con un macho
normal de O. laevigatus de una poblacion comercial (en lo sucesivo normal) suministrada por
la empresa Biobest (Westerlo, Bélgica). Las crias que nacieron de ellas fueron todas ninfas
normales. Esta descendencia (F1 normal) se cruz6 entre si cuando alcanzaron la edad adulta y
produjeron ninfas tanto normales como anaranjadas. Las ninfas anaranjadas (machos y hembras)
fueron seleccionadas en el tercer estadio para establecer una poblacion de individuos con estadio

ninfal naranja.

3.2. Procedencia de las poblaciones comerciales a ensayar

Las poblaciones de la casa comercial de control bioldgico que se utilizaron como control en
los experimentos frente a la poblacion ambar, fueron suministradas por la empresa Biobest

(Westerlo, Bélgica).

3.3. Cria de insectos

Tanto las poblaciones normales como la naranja se mantuvieron dentro de recipientes de plastico
de 1 L con papel de filtro en la tapa para permitir la ventilacién en el interior de los botes. En el
interior de cada contenedor (Figura 3) se introdujo cascara de trigo sarraceno equivalente a un
vaso de 250 ml para evitar el canibalismo entre individuos, huevos de Ephestia kuehniella
(Figura 4), (en adelante efestia) ad libitum como alimento, suministrados por la empresa
Agrobio S.L. (Almeria, Espafa), y trozos de vaina de judias verdes (Phaseolus vulgaris L.)
como fuente de humedad y lugar de oviposicion, previamente lavada en una solucion de agua e

hipoclorito de sodio al 3% durante 20 minutos, todo esto para eliminar cualquier resto de
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suciedad, agentes contaminantes o insecticidas que puedan contener. Después de este lavado las
judias desinfectadas de vuelven a enjuagar con agua durante otros 20 minutos y una vez las
judias estan secas se cortan y se sellan con parafina caliente en las extremidades por donde es
cortada. (Figura 6). Esto ayuda a que los trozos de judia mantengan una buena turgencia y no se
deshidraten. EI mantenimiento de las poblaciones consiste en realizar el cambio de la judia y
dieta cada 48 horas. Las judias extraidas contienen huevos de Orius y son llevadas a otros botes
donde emergen y se desarrollan las ninfas. Este método de accion de desarrollo se realiza por el
canibalismo existente, ya que en ausencia de alimento los adultos de Orius pueden llegar a
alimentarse de las ninfas. Las poblaciones normales y naranja se mantuvieron en diferentes
camaras climaticas cuyas condiciones de control fueron 26+1°C, 655 de humedad relativa y
fotoperiodo de L16: D8 de luz (Figura 7).

Figura 4: Interior de los botes de crianza Figura 5: Huevos de Ephestia Kuehniella
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Figura 6: Sellado de judia Figura 7: Cémara climética

3.4. Bioensayos de laboratorio

Los ensayos fueron realizados con huevos e individuos adultos de Orius laevigatus, procedentes
de la poblacion comercial BIOBEST. Asi como la poblacion mutante NARANJA.

3.4.1. Experimentos cruzados

Se realizaron una serie de cruces para estudiar el modo de herencia de la mutacion (dmbar)
involucrados en la coloracion naranja de Orius en sus estadios ninfales. Las ninfas de quinto
estadio (N5) fueron separadas e individualizadas durante cuatro dias hasta que alcanzaron la
edad adulta.

Para obtener la F1, hembras y machos virgenes naranjas fueron apareados con hembras y
machos virgenes de la poblacién normal. Se realizaron un total de 30 cruces, 15 parejas de

hembras naranjas y machos normales y otras 15 parejas de sexos opuestos (Figura 8).

Se cont6 el nimero de huevos ovipositados en las judias (Figura 9) con ayuda de una lupa
binocular y se separaron por grupos y nimero de hembras (1 a 15). Ninguna de las ninfas nacidas

de estos primeros cruces presentd coloracion anaranjada. Una vez que las ninfas eclosionadas
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de estos huevos alcanzaron el quinto estadio ninfal, se individualizaron y a los cuatro dias se

realizaron los retrocruzamientos con cada una de las cepas parentales (naranja y normal).

Figura 8: Cruces entre Orius Figura 9: Huevos de Orius insertados en judia

En cada cruzamiento, alrededor de 10 a 15 hembras virgenes y la misma cantidad de machos
virgenes se colocaron en salseras de 30 mL con huevos de efestia como alimento y un trozo de
vaina de judia verde de 3,5 cm para la oviposicién (Figura 10). Dos veces por semana, las vainas
de judia se cambiaban por otras nuevas y se contaban los huevos puestos. Almacenadas
individualmente en contenedores separados, se registro el color del cuerpo en la etapa ninfal del
tercer estadio (N3) y luego se procedid a determinar las ninfas anaranjadas y normales nacidas
de cada cruzamiento. El resto de las hembras y machos que sobraron de la F1, después de hacer
los retrocruzamientos, se cruzaron para producir F2 (Figura 11). Estos experimentos cruzados
se realizaron en las mismas condiciones que la crianza, 26+1°C, 65+5% HR y 16:8 fotoperiodo

luz-oscuridad.
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Figura 10: Contenido de las salseras Figura 11: Retrocruces entre Orius

3.4.2.  Bioensayos de fecundidad, fertilidad y longevidad

Estos experimentos se realizaron para comparar la produccion de huevos, la tasa de eclosion y
la longevidad entre la poblacion naranja y la normal. Se criaron ninfas de quinto estadio para
cada estirpe obteniendo machos y hembras adultos a los cuatro dias y durante esos dias tuvo
lugar el periodo de apareamiento y pre-oviposicion. Exactamente 40 hembras de cada estirpe
fueron sexadas y aisladas en un vaso plastico de 30 mL con tapas ventiladas, que contenia efestia
huevos ad libitum como alimento y un trozo de vaina de judia verde de 3,5 cm sellado con
parafina en ambos extremos para hidratacion y oviposicidon. Dos veces por semana se contaron
los huevos, examinando cada trozo de vaina de judia verde con un microscopio estereoscépico
y cambiando el trozo por uno limpio y afiadiendo alimento fresco. Este proceso se repetia hasta
que la hembra moria; de esta forma se media su longevidad. Para obtener datos de fertilidad, los
huevos de los dos primeros conteos de fecundidad se mantuvieron individualmente en
condiciones de laboratorio. Los huevos eclosionados se contaron después de cuatro dias. El
porcentaje de eclosion se calculd dividiendo el nimero de huevos que eclosionaron por el

numero total de huevos. Estos experimentos se mantuvieron en nuestra camara climética de
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laboratorio con las condiciones climaticas de 26+1°C, 65+5% HR y con un fotoperiodo de 16

horas de luz y 8 horas de oscuridad.

3.4.3. Bioensayo de supervivencia ninfal (de huevo a adulto)

Para este tipo de experimentos, para recolectar huevos frescos de ambas poblaciones, se
introdujeron pequefios trozos de judia (maximo 3 cm) en los recipientes con adultos de cada
poblacion (normal y naranja). Las secciones de vaina de judia se cambiaron cada 24 h durante
una semana. Con el fin de obtener el alto nimero de huevos frescos necesarios para el
experimento, se realizaron varias extracciones de huevos y las secciones de vaina de judia
recolectadas cada dia se pusieron a 6°C en el frigorifico para evitar el desarrollo de los huevos.
Al final de la semana (cuatro cambios de judias), todas las secciones de judias con huevos se
pusieron a 26+1°C, 65+5% HR y con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.
Los huevos de cada pieza de judia se contaron con un microscopio estereoscopico y cada 90-
110 huevos se colocaron en vasos de carton de 200 mL con una pieza de judia de
aproximadamente 5 cm y sellada por ambos lados, cascara de trigo sarraceno y huevos de efestia
ad libitum, formando asi una réplica. Cada vaso contenia unos 90-100 huevos y se considero
una réplica, con un total de cinco réplicas para cada poblacion (un total de alrededor de 500
huevos por poblacién). EI cambio de vainas de judia sellada y el suministro de alimento fresco
se realizo tres veces por semana, observando siempre el estado ninfal de los individuos nacidos
en cada vaso. Después de 10 dias, se observaron los vasos cada 24 h para retirar los adultos
recién emergidos (<24 horas), siguiendo este procedimiento hasta que no quedaron ninfas.
Todos los adultos fueron congelados. El ancho del pronoto se midi6 en todos los individuos con

un microoscopio estereoscopico a 50x, diferenciando entre machos y hembras.

3.4.4. Bioensayo de tolerancia el hambre (inanicion)

Con el objetivo de evaluar la calidad de los adultos de las poblaciones naranja y normal, se probd
la tolerancia a la falta de alimento (inanicién). Para este experimento, se seleccionaron ninfas
de quinto estadio de ambas poblaciones y se dejaron durante cuatro dias hasta alcanzar la edad

adulta. Los adultos fueron sexados, y los machos fueron separados de las hembras, dejando cada
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grupo por sexo y poblacion en su correspondiente vaso de cartén de 200 mL. EI nimero total de
individuos introducidos en cada vaso fue de 65 a 100. Cada vaso contenia un trozo de vaina de
judia de unos 5 cm sellada por ambos lados con parafina y cascara de trigo sarraceno. No se
introdujo alimento en ningin momento durante el experimento. La mortalidad se evalué cada
24 h hasta que no quedd nadie con vida. Este experimento se mantuvo en nuestra camara
climatica de laboratorio con las condiciones climaticas de 26+1°C, 65+5% HR y con un

fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

3.4.5. Bioensayo de depredacion (respuesta funcional)

El principal objetivo de este bioensayo fue comparar la capacidad de depredacion de los insectos
de la poblacion normal frente a la poblacidn naranja. Se utilizaron como presa, 30 adultos de F.
occidentalis de una colonia criada y mantenida en nuestro laboratorio. Estos 30 adultos de trips
se utilizaron para cada una de las repetciones del bioensayo. Para ello, se utilizaron viales de
plastico de 5 ml en cuyo interior afiadiamos una seccion alargada de hoja de pimiento dulce
(criado en nuestro laboratorio), con un tamarfio de unos 30 x 5 mm. Estos viales estaban cubiertos
con una tapa perforada para permitir la ventilacion en su interior (Fig. 12).

Se montaron 20 repeticiones, es decir 20 viales con 30 adultos de trips e incluyendo una hembra
O. laevigatus mantenida en ayuno durante 24 horas para cada vial (Fig. 13). Este esnsayo se
realizd tanto con hembras de la poblacion naranja como con hembras de la poblacion BIOBEST.
También se evalud un control negativo de 10 repeticiones con 10 adultos de trips por repeticion
para comprobar la supervivencia de los trips en ausencia de depredador. Después de 24 horas,
las hembras de O. laevigatus se retiraron de los viales y con ayuda de una lupa binocular se
contaron las presas depredadas. También se realizo el conteo de los individuos muertos de los
viales sin depredadores (control negativo). Este experimento se mantuvo en nuestra camara
climatica de laboratorio con las condiciones climéaticas de 26+1°C, 65+5% HR y con un

fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.
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Figura 12: Vial respuesta funcional. Figura 13: Ensayo de depredacion, adultos de trips (presa) y control negativo

3.5. Andlisis de datos

Los datos obtenidos por los experimentos fueron analizados mediante un analisis de chi-
cuadrado para comparar las proporciones del color del cuerpo de las poblaciones de O.
laevigatus (naranja: normal), con las proporciones esperadas de 1:3 para los cruces de la F2 y
1:1 para retrocruces. Las diferencias en las caracteristicas bioldgicas y ecolégicas entre ambas
poblaciones se analizaron mediante un andlisis de varianza de una via. Los supuestos de
normalidad y homogeneidad de las varianzas se verificaron antes del analisis. Cuando se
observaron diferencias significativas entre poblaciones, las medias se separaron mediante la
prueba HSD de Tukey.
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4. RESULTADOS

4.1. Establecimiento de la poblacion naranja

A través de una seleccion de ninfas descendientes de la F2 de una ninfa naranja original,
pudimos establecer y mantener una poblacién naranja pura portadora del gen &mbar. Esta
poblacion se crio de forma aislada, es decir, en camaras climéaticas separadas de nuestro
laboratorio para que no exista el riesgo de contaminacion cruzada de la poblacion naranja con
respecto a las demas poblaciones de O. laevigatus que no poseen el gen ambar (Fig. 14). Todos
los individuos de la poblacion podrian ser facilmente discriminados de una poblacién normal en
cada estadio ninfal, (desde el primer estadio hasta el quinto), (Figura. 3), presentando una
coloracion anaranjada muy diferente al color amarillento tipico de una poblacion normal (Fig.
1). Cuando estas ninfas naranjas emergen de estado juvenil a estado maduro o adulto, la
coloracion anaranjada se puede observar durante las primeras horas como adulto. Con el paso
de las horas, las distintas partes del cuerpo del insecto como la cabeza, el térax y el abdomen se
vuelven oscureciendo de una manera similar a las coloraciones que posee un adulto de O.
laevigatus (Fig. 13). Los adultos (machos y hembras) de la poblacién naranja con varios dias,
no presentaron diferencias apreciables entre las poblaciones normales de O. laevigatus a simple
vista, pero observando los insectos con un microscopio estereoscopico, las patas de estos adultos
presentan una coloracion naranja que se puede diferenciar que estos individuos son provenientes

de la poblacién con el gen ambar (Figura 15).

Figura 14: Poblacion naranja mantenida de forma aislada
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Figura 15: Adultos de Orius laevigatus (hembras y machos) recién emergidos normales (A) y adultos de Orius laevigatus
(hembras y machos) recién emergidos con gen mutante ambar (B).

4.2. Experimentos cruzados

Los resultados entre los cruces entre Orius con gen naranja y normales presentaron una
descendencia con color amarillento, es decir el color normal que presenta la descendencia de
una poblacion normal de Orius (F1), sin embargo, aquellos cruces en los que tanto el macho y
la hembra eran de color naranja mostraban una descendencia naranja (Tabla 1). Los cruces de
consanguinidad entre los individuos de la F1 (ON X ON y NO X NO) (O de Orange=Naranja y
N de Normal) produjeron la descendencia F2, presentando la relacion esperada 1:3 (Tabla 1).
Lo mismo sucedio en el caso de los retrocruzamientos con progenitores, ya que la descendencia

encajo con la proporcion esperada 1:1 (Tabla 1).
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Tabla 1. La descendencia de las ninfas es de color naranja cuando se producen los cruces y retrocruces entre las poblaciones
de Orius laevigatus normales y mutantes (naranjas).

CRUCES Orange Normal Relacion Relacion
(HEMBRAS x () (N) espe_rada obseljvada 1 p
MACHOQS) (O:N) (O:N)
O xN (15) 0 67 0:1
N x O (15) 0 237 0:1
O x 0 (15) 77 0 1.0
ON (61) x ON (37) 294 789 1:3 1:2.68 2.549 0.110
NO (56) x NO (45) 116 418 1:3 1:3.60 2.886 0.086
ON x 00 (14) 176 157 1:1 1:0.89 0.973 0.324
OO x ON (10) 98 79 1:1 1:0.81 1.813 0.176
NO x OO (15) 216 204 1:1 1:0.94 0.288 0.591
OO0 x NO (15) 44 28 1:1 1:0.64 3.125 0.077

El nimero entre paréntesis es el nimero de parejas utilizadas en cada cruce. La descendencia de
cada cruce se registro en el estadio ninfal del insecto N3. Las abreviaturas de la (Tabla 1),
significan lo siguiente: NO: descendencia de hembras normales y machos mutantes
(Orange=naranjas); ON: descendencia de hembras mutantes (Orange=naranjas) y machos
normales y OO: descendencia de hembras mutantes (Orange=naranjas) y machos mutantes

(Orange=naranjas).

4.3. Resultados de bioensayos de fecundidad, fertilidad y longevidad

Los resultados de fecundidad, fertilidad (porcentaje de huevos eclosionados) y longevidad de
las hembras de las poblaciones naranja y normal se pueden observar en la (Tabla 2). Ambas
poblaciones presentaron valores similares de fecundidad (F = 0.05, df=1/68, p > 0.05), fertilidad
(F=0.42,df =1/60, p > 0.05), y longevidad (F = 0.01, df= 1/75, p > 0.05).
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Tabla 2. Fecundidad, fertilidad, longevidad, supervivencia inmadura y tiempo de desarrollo de huevo a adulto en las

poblaciones naranja (mutante) y normal de Orius laevigatus

) Fertilidad ) ) ) ]
» Fecundidad Longevidad Supervivencia Tiempo de
Poblacion (% huevos ) . )
(huevos/hembra) ] (dias) ninfal (%) desarrollo (dias)
eclosionados)
Orange 99.7+10.0a 92.1+15a 24.1+2.7a 36.8x29a 145+0.11b
Normal 96.4+109a 934+14a 23.7+28a 89.1+4.4b 12.7+£0.07 a

Las medias + SE dentro de una columna seguidas de la misma letra no muestran diferencias

significativas (p > 0,05; prueba de Tukey).

4.4. Resultados del bioensayo de supervivencia ninfal (de huevo a adulto)

Los resultados de supervivencia y duracion del desarrollo inmaduro de huevo a adulto se

resumen en la Tabla 2. Se vieron diferencias notables en el porcentaje de supervivencia en

comparacion con las dos poblaciones, la poblacién mutante mostré un valor bastante menor con

respecto la poblacion normal de O. laevigatus (F = 98.3, df = 1/18, p < 0.001). De manera similar

el tiempo de desarrollo en la poblacion naranja fue mas largo, por lo que tom6 mas tiempo desde

la eclosion hasta el adulto que en la poblacion normal (F = 170.09, df = 1/18, p < 0.001). El

tamafio corporal (ancho del pronoto) de las hembras y machos adultos naranjas resultd

significativamente inferior al de la poblacion normal (F = 90.1, df = 1/574, p < 0.001) (Tabla

3).

Tabla 3. Tamafio corporal medio (ancho del pronoto) de machos y hembras adultos de las poblaciones naranja y normales.

Sexo Poblacion Tamafio del pronoto (mm)
Hembra Orange 0.78 £0.002 a
Normal 0.80+0.001 b
Macho Orange 0.74£0.003 a
Normal 0.76 £0.001 b

Las medias = SE dentro de cada sexo seguidas de la misma letra no muestran diferencias

significativas (p > 0,05; prueba de Tukey).

27



4.5. Resultados del ensayo de depredacion (respuesta funcional)

Con respecto a los resultados obtenidos de las dos poblaciones, el consumo de presas difirio
significativamente entre las poblaciones naranja y normal cuando ambas se alimentaban de
adultos de trips (F = 21.57, df = 1/38, p < 0.001). La poblacion mutante presentd un menor
consumo de adultos durante 24 horas que la poblacion normal (19.2 vs. 23.3 adultos de trips)
(Tabla 4).

Tabla 4. Consumo de presas por parte de hembras adultas de las poblaciones naranja (mutante) y normal de Orius laevigatus.
Resultados de ensayo de inanicion.

) ) Presa % Presa Longevidad bajo
Poblacion  Presa ofrecida ) ] o .
consumida consumida inanicion (dias)
Orange 30 19.2+0.71a 640 3.1+0.22a
Normal 30 23.3+050b 775 41+039b

Las medias + SE dentro de una columna seguidas de la misma letra no muestran diferencias

significativas (p > 0,05; prueba de Tukey).

4.6. Resultados del bioensayo de tolerancia al hambre (inanicién)

Con respecto a los resultados obtenidos de dicho ensayo comparando la tolerancia al hambre de
la poblacion naranja y normal, las hembras adultas de la poblacion normal vivian mas tiempo
que las hembras de la poblacion mutante cuando se les privaba de alimentos (F = 5.68, df =
1/165, p < 0.05) (Tabla 4).
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5. DISCUSIONES Y CONCLUSION

Los cruces experimentales indicaron que el gen perteneciente de la poblacion mutante &mbar de
O. laevigatus estaba controlado por un solo alelo autosémico recesivo. Las mutaciones del color
del cuerpo se han estudiado en otros insectos heterdpteros, particularmente en Pyrrhocoris
apterus L. (Hemiptera: Pyrrhocoridae), (Bel et al., 1997). Varias mutaciones que afectan al color
del cuerpo (blanco, amarillo y melandtico) de P. apterus fueron heredadas como genes
autosémicos recesivos Unicos (Slama, K, 1998). Se informé de la aparicion de un mutante de
cuerpo naranja en Dydercus koenigii F. (Hemiptera: Pyrrhocoridae), cuya mutacion también
estaba gobernada por un solo gen somatico recesivo (Gujar et al., 1993). Sin embargo, no se han
informado de mutaciones que afecten al color del cuerpo en ninguna especie de Orius, pero si
se informé sobre una mutacion referente al color de los 0jos, en este caso, 0jos de color rojo en
O. sauteri y O. strigicollis que también se encontrd que la mutacién estaba controlada por un

alelo autosdmico de locus Unico y recesivo (Shimizu et al., 2001).

La fecundidad a lo largo de la vida, la eclosion de los huevos ovipositados en vainas de judia y
la duracion de la vida, fueron similares tanto en la poblacién mutante naranja como en la
poblacién normal de Orius, y dentro del rango informado en otros estudios (Bonte et al., 2008;
Mendoza et al., 2020; Gallego et al., 2022; Rodriguez-Goémez et al., 2022; Sanchez et al., 2002;
Tommasini et al., 2004., Leon-Beck et al., 2009; Aragon-Sanchez et al., 2018). Sin embargo, la
poblacién naranja mostrd unos resultados de supervivencia de huevo a adulto significativamente
reducida (37%) y un retraso en el desarrollo (14,5 dias) en comparacién con la poblacion normal

(89% y 12,7 dias respectivamente).

Por otro lado, la tasa de depredacion, la tolerancia a la inanicion y el tamafio corporal se
consideran rasgos especialmente criticos para un control biolégico efectivo (Rasmussen et al.,
2018). La poblacion de insectos naranjas tuvo un rendimiento inferior al de la poblacién normal
en estos tres rasgos clave. Tanto la tolerancia al hambre como la tasa de depredacion estan
relacionadas con el tamafio corporal, ya que tiene un efecto profundo en la mayoria de los rasgos
bioldgicos y ecoldgicos (Kingsolver et al., 2010; Chown et al., 2015; Kalinkat et al., 2015). Se
estima que los individuos grandes tienen mas reservas corporales, lo que resulta en una mayor

tolerancia al hambre. Ademas, el tamario del cuerpo es particularmente prominente para un
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depredador, ya que esta fuertemente relacionado con el rango de presas que es capaz de atacar
(Kalinkat et al., 2015). De hecho, una poblacion de O. laevigatus seleccionados artificialmente
para obtener un tamafio corporal més grande, exhibieron una capacidad de depredacion superior
cuando éstos se alimentaban de trips en comparacion con las poblaciones comerciales y
silvestres (Mendoza et al., 2022). Por lo tanto, el tamafio corporal mas pequefio de la poblacion
de naranjas en comparacion con las poblaciones normales probablemente esté relacionado con

la menor tolerancia al hambre y la capacidad de depredacion.

El bajo desempefio de la poblacion de naranja en algunos rasgos no estd necesariamente
asociado con la mutacién ambar, ya que podria atribuirse a diferencias naturales entre
poblaciones de la misma especie, como ya se informéd en O. laevigatus (Mendoza et al., 2020,
2022). Ademas, la poblacién naranja se originé a partir de una sola hembra naranja, y es muy
probable que sufra de depresion endogamica, desenmascarando alelos recesivos nocivos
(Charlesworth et al., 2019; Bosse et al., 2019). Por lo tanto, antes de un mayor uso de esta
mutacién en estudios bioldgicos y ecoldgicos de O. laevigatus, serd necesario retrocruzar
repetidamente la poblacion naranja con otras poblaciones para encontrar una poblacién que lleve

el gen ambar, pero exhibiendo una aptitud similar a las poblaciones estandar.

La mutacion del cuerpo naranja en O. laevigatus es un marcador visible muy util para estudios
biol6gicos y ecoldgicos de este importante agente de control biolégico. La mutacién de la
poblacién naranja que lleva el gen ambar parece mostrar un peor desempefio en algunos rasgos
biolégicos (desarrollo inmaduro, tamafio corporal y capacidad de depredacion), la mutacién
debe ser introgresada en cepas de buen desempefio, es decir con buenas caracteristicas y rasgos
efectivos del control biol6gico. Las poblaciones que contengan esta mutacion se pueden emplear
en estudios para comparar los servicios de establecimiento y biocontrol de diferentes cepas de
este depredador. De hecho, estas cepas se pueden utilizar para monitorear el rendimiento de
campo de cepas genéticamente mejoradas de O. laevigatus, como los seleccionados por su
resistencia a los insecticidas (Balanza et al., 2019, 2021, 2022), una mejor alimentacion fisica

con alimentos subdptimos y un tamafio corporal mas grande (Mendoza et al., 2020, 2022).
Del mismo modo, esta poblacion con el gen ambar puede servir en la investigacion sobre la

dispersion y distribucion dentro y entre plantas, cultivos y campos de O. laevigatus, evitando el

riesgo de confundir a los individuos liberados con poblaciones naturales.

30



El conocimiento de los movimientos y la dinamica poblacional de este depredador seria muy
beneficioso para laimplementacion de programas de manejo integrado de plagas y, en particular,
protocolos de control bioldgico aumentativo y conservador. En los trabajos de laboratorio, la
mutacién ambar se puede utilizar en estudios sobre paternidad y apareamiento, comparando la
competencia sexual de diferentes cepas. Ademas, una mutacién visible como este gen tan
Ilamativo al ojo humano, puede ser una valiosa herramienta para la investigacion en genémica

y genética de poblaciones de este importante enemigo natural.

En conclusién, la mutacion @mbar en O. laevigatus puede ofrecer interesantes oportunidades
para el progreso técnico y cientifico del uso de este agente de control bioldgico.

Finalmente, descubrir la mutacion real con la ayuda del primer ensamblaje del genoma para O.
laevigatus (Bailey et al., 2022), y el mecanismo involucrado probablemente serian los siguientes

mejores pasos para comprender completamente esta mutacion.
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