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RESUMEN

La presente investigacién tuvo como objetivo evaluar la eficacia de la dieta McMorran como
alimento sintético para la cria de Heliconius erato (Lepidoptera: Nymphalidae) en su estadio
larvario. El propdsito eraencontrar una alternativa a la alimentacién tradicional, que consiste
en partes de Passiflorapunctata, yaque hastalafecha no se hadocumentado el uso de dietas
artificiales que satisfagan las necesidades nutricionalesde estas mariposas. Parallevara cabo
el estudio, se disefiaron tres dietas artificiales diferentes. La primera consistid en una
preparacion de agar junto con partes trituradas de P. punctata en diferentesconcentraciones.
La segunda dieta fue la dieta McMorran. La tercera dieta combind la dieta McMorran con
partes trituradas de P. punctata en diferentes concentraciones. Se compard el desarrollo de
las larvas alimentadas con estas dietas artificiales con las larvas alimentadas de manera
tradicional, utilizando zarcillos y hojas de P. punctata (Dtl). Posteriormente, se realizé un
analisis de supervivencia de los diferentes grupos de orugas alimentadas con cada dieta
utilizando el método Kaplan-Meier, junto con una regresidon Cox utilizando el software
RStudio©. Los resultados reflejaron que ninguna de las dietas artificiales es adecuada para la
crianza de orugasde H. erato. Los resultados mostraron que ningunade las dietas artificiales
fue adecuada para la crianza de estas mariposas. Estos hallazgos resaltan la importancia de
seguirinvestigandoy buscando alternativas nutricionales parala cria de H. erato, debidoa su
alto valor como indicadores ecoldgicos y a su importancia econémica.

Palabras clave: alimentacion tradicional, dieta artificial, Kaplan-Meier, nutricion, regresion
Cox.
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ABSTRACT

The presentinvestigation aimed to evaluate the efficacy of the McMorran diet as a synthetic
foodfor the larval stage of Heliconius erato (Lepidoptera: Nymphalidae). The purpose was to
find an alternative to the traditional feeding, which consists of parts of Passiflorapunctata,as
no artificial diets satisfying the nutritional needs of these butterflies have been documented
to date. To conduct the study, three different artificial diets were designed. The first one
consisted of an agar preparation along with crushed parts of P. punctata at different
concentrations. The second diet was the McMorran diet. The third diet combined the
McMorran diet with crushed parts of P. punctata at different concentrations. The
development of the larvae fed with these artificial diets was compared with the larvae
traditionally fed using tendrils and leaves of P. punctata (Dt1).Subsequently, a survival analysis
of the different groups of caterpillars fed each diet was carried out using the Kaplan-Meier
method, along with a Cox regressionusing RStudio© software. The results reflected that none
of the artificial diets were suitable forrearing H. erato caterpillars. The findings indicated that
none of the artificial diets were adequate forthe breeding of these butterflies. These results
highlight the importance of further research and exploration of nutritional alternativesfor the
rearing of H. erato due to their high value as ecological indicators and their economic
significance.

Keyword: artificial diet, Cox regression, Kaplan-Meier, nutrition, traditional feeding.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Antecedentes

Los artrépodos (del griego “arthro”y “podos”, que significa “patas articuladas”) son el
grupo de animales mas diversoy lo han sido desde la radiacién cambrica (hace 541 millones de
afios aprox.) [1]. De este gran grupo, se sabe que los insectos fueronde los primeros animales en
establecersey aprovecharlos ecosistemas terrestresy de aguadulce, lo que los ha convertido en
el grupo evolutivamente mas exitoso y diverso de todos los reinos en cuanto a nimero de
especies y habitat, desde su aparicién hace aproximadamente 400 millones de afios [2,3]. Uno
de los 6rdenes mas diversoy conocido dentro de los insectos es Lepidoptera (del griego “lepis”y
“pteron”, que significa “alas con escamas”), constituido por mariposasy polillas, siendo la region
Neotropical el drea con mayor abundancia y diversidad [4,5]. La diversidad excepcional de
lepiddpteros confiere un notable atractivo para la investigacién cientifica, especialmente debido
a que numerosas especies en este género pueden considerarse indicadores ecoldgicos
fundamentales, reveladores de la biodiversidad y la estabilidad de los ecosistemas que
constituyen su habitat natural, esto debido a su extensa distribucién en casi todos los habitats
(polos, trépicos, desiertos, montafias, prados, etc.) [6,7]. Su reconocida supervivencia se debe a
un encadenamiento de adaptaciones miméticas, sistemas de defensa fisicos y quimicos,

marcados patrones conductuales, entre otros [8].

Los insectos de la orden Lepidoptera que han sido objeto de mayor estudio son las
mariposas. Esto se debe en gran medida asu alta sensibilidad alas perturbacionesen su habitat,
asi como a su estabilidad, diversidad y facilidad de manejo tanto en el campo como en el
laboratorio [9]. Adema3s, presentan ciclos de vida cortosy una alta fidelidad ecoldgica, lo que los
convierte en sistemasmodelo confiables en unavariedad de camposde laecologiay la evoludén
[9,10]. Asi mismo, las mariposas han tomado relevancia econdmica al ser consideradas como
objeto exportacion global debido a su cardcter ornamentaly educativo [11,12]. La presencia de
mariposas en un ecosistema esta relacionada con eltipo de vegetacion dellugar, por ejemplo, se
sabe que elgénero Heliconius esta estrechamenteligada con elgénero Passiflora [13—15]. Ciertos
estudios sugieren que ha existido una evolucién paralela entre ambos géneros causando una
especializacion entre si[16]. Las larvas de la Heliconius se alimentan exclusivamente de la plantas

del género Passiflora, lo que hallevado a esta Ultima a desarrollar estrategias de defensa contra

1



su consumo. Una de estas estrategias esla presencia de estructuras amarillas en sus hojas que
imitan los huevos de Heliconius, lo que desalienta a las mariposas de depositarsus huevosenla
plantay, porlotanto, reduce lafitofagia [13,17]. Tambiénhan desarrollado una amplia diversidad
de compuestos quimicos de defensa llamados glucésidos cianogénicos (CNglcs) [15-18].
Curiosamente, las orugas de la tribu Heliconninihan desarrollado un sistema de defensa personal
al secuestrar a los CNglcs en su dieta [17]. Estos compuestos son liberados en forma de acido
cianhidrico, un gas altamente tdxico cuando se hidroliza en el tracto digestivo de los
depredadores. De esta manera, las orugas disuaden a los depredadores de consumir tanto las
larvas como adultos [19,20]. También se hademostradoque su presencia en la dieta puede tener
efectos beneficiosos para las larvas, como una mayor tasa de crecimiento, una mayor
supervivencia e incluso en su comportamiento y caracteristicas morfoldgicas [19-21]. Aunque
estos compuestos se encuentran en las mariposas adultas en una mayor concentracién que en
las larvas, su origen metabdlico en esta etapa no ha podido ser determinado con precisién [16-
18,22]. Asimismo, se hademostrado quetodas las acciones defensivas de Passiflora alo largo de
su coevolucidén con Heliconius han dotado de una denominada plasticidad fenotipica continua

especies de género Heliconius [15].

La investigacidon con mariposas puede desvelar aspectos de su habitat y cémo las
variaciones de este pueden afectar en su desarrollo. Dentrodel contexto, es el caso de Heliconius
erato. Su estudio puede ayudar en la comprensidn sobre cémo los organismos se adaptan al
medio conforme este cambiay sila repetibilidad de su adaptacidn local podria extrapolarse en la
naturaleza para esclarecer si los cambios fenotipicos y genéticos son predecibles [23]. Los
estudios con mariposas se los realiza en ambientes vigilados por razones de control,
generalmente en insectarios. Es indudable el hecho de que el estudio requerird de plantas
hospederas pues son el eje en su ciclo de vida [24,25]. Durante los primeros estadios de su
desarrollo, las larvas se alimentan de los brotes frescos de su planta hospederay avanzan hacia
hojas mds maduras a medida que crecen. El tiempo que tardan en completar su metamorfosis
varia segln la especie, pero en general, la etapa de pupa es la mas prolongada. [25]. Por otro
lado, desde hace décadas se han implementado el uso de dietas sintéticas como estrategia
alternativa al uso de plantas para permitir una investigacién detallada de los requisitos nutritivos

y la cria aséptica de poblaciones con diversos fines [26—30].

En unade las primeras dietas artificiales en el estudio de lepiddpteros se utilizé agar con

brotes de abeto balsamico triturado, esto para la cria de lepiddpteros fitéfagos del maiz,
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demostrando quese desarrollaban normalmente, sin embargo, existia la presencia de hongos en
la dieta [26]. Este principio se modificé posteriormente por Arlene McMorran para la cria de
Choristoneurafumiferana afiadiendo mas compuestos enfocados en la nutricién de laslarvasy la
prevencién del desarrollo de hongos y bacterias en la dieta, esto aumentd el nimero de
sobrevivientes en cada estadio y en distintas generaciones [29]. Para 2016 la dieta McMorran
habia demostrado ser efectiva para la cria de 153 especies de lepidépteros fitdfagos [30]. Una
solucidn “mas sencilla” también resultd serelliofilizar una gran cantidad de la planta hospedera,
congelar el polvo resultante y posteriormente rehidratarlo en distintas porciones individuales
para la alimentacién de las larvas, siendo efectivo para cria con fines de conservacién de Eumaeus

atala Poey [31].

En este trabajo se plantea evaluar la eficacia de la dieta McMorran como alimento
sintético para la cria de Heliconius erato de en su estadio larvario como una alternativa al uso
exclusivo de Passiflora punctata ya que ha demostrado ser efectivo para la cria de cientos de
especies de lepidépteros. De lograrse, facilitaria en gran medida la crianza de H. erato en

insectarios para su estudio en laboratorio, exportacidn o planes de conservacion .

12 Planteamiento del problema

La cria de mariposas demanda un gran espacio, fundamentalmente porque esimperativa
la presencia de plantas especificas para toda su metamorfosis, cada especie de mariposa tiene
una plantahospederaounrango limitado de plantas que sonindispensables para que las larvas
se alimenteny se desarrollen correctamente [32]. Parael correcto desarrollo de un estudio con

mariposas, se debe poseer varias plantas hospederas de un tamafio adecuado, ya que la cantidad

de orugas dispuestas al estudio esta limitada por elalimento y las orugas requieren una dotacién
continua de brotes frescosy suaves debido asu voracidad y necesidad de los mismos [33]. Esto
representaunadesventajaen cuanto a requerimientos extraen mano de obra, costoy eltiempo
para el mantenimiento de las plantas, ademas de la recoleccién diaria de brotesy hojas frescas,
sin mencionar el espacio. Los mismos inconvenientes se presentan al momento de criar para
exportacion o cuando se desea cria para la conservacion de una especie. Una alternativa a la
alimentacién natural y los ya mencionados inconvenientes podria ser la implementacién de un
alimento sintético que sustituya la necesidad fisica de la planta, cubriendo las necesidades

nutrucionales de las larvas y asegurando su desarrollo. A pesar de que existen varias dietas

desarrolladas para la crianza de mariposas, la dieta desarrollada por Arlene McMorran se ha

3



mostrado muy eficaz en la crianza de 153 especies de insectos, especialmente lepiddpteros
fitéfagos [30], siendo 30 mayor nimero de generaciones (Dafnis neriiy Hyles galii) criadas sin
mayor dificultad [30,34]. Aunque hasta el momento no existe documentacién que aborde
especificamente la crianza de la tribu Heliconnini mediante la dieta McMorran, es esta
alimentacién la que ha sido ampliamente testada en un extenso conjunto de especies de
lepiddpteros, otorgando asi una notable facilidad al proceso de cria. Estos antecedentes
atribuyen ala dietaMcMorran las cualidades necesarias para emplearse como una dieta artificial

para la crianza de H. erato.

13 Justificacion de la Investigacion

Los estudios de H. erato podria proporcionar conocimientos fundamentales para
comprender cdmo los organismos se ajustan en un entorno en constante fluctuacién. Ademas,
permitirian examinar si los patrones de adaptacidn pueden ser generalizados en la naturaleza,
aportando asi informacion sobre la previsibilidad de los cambios fenotipicos y genéticos. Los
estudios con H. erato serian mas constantesy rapidos si se facilitara de algunaforma el proceso
investigativo. Implementar unadieta con las caracteristicas nutricionales esenciales de la planta
a un alimentosintético, no solo eliminaria los inconvenientes que suponen el mantenimiento de
las plantas en los estudios, también permitiria evitar las enfermedades por infecciones viricas,
bacterianas o fungicas y ademas permitiria al investigador poder enfocarse a otros aspectos
significativos de lainvestigacion, lo que optimizarialos resultados y lainvestigacion. Por otro lado,
su estudio y crianza promueve la educacién ambiental local y aumenta la conciencia sobre la
importancia de los insectos y la conservacién de la biodiversidad. En adicién, estd el gran
potencial comercial del alimento sintético, ya que existen empresas dedicadas a la cria y
exportacion de mariposas dentro de las cuales se encuentra H. erato. Desarrollar un alimento
sintético para esta especie podria facilitar el desarrollo de dietas para especiesdelmismo género
y otros que siguen siendo alimentados Unicamente con su hospedera, lo que lograriaampliar mas

el mercado.



14 Objetivos de la investigacion

General:

e Evaluar elimpacto de la dieta McMorran en el desarrollo de las larvas de Heliconius
erato criadas en insectarios

Especificos:

e Compararla preferencia alimenticia de las larvas de H. erato por la dieta sintética
frente a su dieta natural mediante la comparacién de tasa de supervivencia.

e Evaluarla necesidad de Passiflora punctata en lareceta adicionando partes de la
plantaen la receta, registrando la preferencia de los especimenes porla dieta con
presencia de la plantay comparando la tasa de supervivencia.

e Evaluar la salud de las orugas alimentadas con la dieta sintética en comparacion
con aquellas alimentadas con dieta natural mediante el registro de su movilidad

como un factor de vitalidad.

CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

2.1 Desarrollo y dosificacion de las dietas

Para el desarrollo de una dieta sintética adecuada se experimentd con 4 formas de
alimentacién (dietas) con el fin de tener un enfoque mas amplio acerca de las necesidades
nutricionales de las orugas. Las dietas sintéticas, al necesitar gelificacién, se depositaron en
recipientes limpios de plastico de % de onza. La primeradieta (Dt1) consistié en la alimentacion

|II

“tradicional” paralas orugas que fue mediante brotes y hojas de Passiflorapunctata. su selecdén
y dosificacion se realizd segln el estadio de la oruga, su voracidad y la viabilidad de las hojas y
brotes. A las orugas de primer estadio se las colocé en el recipiente de % de onza junto con un
zarcillo de P. punctata como alimento. En el segundo estadio se las colocé con las hojas mas
jovenes de la planta y a partir del tercer estadio hasta el quinto con hojas mas longevas de la
planta. Para esta dieta se consideraron un total de 62 orugas, una mayor cantidad respecto al

resto de dietas esto debido aque en durante larecoleccién de huevos se encontraban orugas ya

eclosionadas, ademas se priorizé esta dieta debido a la necesidad de nuevas mariposas adultas
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en el insectario. Se considerd a esta primera dieta como un control positivo.

La segundadieta (Dt2)se elabord con agua destilada, agar (23g/L) y P. punctatatriturada:
se calculd la cantidad de agar (g) de acuerdo a los mililitros de la dieta a preparar y en la mitad
delagua destiladafriase disolvié el agar paraluego pasara bafio maria. Porotro lado se pesaron
distintas cantidades de hojas para ajustarla concentracién de estasen ladieta (entre5y 35 g por
cada 100ml de dieta), las hojas pesadas se lavaron con agua oxigenada al 5% y agua purificada
parapasar asertrituradas en unalicuadora aséptica con la otra mitad delagua destilada, se filtrd
y el zumo resultante se afiadié al agar en bafio maria. Se calentdé todo por unos diez minutos sin
excederlos 60°, se mezcld continuamente procurandola homogeneidad y finalmente se de positd
en recipientes limpios y se dejo gelificar. La dieta se colocé sobre la tapa del recipiente que
conteniaa la dieta para la dosificacién a las orugas. Los recipientes contenedores de la dieta sin
utilizar eran almacenados a 2°C, para su dosificacién se esperd 20 min para que tomaran
temperaturaambientey se pudieran dar a las orugas sin causarles estrés térmico. Par esta dieta

se consideraron un total de 40 orugas.

La terceradieta (Dt3) fue laempleada por McMorran [29], se la prepard de acuerdo a sus
ingredientesy especificaciones, se deposité en recipientes limpios y se dejo gelificar. La dietase
colocd sobre la tapa del recipiente que las contenia para su dosificacidon a las orugas. Los
recipientes contenedores de la dieta sin utilizar eran almacenados a 2°C, para su dosificacidn se
esperaba 20min para que tomaran temperatura ambiente y se pudieran dar a las orugas sin
causarles estréstérmico. Para esta dieta se consideraron un total de 34 orugas. Los ingredientes

de la dieta McMorran se pueden apreciar en el Anexo 1.

Finalmente la cuarta dieta (Dt4) consistié en anadir diferentes concentraciones de P.
punctata (entre 5y 35 g por cada 100ml de dieta) a la mezcla McMorran: se calculd y peso la
cantidad de ingredientes sélidos contenidos en la dieta McMorran de acuerdo a la cantidad de
mililitros de dieta a preparar. Se disolvio los ingredientes sélidos en la mitad del agua destilada
requerida a bafio maria. Por otro lado se pesaron distintas cantidades de hojas para ajustar la
concentracion de estas en la dieta, esto de manera variable. Las hojas pesadas se lavaron con
agua oxigenadaal 5% y agua purificada para pasara ser trituradas en unalicuadora aséptica con
la otra mitad del agua destilada, se filtré y el zumo resultante se aifadié a la parte liquida de la
dieta McMorran. Se homogenizdy se afiadié el productoen bafio maria en bafio maria. Se calentd

todo por unos diez minutos sin exceder los 60°, se mezclé continuamente procurando la
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homogeneidad y finalmente se depositd en recipientes limpios y se dejo gelificar. La dieta se
colocd sobre la tapa del recipiente que las contenia para la dosificacién a las orugas. Los
recipientes contenedores de la dieta sin utilizar eran almacenadosa 2°C, para su dosificacion se
esperd 20 min para que tomaran temperatura ambiente y se pudieran dar a las orugas sin

causarles estrés térmico. Para esta dieta se consideraron un total de 38 orugas.

A cada oruga que se alimenté de una dieta sintética ( dietas de la 2 a la 4) se le dosificd
un aproximado de 2 ¢m3 de la misma, esto principalmente debido a las dimisiones de los
recipientes que contenian a las orugas y ademas para evitar el desperdicio de dieta ya que el
cambio de la dieta de lo realizd diariamente para todas las orugas alimentadas con la dieta
artificial. Asimismo todos los dias se dio seguimientoy limpieza alos recipientes que contenian a
las orugas con las distintas dietas para cuidar la sepsisy evitar enfermedades en las mismas. Las
anotaciones diarias evaluaron visualmente la cantidad de dieta consumida por las orugas, su
vitalidad, tamafio, mortalidad y tiempo que tardan en estado larvario. Con la mariposa en su
etapaadulta se visualizd su morfologia en busca de anomalias y se las llevo al mariposario de la
universidad para que continuaran reproduciéndose con sus congéneressilvestres. Una foto de

cada dieta puede encontrarse en el Anexo 2.

2.2 Especimenes

El trabajo se desarrollé con el permiso correspondiente emitido por el Ministerio del
Ambiente, Aguay Transicién Ecolégica con nimero de contrato: “ MAATE-DBI-CM-2021-0176"
bajo el proyecto: “Diversidad y gendmica de las adaptaciones morfolégicas y de comportamiento

en mariposas miméticas”.

Las mariposas parentales del género Heliconius erato para este trabajo eran parte del
mariposario de la Universidad Regional Amazdnica lkiam en la ciudad de Tena-Ecuador bajo el
proyecto ya mencionado, estas mariposas en un principio se colectaron en Alto Tena y los
alrededores de la Universidad. Tras su traslado al mariposario se les proporcioné alimento y
plantas hospederasparaque alo largo de suinteraccidon reproductiva estas puedan depositar sus
huevos. Los huevos recolectados provenian de la interacciéon de adultos tanto silvestres como
criados en cautiverio. La cantidad de machosy hembras parentales no se sabe con exactitud ya
gue elmariposario no contaba con un registro detallado delgénero. De manera constante, estos

huevos fueronrecolectados y separados en grupos (Dt1, Dt2, Dt3 y Dt4) y de maneraindividual

astico trasparente de % de onza para las larvas en estadios mas
7

en recipientes limpios de p



tempranosyde % litro para aquellas en estadio mds proximos a pupa, esto parasu comodidad y
ademas para una mejor visualizacién de su comportamientoy desarrollo. La variacion en el
numero de orugas dispuestas para cada dieta fue debido a que durante la separacion de huevos
algunos no eclosionaron causando bajas en la poblacién designada a las distintas dietas en cada

colecta. Se puede apreciar a las orugas en sus distintos estadios en el Anexo 3.

2.3 Cuidado de las orugas

Cada oruga acogida en los recipientes de plastico trasparente fue atendida de manera
diaria una o dos veces. Primero se retird cuidadosamente a la oruga con un palillo de dientes
previamentetratado con aguaoxigenadaal 10% vy se la colocé en un nuevo zarcillo u hoja que se
deposité sobre unasuperficie tratada con cloro comercial diluido al 2%. Para el caso de las dietas
artificiales, se colocd las dietas sobre papel filtro limpio y se colocd a la oruga sobre la dieta. Se
puede apreciaralas orugasy susdietasen el Anexo 4. Conlaorugay sudietafuera, elrecipiente
de plastico que las contenia eravaciado de los desechos de laorugay restos de planta o dietasin
consumir paraluego ser tratado con unaatomizacién de cloro comercial diluido al 2% y unatoalla
de papel. Unavezlimpio y secola oruga se depositd junto con su dieta. Los recipientes de % de
onzay % litro que ya habian sido utilizados y despojados de desechos mayusculos, se los dejé en
remojo durante 24 hojas en un agua comun con cloro comercial (2% v/v) . Una vez trascurrido
este tiempo se retiraron los recipientesy se los dejé en remojo en agua comun sin cloro durante

2 horas, luego se retiraron y se dejaron secar sobre una superficie limpia para su reutilizacion.

2.4 Andlisis de datos

Los datos recolectados fueron sometidos a un analisis de supervivencia mediante el
método Kaplan-Meier en conjunto con una regresiéon Cox con ayuda delsoftware RStudio 3.3.0+
© [35]. El primer método modela la probabilidad estimada de supervivencia a partir de los
tiempos de eventosy las censuras mientrasque elsegundo utiliza los eventosy las censuras para
establecerunfactor de riesgo mediante variables predictoras parareflejar cémo estas afectanla
tasa de riesgo de experimentar el evento a lo largo del tiempo y predecir la supervivencia, mas
alld de los datos observados [36]. Estos métodos se han usado ampliamente en varios campos,
incluidos la estimacidn de la supervivencia de insectos bajo diferentes criterios [37—-41]. Para este
trabajo se considerd como “evento” lamuerte de unaorugay como “censura” eltérmino de los

estadios larvarios de la oruga y el término de su estadio pupal en dias. Cabe recalcar que dentro
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de RStudio 3.3.0+ © las funciones reconocen el estado de “evento” como “1” y el estado de
“censura” como “0” por lo que cuando una oruga murié o no emergié de su estadio pupal se
registré con un “1”y cuando haya completado sus estadios larvarios o terminadosu estadio pupal
con un “0”. Los datos se almacenaron en un documento de Excel con las variables: “oruga”,

I”

“tiempo de vida larvario” en dias, “tiempode vida pupal” en dias, “pupa” como estadode censura
o eventoy “adulto” de igual maneracomo estado de censurao evento. Para este trabajo, estos
métodos requieren una consideracién Unicamente de las variables y de su asignacién como
evento o censura pues se trabaja con los tiempos de supervivencia y los eventos ocurridos mas

no se hacen suposiciones sobre ladistribucién de los datos subyacentes ya que el objetivo de los

modelos para este trabajo es el andlisis de supervivencia simple con datos de censurasy evento

para describir curvas y asociaciones.

Dentro del entorno virtual RStudio 3.3.0+ ©, los datos en formato Excel se importaron al
software y se procedié con la ejecucién de comandos. Se consideraron los paquetes: “readxl’,
“survival", "lubridate", "ggpubr", "ggplot2" y “survminer” para el andlisis de datos [35]. Los
comandos que se ejecutarondentro del software para la obtencion de las grafica Kaplan-Meiery
la regresién Cox pueden visualizarse en el Anexo 5. Adicionalmente, de otro documento Excel
donde se colectaron datos de medicidn diarios de cada oruga individual, se realizdé un promedio
del tamafio mdximo y supervivencia total alcanzado por las orugas de cada grupo, esto con la

férmula de promedio propia del Software Excel 20210.

CAPITULO lil: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1 Poblacion total de orugas, crecimiento mdaximo y supervivencia

En total, se trabajo con 174 orugas, la descripcidn en cuanto al ndmero de orugas
alimentadas con cada dieta, su promedio de vida, el promedio maximo de tamafio, la cantidad
de pupas, adultosy el porcentaje de supervivenciase pueden apreciaren la Tabla 1. Las orugas
alimentadas con las dietas artificiales Dt2, Dt3y Dt4 no sobrevivieron asu primer estadio por lo
gue no alcanzaron la pupa ni su adultez, mientras que las alimentadas con dieta natural
sobrevivieron hasta la etapa adulta un 1,61% por debajo de la mitad de su poblacidn total. Las

dietas artificiales que se les presentd alas orugas en su respectivo recipiente presentaronligeras
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mordidas, lo cual es un claro indicador de que las orugas si se estuvieron alimentando de las
distintas dietas, sin embargo, ninguna oruga que se alimentd con las dietas artificiales sobrevivio
mas alla de 7 dias. Adicionalmente, es posible visualizar la diferencia en la cantidad de larvas
alimentadas con las distintas dietas debido a que algunos de los huevos (separados previamente
en grupos destinados a las diferentes dietas) no eclosionaron, ademas de otros factores ya
mencionados en el marco metodoldgico. Por otro lado, tampoco existié una diferencia visual
significativa en la cantidad de dieta artificial ingerida por las orugas entre los diferentes grupos,
pues las mordidas se presentaban de igual maneraenlos bordes de las dietasy en una cantidad

y dispersion similar.

Tabla 1: Promedio de tamafio maximo, nimero de pupas y adultos de las orugas
alimentadas con las distintas dietas.

Dieta Orugas Promedio de Pupas Adultos Supervivencia
tamaifio max. (%)
(cm)

Dt1 62 2.53 33 30 48,39

Dt2 40 0.56 0 0 0

Dt3 34 0.54 0 0 0

Dt4 38 0.52 0 0 0

Total de 174 Supervivencia 17.24
orugas total

Realizado por: Andrés Arias

3.2 Grdfica Kaplan-Meier y regresion Cox

Dentrode la Figura 1 se puede apreciarla probabilidad de supervivencia de cada grupo
de orugas a lo largo del tiempo bajo los pardametros Kaplan-Meier, siendo el grupo alimentado
con Dt1 el dnico que alcanzd el estado de pupa y ademas que el estimado de supervivendia de
este grupo al alcanzar este estado estd sobre el 40%, en contraste con el resto de grupos cuyo
estimado final es de 0% sin alcanzar el estado de pupa. En la grafica se observa una seccién de
color atenuado entorno a las respectivas curvas Kaplan-Meier de cada grupo de orugas, esta se
denominaintervalo de confianzay representalos limites en donde la curva deberia encontrarse
para que se considere confiable. La interaccidn entre las curvas de todos los grupos es muy

cercana hastaantes del dia cinco en donde la probabilidad de supervivencia es superior al 75%.
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Adicionalmente, la probabilidad media de supervivencia entre los grupos alimentados con Dt2,

Dt3y Dt4 es cercana entre si ( entre 4y 5 dias).

Strata = Dieta=Dt1 ~+ Dieta=Dt2 ~ Dieta=Dt3 Dieta=Dt4

1.00
B

0.50 1

Probabilidad de supervivencia

|
=

0.00

m
N
=1

10 1
Dias

o
o 4

Figura 1: Curva Kaplan-Meier de las distintas poblaciones de orugas alimentadas con las

diferentes dietas.
Realizado por: Andrés Arias

La grafica de la regresion Cox generada con los datos de las orugas alimentadas con
los diferentes tipos de dieta se puede apreciar en la Figura 2. Aqui, es evidente que la
estimacién de la tasa de supervivencia de los grupos alimentados con las dietas artificiales va
mas alla de los datos reales ajustandose al maximo de dias de las orugas alimentadas con dieta
natural, ademas de que se adiciona en la curva predictoria el estado de pupa (+) aun cuando
la tasa de supervivencia esdel 0%. Esta extrapolacion de la supervivencia mas alla de los limites
de los datos observados es una caracteristicainherente del modelo. Las tasas de supervivencia
aumentan paratodos los gruposdesde el primerdiay la cercania entre las curvas de los grupos
de orugas alimentadas con Dt2, Dt3 y Dt4 parecen acercarse entre siy no poseen interaccién

con la curva de orugas alimentadas con Dt1.
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Figura2: Curvade regresién de Cox de las distintas poblaciones de orugas alimentadas con

las diferentes dietas.
Realizado por: Andrés Arias
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

La dieta comun de los lepiddpteros fitéfagos cumple con requisitos nutricionales
fundamentales parasu correcto desarrollo durante susetapasde vida. Dentro de estos requisitos
pueden abarcarse factores quimicos determinados por el metabolismode la planta o fisicos como
la textura, estos factores pueden influir en el comportamiento alimentario normal del insecto
[42]. A lo largo del trabajo se ha establecido la estrecha relacion que Heliconius erato ha
desarrollado con Passiflora punctata, por lo que dentro de los factores quimicos clave en la
supervivencia de las larvas podrian ejemplificarse a los CNglcs. No obstante, se ha demostrado
gue las orugas de la tribu Heliconnini pueden biosintetizar independientemente de su dieta
determinados CNglcs [18,43]. Esto sugiere que en el curso de la interaccién entre Passiflora y
Heliconius, es posible que Passiflora haya experimentado una diversificacién en su perfil
cianogénico como una estrategia evolutiva para evadir la herbivoria por parte de Heliconius,
consiguiendo que los nuevos CNglcs sean secuestrados por las larvas ampliando su arsenal
guimico de defensa e intensificando su supervivencia [16,18,43,44]. En otras palabras, la
capacidad de H. erato para alimentarse de plantas con presencia de CNglcs es una derivacion de
su capacidad de biosintetizarlos mas no una necesidad especifica en su dieta. Dos de las dietas
sintéticas empleadas en este experimento consideraron la presencia de la planta en su
elaboracidn. En un principio se especuld que las larvas tendrian una mayor preferencia por estas
dietas, esencialmente, por la presencia de estos CNglcs. En un estudio que evalué glicésidos de
iridoide (un CNglcs para evitar la herbivoria) en dietas artificiales, las larvas respondieron
positivamente ala presencia de estos, presentando un mejordesarrollo al ingerir las dietas que
los contenian [45]. Contrariamente, las orugas de H. erato no desarrollaron una preferencia
visualmente significativa comparable entre las dietas artificiales de este trabajo, aunque las
orugas que se alimentaron con Dt4 sobrevivieron un parde dias mas. Se presume que todas las
larvas alimentadas con unadieta artificial lograron Unicamente un desarrollo parcial debido a sus

reservas energéticas.

Asimismo es posible que eltratamientotérmico de la Passiflorap. pudiera haber influido
enla cantidad y calidad de los nutrientes que estaaportariaa las dietas. Si bien no hay estudios
gue evallen la pérdida de nutrientes por calentamiento en la elaboracidn de dietas para
lepiddpteros fitéfagos, se sabe que algunas plantas pueden perder nutrientes al calentarse. El

calentamiento de las plantas puede tenervarios efectos como la pérdida de nutrientes volatiles,
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degradacién de proteinas y degradacién de compuestos organicos, lo que a su vez afectaria la
digestibilidad de los alimentos [46—48]. No obstante se conoce ademas que existen compuestos
bastante estables frenteala coccion prolongadatales como los minerales, algunos carbohidratos
y grasas [49,50]. Debido a la escasainformacidn al respecto deltratamiento térmico de plantas,
no se podria afirmar con certeza los nutrientes que la planta perderia en este escenario

especifico.

Por otro lado, se creyd que posiblemente el rechazo de las orugas por las dietas
artificiales se debié a otro de los factores que pueden afectar la alimentacién: la textura.
Visiblemente la textura de las hojas de P. punctata es diferente de la textura de las dietas
sintéticas, cuya robustez estuvo definida por la concentracion de agar, siendo esta ultima, lo
suficientemente blanda para no interferir con la capacidad morfoldgica de las larvas recién

eclosionadas para su alimentacién [15].

El crecimiento, el mantenimiento de los tejidos, la reproduccidon y la obtencion de
energia en un organismo se vinculan con la nutricién, que se refiere a la ingesta de sustancias
guimicas [51]. Esencialmente, los factores a considerar para el desarrollo de una dieta artificial
gue cumplan estos criterios son la presencia de carbohidratos y lipidos, que funcionan como
fuentes de energiay para la sintesis de grasas y glucdgeno; la presencia de proteinas, como
fuente de aminodcidos; y la presencia de vitaminas, precursores coenzimaticos imperativos en
el metabolismo central [52]. Aparentemente la dieta McMorran cubre con todos estos
requerimientos esenciales ya que ha sido desarrollada en torno a las necesidades nutricionales
intrinsecas de un lepidéptero, sin embargo las orugas no pudieron completar un estadio con esta
ni ninguna otra dieta artificial probada en este trabajo. Hasta el momento no existe
documentacién que aborde especificamente la crianza de la tribu Heliconnini mediante la dieta
McMorran por lo que no existen pardmetros comparables dentro de las necesidades

nutricionales de la tribu Heliconnini.

Tras su eclosién, las orugas se notaron curiosas con respecto alas dietas Dt2, Dt3 y Dt4,
las sefales de mordeduras alrededor de las dietas fueron visibles pero estas no vivieron mas de
6 dias. Esto puede significar que uno o mas criterios fundamentales de las necesidades
nutricionales de H. erato no se estan cumpliendo en la dieta McMorran y que la adicién de la
plantaa la dieta no necesariamente proporciona un estimulo ala alimentacién ya que unade las

dietas artificiales no contaba con la presenciade la planta, sin embargo, las larvas se alimentaban
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de esta. Los carbohidratos, lipidos, proteinas y vitaminas incluidas en la dieta artificial no
pudieron seraprovechadospor las orugas lo que ocasionalmenteles causo muerte por inanicién.
Se haestablecido que durante su proceso de alimentacidn, las orugas liberan saliva que contiene
compuestos capaces de serreconocidos por las plantas. Estos componentes cumplen lafuncion
de sefializadores, lo que puede resultar en la induccidn o supresién de respuestas defensivasen
las propias plantas [53-56], por lo que la interaccién de la saliva con la planta podria aportar
informacién quimica a la oruga acerca de si la hoja se encuentra en un estado éptimo para ser
consumiday, debido a que la hoja pudo haber sufrido la pérdida de esta informacidon quimica
durante latrituracién de las hojas o durante su tratamientotérmico, la orugarechazé elalimento

debido a su interpretacidon quimica (desfavorable) de la dieta.

Ahorabien, un notable nimero de las orugas que se alimentaron con zarcillos y hojas de
P. punctata pudieron completar todos sus estadios, sin embargo varias de las orugas murieron
durante alguno de sus estadios o no emergieron de las pupas. Todas las orugas que murieron en
la etapa larvaria presentaron una coloracion mas oscura en sus tegumentos y una aparente
desintegracion de los mismos. Esta caracteristica forma de deceso coincide con la poliedrosis
citoplasmica, un padecimiento de trasmisién principalmente oral producida por virus delgénero
Cypovirus [57]. Los virus que causan esta patologia se encuentran en los suelos y pueden
prevalecer durante aiios ya que se encuentran protegidos por estructuras cristalinas llamadas
cuerposde inclusidn (“OBs”, delinglés “occlusion bodies”). Estas estructuras estanformadas por
agregaciones de una proteinallamada poliedrina, que los protege de los rayos UV, degradacion
bacterianay cambios bruscos de pH [57-59]. Los OBs son movidos hacia las hojas de las plantas
hospederas por el viento o lluvia en donde son ingeridos por los insectos fitéfagos [60]. Al no
considerarse la presencia de estos agentes patogénicos en P. punctata, no se tomaron acciones
desinfectantes. Tampoco se encontraron protocolos que sugieran la desinfeccién de hojas o
zarcillos antes de proveérselo alas orugas, aunque sise sabe que los OBs pueden ser degradados

en condiciones de elevada alcalinidad [57].

Asimismo, existieron 4 pupas que no pudieron emerger. Elno poderemergerde lapupa
se entiende como una falla en la metamorfosis y pudo deberse a factores ambientales
desfavorables, lesiones o dafios durante la pupacién o enfermedad pues se havisto que estosy
otros factores puedenimpedir la metamorfosis de otros lepidépteros [61,62]. Visiblemente las
pupas que no emergieron no mostraron un cambio en su coloracién o morfologia durante el

tiempo promedio de pupa en contraste con las que si emergieron. Posiblemente ocurrié una
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lesion o estrés durante lamanipulacién ya que las pupas eran movidas solo un par de dias tras su
formacién. Adicionalmente, las larvas que lograron completar su metamorfosis no presentaron
ningun tipo de anomalias en su etapa adulta lo que sugiere que la dieta natural para este caso,

resultd la mas adecuada para la crianza de Heliconius erato.

La grafica de desarrollo de los diferentes grupos (Figura 1) es clara en cuanto a que las dietas
artificiales no sirven para la crianza de Heliconius erato, o al menos, esta dietano cumple con las
necesidades nutricionales de las orugas. Para que una dieta artificial puedallegar a considerarse
Optima, se esperaria que la curva de supervivencia de las orugas alimentadas con la dieta artificial
se aproximaraa la proyecciénde la curva del grupo de orugas alimentadas con su dieta natural,

o al menos estuviera dentro de los limites del intervalo de confianza
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se determind que una comprensidon general de los requerimientos nutricionales
esenciales en la dieta de los insectos fitéfagos parece ser el mejor camino para el desarrollo de
una dieta artificial, sin embargo, el conocer la relacidon entre el insecto y su planta hospedera
parece ser mas importante yaque podrian existir un nutriente desconocido dentro de la planta
0 a su vezun estimulante quimico de la fitofagia. La mayor mortalidad ocurrié luego de los cinco
dias de iniciada la vida de las orugas que se alimentaron con las dietas sintéticas finiquitando la
posibilidad de considerar las dietas artificiales empleadas en este trabajo como una opcién para
la cria de H. erato eninsectarios. El éxito en el desarrollo de una dieta artificial parala crianzade
H. erato en cautiverio podria estar en la elaboracién de un perfil nutricional detallado de la
especie, ademas, este podria extrapolarse a otras especies del género Heliconius y debido a su
proximidad taxondmica las modificaciones nutricionales necesarias en la dieta podrian ser
minusculas, facilitando asi la adaptacion de la dieta para sus congéneres. El desarrollo de un
alimento sintético para la crianza de H. erato podria evitar en cierta medidala mortandad de las
orugas, ya que la sepsis del alimento es controlable, no obstante haria falta un estudio de
alimentacién con varias generaciones para elucidar anormalidades morfoldgicas o de
comportamiento. Por otra parte, la cria en cautiverio de H. erato con hojas y zarcillos de P.
punctata deberia considerar la desinfeccién de dichas partes de la planta para evitar asi la
poliedrosis citoplasmatica o cualquier otra enfermedad que pudiera ser causada por la presencia

de alglin agente patogénico en la superficie de la planta.
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ANEXOS

Anexo 1: Reactivos para la receta McMorran y la solucién vitaminica que la compone.

Receta McMorran

Reactivo

Agua destilada
Agar

Sacarosa

KOH

Acido ascérbico

Cloruro colina

Caseina

Germen de trigo
tostado
Sal Wesson

Aceite linaza
Celulosa
Aureomicina

Hidroxibenzoato
de metilo
Formalina al 37 %

Solucién
vitaminica

Realizado por: Andrés Arias

Cantidad por cada
100 ml de dieta
86 mL

1,73 g
35¢g
05g
04¢g
0,1g

35¢g
3,06¢g

lg
0,5 mL
0,5 mL
021¢g
0,15¢g

0,05 mL

1mL

Solucién vitaminica

Reactivo

Acido félico

Acido nicotinico
Pantotenato calcio
Riboflavina
Clorhidrato tiamina

Clorhidrato
piridoxina
Biotina

Vitamina B12

Agua destilada

Cantidad por cada 2L
de solucion
05¢g

2g

2g

2g
05¢g
05g

0,04g
0,004 g

2L



Anexo 2: Fotos de las diferentes dietas.

Dt1: Passiflora punctata L.

Dt2: Agar + Passiflora punctata L.

Dt3: Dieta McMorran

Dt4: Dieta McMorran + Passiflora punctata L.




Anexo 3: Orugas en sus distintas etapas de vida.

Oruga de Heliconius erato en su primer estadio,0.4cm ~ Oruga de Heliconius erato en su segundo estadio, 1 cm ~

1118908 0REETTINITIINIY

fsox s Lo

Oruga de Heliconius erato en su tercer estadio, 2.5 cm ~ Oruga de Heliconius erato en su cuarto estadio, 3.5 cm ~

L . i Oruga de Heliconius erato en pupa
Oruga de Heliconius erato en su quinto estadio,3,7cm ~

Mariposa Heliconius erato adulta




Anexo 4: Orugas junto a las diferentes dietas.

Oruga de Heliconius erato recién eclosionada
sobre Dtl

Dt2

Oruga de Heliconius erato recién eclosionada
sobre Dt3

Oruga de Heliconius erato recién eclosionada sobre
Dt4




Anexo 5: Comandos ejecutados en el entorno virtual R para la obtencion de las curvas
Kaplan-Meiery las curvas de la regresién Cox de los diferentes grupos de orugas.

# Primero se cargan los paquetes
Tibrary(lubridate)
Tibrary(survival)
Tibrary(readx1)

Tibrary(ggplot2)

Tibrary(ggpubr)
Tibrary(survminer)

# Se carga la data

orugas <- read_excel("c:/users/Dell/Desktop/Medicion de orugas/orugas_all.xlIsx™)
view(orugas)

# se ajusta los datos a l1a funcidn Kaplan-Meier para modelar las curvas
51 <- survfit(surv(T_vid, Pupa) ~ Dieta, data = orugas)
# se grafican las curvas y sus respectivos intervalos de confianza

plot_super <- ggsurvplot(si,

Twd = 1,
xlab = "Dpias"”, ylab = "Probabilidad de supervivencia”,
conf.int = TRUE,

ggtheme = theme_bw())
plot_super

# Para la regrecién Cox se ajustan los datos a la funcién
cox_orugas <- coxph(surv(T_vid, Pupa)~ Dieta, data = orugas)
# Se crea una nueva fila de variable "dt" asumiendo los mismos valores de la variable "Dieta" pero como factores
orugas$dt <- factor(orugass$pieta)
estimacion_de_riesgo <- survfit(cox_orugas, newdata = data.frame(Dieta = levels(orugas$dt)))
# se Ggrafican las curvas v sus respectivos intervaos de confianza
plot_super_cox <- ggsurvplot(estimacion_de_riesgo, data = orugas,
xlab = "Dias”, ylab = "Probabilidad supervivencia”,

ggtheme = theme_bw())

plot_super_cox




