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RESUMEN

Desde el reconocimiento en décadas pasadas que las plantas poseen mecanismos
quimicos defensivos para hacer frente al ataque de insectos herbivoros y que éstos a su vez
han desarrollado la capacidad para secuestrar los metabolitos secundarios provenientes de
las plantas para usarlos contra sus depredadores, existe un marcado interés por estudiar, a
través de diferentes modelos de interaccion, los patrones de uso de los aleloquimicos en un
contexto que integre estos tres niveles troficos. Dentro del sistema de interaccion
Passifloraceae-Lepidoptera  existe una particularidad quimica que lo convierte en un
modelo muy atractivo de estudiar. Esta familia de plantas tiene la capacidad para producir
una importante carga de cianoglicésidos que mediante la hidrélisis enzimatica puede
descomponerse para producir el volétil téxico acido cianhidrico (HCN). Se considera que
esta propiedad cianogénica ha sido desarrollada como estrategia para frenar la herbivoria ,
pero que procesos coevolutivos han permitido que lepidopteros, como los heliconiinae y
dioptinae hayan logrado superar tal barrera quimica para especializarse en el uso de esta
planta como recurso de alimentacién, reforzada por el caracter protector contra la
depredacion que le confiere el paso de estos compuestos a sus tejidos.

El presente trabajo aborda la interaccion de P. capsularis con dos lepidopteros
especializados en el consumo de ésta: Heliconius erato y Josia radians, y con otro que
posee habitos de alimentacién generalista como lo es Spodoptera frugiperda. Se propuso
comparar los patrones de uso de los cianoglicésidos por estos insectos, verificando desde
el punto inicial del reconocimiento del aleloquimico en la planta, pasando por las opciones
que sigue el herbivoro de ingerirlo o rechazarlo, tolerarlo y absorberlo ( o destoxificarlo y
excretarlo), acumularlo y usarlo para su defensa contra la hormiga generalista
QOdontomachus chelifer. Este seguimiento se hizo a través de la determinacion colorimétrica
del HCN librerado de tejidos y excretas. El examen del comportamiento de estos modelos
reveld que la especie generalista S. frugiperda presenté un menor consumo de tejido foliar
que las larvas especialistas acompafiada con una mayor tasa de liberacion de HCN durante
la alimentacion. lLas tres especies ingirieron mas de 90% de la carga inicial de
cianoglicosidos contenido en la porciéon de tejido foliar consumido. Dentro del cuerpo de

las larvas, los cianoglicosidos siguieron rutas semejantes en las tres especies. Estos
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compuestos fueron detectados , luego de 24 horas, en el tubo digestivo ( S. frugiperda
presentd la mayor fraccidn de éstos en este compartimiento), pared corporal y, en menor
cantidad, en la hemolinfa. Otra ruta de destino de los cianoglicosidos resulté ser su
eliminacion a través de las heces, particularmente importante en la especie generalista. Del
andlisis del balance global de los cianoglicésidos en los tres sistemas se obtuvo que la
mayor parte del contenido inicial ingerido resulté degradado posiblemente para provecho
metabdlico. Los bioensayos con el depredador sefialaron una mayor capacidad defensiva
en las larvas especialistas que en la generalista aunque la responsabilidad del HCN en la
misma no pudo ser establecida. Se plantea que otros compuestos diferentes a los

cianoglicdsidos pudieran jugar un papel mas importante en conferir esta propiedad.



1. INTRODUCCION

El estudio de las interacciones insecto-planta constituyen ejemplos apropiados
para examinar la compleja y delicada red de relaciones que permiten la coexistencia
de especies animales y vegetales en un ambiente y tiempo determinado.
Independientemente de que la planta hospedera sea considerada por el insecto como
recurso aprovechable para la nutricion, oviposicién o refugio, su asociaciéon con un
rango especifico de plantas estd mediada esencialmente por relaciones de naturaleza
quimica. En cuanto al uso de las plantas como recurso nutricional por parte de insectos
herbivoros, se considera que los llamados metabolitos secundarios juegan un papel
fundamental como agentes defensivos para las especies vegetales (Whittaker y
Feeney, 1971; Rhoades y Cates, 1976; Rhoades, 1979). Estos compuestos se les ha
denominado “secundarios” debido a que las funciones fisiologicas primarias en el
organismo productor no son tan conocidas (Rosenthal, 2000). Estas sustancias pueden
actuar en funciones muy diversas en las que pueden participar como reguladores del
crecimiento vegetal, como compuestos de reserva energética y de heteroelementos, en
la proteccion contra radiaciones solares excesivas, como agentes de competencia frente
a otras especies vegetales o defensivos ante organismos herbivoros y microbianos

patégenos (Chew y Rodman, 1979).

La presencia o ausencia de determinados metabolitos secundarios hace que
cada herbivoro esté asociado a un universo especifico de plantas hospederas. Aunque
este espectro esté reducido a una unica especie o incluya otras mas, la estabilidad de la
interaccién planta-insecto estard en dependencia de la capacidad del insecto para
localizar a la planta hospedera y poder sortear la estrategias defensivas que ésta posea,
entre otras, la existencia de los compuestos que actian para frenar el proceso de

herbivoria.

Dentro de esta red de relaciones multitroficas, los insectos herbivoros a su vez

han desarrollado respuestas para enfrentar este arsenal quimico que poseen las plantas.



Muchas especies han conseguido adaptarse a estos mecanismos defensivos convirtiendo
tales compuestos dafiinos en fuentes de nutricién o proteccion contra otros organismos
que actdan como sus depredadores, estableciéndose asociaciones aleloquimicas que

pueden extenderse mas alla de dos niveles troficos (Whitman, 1988).

Existen diversas especies de insectos que incorporan compuestos quimicos de
sus plantas hospederas y los usan como defensas contra depredadores, fenémeno
conocido como “ secuestro” de metabolitos secundarios (Duffey, 1980). Muchos de los
insectos impalatables para el gusto de los depredadores deben su proteccion al reciclaje
de compuestos producidos por especies vegetales sobre las cuales especializan su
alimentacion. Un ejemplo clasico de un insecto que explota una defensa quimica
producida por una planta es la mariposa monarca Danaus plexippus. En 1967, L.. P.
Brower y colaboradores observaron que las larvas de esta mariposa alimentadas sobre
Asclepia curassavica , planta que produce grandes cantidades de cardendlidos toxicos,
eran menos susceptibles a ser aceptadas como alimento por pajaros depredadores.
Aquellos que consumian estas mariposas sufrian casi inmediatamente de vomitos y
espasmos, obligadndolos a rechazar las mariposas ofrecidas posteriormente como
alimento. El andlisis de los cardendlidos en adultos y pupas de la monarca, revelo
cerca de 10 tipos diferentes de estos compuestos secundarios que también fueron
hallados en las plantas hospederas (Brower et al. 1982). Este ejemplo de asociacion, asi
como otros casos de secuestro de compuestos secundarios, se han considerado como
procesos reciprocos en los cuales las propiedades y caracteristicas de un organismo
evolucionaron adaptativamente en respuesta a las propiedades especificas dei otro

organismo (Bowers, 1990).

En este contexto de relaciones quimicas multilaterales, otros insectos
especialistas que se alimentan de determinadas especies vegetales han desarrollado la
capacidad de desintoxicar los compuestos defensivos destinados a frenar la herbivoria y
a su vez muchas de ellas también han logrado incorporar mecanismos de excrecion de

estas sustancias para sortear su accion deletérea (Bowers, 1990).

En afios recientes ha crecido el interés por el estudio de estas relaciones

tritroficas en las cuales ocurre la transferencia de metabolitos secundarios de especies



hacia los niveles troficos de herbivoria y depredacion (Bowers, 1990; Schaffner et
al.1994; Dyer y Bowers, 1996; Bowers y Stamp, 1997; Camara, 1997a; Osborn y
Jaffe, 1998).

En las paginas siguientes se abordara algunos aspectos conocidos de este tipo de
relaciones insecto-planta, haciendo énfasis especial en las interacciones en las que los

compuestos cianogénicos participan en la regulacion de la herbivoria por lepidopteros.

Esta revision conducira posteriormente a desarrollar, como proyecto de tesis,
el estudio de varios sistemas de interaccion planta herbivoro-depredador y las
posibles rutas de destino de este grupo de aleloquimicos ingeridos por insectos
herbivoros. Se hara especial hincapié en determinar si ocurren procesos de secuestro y

su uso potencial como estrategia defensiva ante la depredacion.

1.1. La interfase Planta / Lepidoptera como modelo de interaccion

El concepto de interfase fue originalmente utilizado por Ehrlich y Raven (1964)
para describir aquella zona de interaccion entre una planta y su herbivoro en la cual se
generan respuestas adaptativas responsables de producir la gran diversidad organica
terrestre observada actualmente. Este concepto estd sustentado basicamente sobre la
selectividad que muchas especies de insectos hacen al momento de escoger las plantas
que les serviran de recurso alimentario. En esta seleccion cumple una funcion
determinante , como ha sido sefialado anteriormente, la quimica defensiva de las
plantas, de tal manera que la evolucion de las plantas y los animales que se alimentan
de ellas es el resultado de la lucha permanente de las estrategias de ataque y defensa de

los elementos que integran la asociacion.

Las ideas de este enfoque coevolutivo han sido inspiradoras de diversos estudios
relacionados con las interacciones en sistemas donde la herbivoria resulta una presion
selectiva importante. Particularmente, las asociaciones planta / lepidoptera han
acaparado marcado interés en entender los patrones de uso del hospedador en los que la
defensa quimica se sospecha que sea el principal elemento modulador de estas

relaciones.



Posteriormente a estas ideas pioneras sobre coevolucion, Miller (1992),
estudiando las asociaciones de mariposas y polillas con sus hospedadores, planteé que
los procesos coevolutivos, tal como los visualizaron Ehrlich & Raven (1964) son
fendmenos mas bien raros y que pareciera en cambio que la mayoria de los grupos de
insectos fitéfagos colonizaron sus hospedadores sobre la base de una diversidad vegetal
ya existente empleando el término “evolucién secuencial” (acufiado por Jermy, 1984)

para nombrar a este proceso.

Este nuevo enfoque se basa sobre el uso de la metodologia cladistica como
herramienta para la reconstrucciéon de la filogenia de las asociaciones entre plantas e
insectos. Se ha encontrado que cuando los cladogramas de ambos componentes se
superponen, existen pocos ejemplos donde se muestren paralelismos que lleven a pensar
que los dos linajes que interactian se hayan afectado mutuamente. Generalmente, lo
que se ha encontrado es que este tipo de asociaciones son inestables, exhibiendo altos
niveles de reversion y reaparicion. En algunos casos ha ocurrido que grupos de
lepidépteros tales como los Heliconiinae (Nymphalidae) y los Dioptinae (Notodontidae)
han hecho transicion de la alimentacién desde las Violaceas a las Passifloraceas,

estando estos dos grupos de lepidopteros poco relacionados filogenéticamente entre si.

La tendencia a utilizar espectros muy estrechos o muy amplios de hospedadores
por parte de polillas y mariposas ha seguido patrones muy diversos. En algunos linajes
se ha hallado que la seleccién de hospedadores incluye grupos de plantas que por
taxonomia y por quimica no estan muy relacionados como ha sido comentado en el
parrafo anterior. En el otro extremo, existen casos en los que un clado de insectos se
alimenta de una especie de planta en particular, o sobre un nimero reducido de plantas
estrechamente emparentadas, que por lo general poseen tipos de compuestos
secundarios en comuin. Este tipo de asociaciones resulta clave para entender el
significado evolutivo que los compuestos secundarios hayan tenido en el

establecimiento de determinadas asociaciones insecto- planta.

Dentro del grupo de los lepidoptera existen varios casos de asociaciones muy
especificas entre especies de mariposas y polillas con grupos especiales de plantas.

Como ejemplo, varias especies de Papilionidos basan su dieta principalmente sobre las



Aristoloquidceas, las  Danainae especializadas sobre las Asclepiadaceas, los

Heliconiinae con las Pasifloraceas y los Ithominae con las Solenaceas (Fig 1.1).

1.2. Destino de los compuestos quimicos defensivos de las plantas en la

interaccion Planta/ Insecto:

El enfoque integracionista del estudio de las asociaciones entre insectos y plantas
condujo a despertar interés en develar las posibles rutas de destino de los compuestos
toxicos una vez que son ingeridos por los insectos herbivoros especialistas.

Un mecanismo importante dentro de este esquema de relaciones es el referente a
la habilidad de ciertas especies de insectos herbivoros para desintoxicar los
aleloquimicos ingeridos en su dieta. Este proceso de conversiéon metabdlica se cumple
por la accién -de oxigenasas, reductasas, hidrolasas y transferasas que estin localizadas
principalmente en el cuerpo graso y los tejidos digestivos de los insectos (Johnson,
1999). Estos complejos enzimaticos convierten a los compuestos toxicos ingeridos en
formas mas solubles en agua o los asocian por conjugacién con productos mas
hidrofilicos ( aztcares, fosfatos, sulfatos y otros) que poseen una mayor facilidad para
ser excretados (Brattsten et al., 1977) ( Fig.1. 2).

Otra ruta probable de destino de los metabolitos secundarios en la interfase
insecto/ planta surge de la posibilidad de utilizar estos compuestos como estrategia
defensiva antidepredador por parte de los insectos herbivoros. Esta propiedad de
secuestrar compuestos toxicos de sus plantas hospederas para su propia defensa esta
ampliamente sefialada para varios drdenes de insectos (Bowers, 1990) (Tabla 1.1).
Dentro del grupo de lepidopteros se han seflalado mecanismos de secuestro de
metabolitos secundarios a partir de plantas que fungen de hospederas para las formas
larvales y/o adultas. En particular los estudios pioneros sobre Danaus plexippus y los
cardendlidos, Euphydryas phaeton y los glicoiridoides, Tyria jacobae y los alcaloides
pirrolizidinicos son reconocidos antecedentes en este campo de trabajo (Reichstein et al.
1968, Bowers, 1980, Aplin y Rothschild, 1968) .

Estudios posteriores han revelado que aunque muchas de las especies de

lepiddpteros que secuestran metabolitos son especialistas, este fendmeno también ha



Fig.1.1. Asociaciones reconocidas entre mariposas y sus plantas hospederas. a. Thyridia
themisto y las Solanaceas; b. Battus phylenor y las Aristolochiaceas; ¢. Danaus plexippus y
las Asclepias; d. Heliconius charitonius y las Passifloras; e. Pardopsis punctatyssima 'y las

Violetas.
Tomado de Ehrlich & Raven, 1967.




Orden Especie Compuesto secuestrado Planta hospedera
Orthoptera Poekilocerus bufonis Cardendlidos Asclepiadaceae
( Pyrgomorphidae)
Zonocerus variegatus Alkaloides Crotalaria spp.
(Pyrgomorphidae) pirrolizidinicos (Euphorbiaceae)
Hemiptera Aphis nerii Cardenolidos Asclepiadaceae
(Aphididae)
Oncopeltus fasciatus Cardenolidos Asclepiadaceae
(Lygaidae)
Neacoryphus bicrucis Alcaloides
(Lygaidae) pirrolizidinicos Senecio sp.
Neuroptera Chrysopa carnea Cardendlidos Secuestrados de la presa
(Chrysopidae) Aphis nerii
Coleoptera Tetraopes oregonensis Cardendlidos Asclepiadaceae
(Cerambycidae)
Dibolia bor'eahs Glicoiridoides Chelone glabra
(Chrysomelidae) .
Chrrysolina brunsvicensis (Scrophulariaceac)
Hipericina Hypericum hirsutum
(Chrysomelidae) (Guttiferae)
Diabrotica bulfeata Cucurbitacinas Cucurbitaceae
(Chrysomelidae)
Chrysomela tremulae Salicialdehido Salicaceae
(Chrysomelidae)
Hymenoptera Hyposoter exiguae A-tomatina Secuestrada de su

(Ichneumonidae)

Neodiprion sertifer
(Diprionidae)

Mono y sesquiterpenos

hospedador Heliothis

Pinus spp.
(Pianaceae)

Lepidoptera

Danaus plexippus
(Nympbhalidae)
Euphydryas phaeton
(Nymphalidae)
Battus philenor
(Papilionidae)
Pieris brassicae
(Pieridae)
Eumaeus atala
(Lycaenidae)
Tyria jacobaeae

( Arctiidae)

Eloria noyesi
(Lymantriidae)

Cardendlidos
Glicoiridoides
Acidos aristoléquicos
Aceites de mostaza
Cicacina

Alcaloides
pirrolizidinicos

Cocaina

Asclepiadaceae
Scrophulariaceae
Aristolochiaceae
Cruciferae
Cycadaceae

Senecio jacobaea
( Compositae)

Erythroxylaceae

( Madificado de Bowers, 1990).

Tabla 1.1. Ejemplos de especies de insectos que secuestran aleloquimicos a partir

de especies vegetales




sido sefialado para especies con habitos de alimentacién generalistas tales como el
arctiido Pyrrhactia isabella que secuestra glicosidos iridoides de varios taxa que los
contienen (Bowers y Stamp, 1997).

Aunque el mecanismo de acumulaciéon de compuestos toxicos por ingestion
puede ser en muchos casos el responsable de la proteccion antidepredadora para larvas y
adultos en lepidopteros, no necesariamente garantiza per se que la asociacion de una
especie con una planta reconocida por sus defensas quimicas convierta a su huésped
en impalatable, ni que esta condicion de impalatabilidad no pueda variar de acuerdo a
caracteristicas individuales y poblacionales de los componentes que participan del
binomio planta-insecto ( Brower, 1984). Esta variaciéon puede estar relacionada, por
ejemplo, al tipo y cantidad de compuestos presentes en la planta, a la capacidad
intrinseca de acumulacion por parte de los insectos y al estadio de desarrollo
considerado, conformando por ultimo el grado de proteccion quimica frente a
potenciales depredadores (Dyer y Bowers, 1996). Una consecuencia importante que se
deduce de lo anterior es que aunque los metabolitos secundarios secuestrados pueden ser
efectivos protectores contra la depredacion, el que esta estrategia defensiva sea efectiva
comienza a definirse a partir de la seleccion de la planta por parte de las hembras en
oviposicion  lo cual se reflejara no solamente sobre la calidad del sustrato de
alimentacion larval, sino también en el éxito al enfrentar sus enemigos naturales.
Como las larvas recién eclosionadas son generalmente incapaces de movilizarse grandes
distancias en la busqueda de alimento, esto las hace particularmente dependientes de la

“ habilidad™ que sus madres posean para encontrar la planta hospedera adecuada.

Seguido a la escogencia la planta hospedera idonea para oviponer, la efectividad
en el secuestro de los compuestos defensivos puede tener varios componentes
relacionados con el comportamiento de los insectos que pueden afectarla. Por ejemplo, se
ha observado que una misma especie de insecto varia en su grado de proteccion cuando
se alimenta de especies de plantas diferentes que contengan los mismos compuestos
secuestrables (Camafa, 1997a) y entre individuos conespecificos que se nutren de la

misma especie de planta (Gardner y Stermitz, 1988).



Planta Herhivers

Eliminacion ':L____:>
[::> Metabolismo ?

Ingestion

Sintesis de Metabolitos
Secundarios

Secuestro

C——=>> { especializados

Organos

Ingestion / Regurgitacion/
Secrecion

Respuesta defensiva antidepredador

Fig. 1. 2. Destinos posibles de los metabolitos secundarios en la interaccién

Planta-Insecto
Inspirado en: Duffey, 1980 y Bowers, 1990.
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Adicionalmente, puede haber variacién de una etapa de desarrollo a otra (Wiesen
et al. 1994) e inclusive compuestos secuestrados durante el desarrollo larval pueden
perderse en la etapa adulta (Brown & Francini, 1990). También han sido observadas
diferencias entre los sexos en la cantidad y tipo de aleloquimicos secuestrados (Stermitz

et al. 1986).

El analisis de los componentes de variacion que afectan la efectividad del
secuestro como mecanismo de defensa en insectos no esta completo si no se considera a
los enemigos naturales susceptibles de ser afectados por éste. Como bien ha sido
seflalado por Price et al. (1980) y en tiempo mas reciente por Camara (1997b), las
interacciones entre plantas hospederas, sus herbivoros y los depredadores son variables
aun a escalas geograficas reducidas. La abundancia de estos ultimos , la habilidad para
localizar las larvas y su capacidad para sortear la bateria defensiva de las presas son
algunos de los elementos importantes de tomar en cuenta en este enfoque holistico que
definrian la efectividad del secuestro de compuestos por insectos para propdsitos

defensivos.

1.3. La Cianogénesis: Un ejemplo de interaccién quimica entre Plantas e

Insectos

1.3.1. La Cianogénesis en Plantas:

El fenomeno de la cianogénesis describe el proceso de liberaciéon de HCN que
se desencadena a partir del rompimiento de tejidos vegetales que contienen glicosidos
cianogénicos. Estos compuestos son hidrolizados con la consecuente generacion de
glucosa, un aldehido o cetona y el cianuro de hidrogeno (HCN), poderoso inhibidor del

sistema respiratorio en invertebrados y mamiferos (Conn, 1979) (Fig.1. 3).

Los glicosidos cianogénicos son producidos por un espectro muy amplio de

diferentes plantas (Tabla 1.2), incluyendo especies cultivadas que forman parte
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Fig. 1.3. Degradacion enzimatica de los cianoglicésidos
(Conn, 1979).
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Compuesto Especie Familia
Acacipetalina Acacia constricta Leguminosae
Amydalina Prunus amygdalus Rosaceae
Cariospermina Cardiospermun hirsutum Sapindaceae
Deidaclina Deidamia clematoides Passifloraceae
Dhurrina Sorghum almum Gramineae
Dihydroacacipetalina Acacia sieberiana Leguminosae
Gynocardina Gynocardia odorata Flacourtiaceae
Holocalina Sambucus nigra Caprifoliaceae

p-Hydroxymandelonitrilo

Nandina domestica
Thalictrum polycarpum

Berberidaceae
Ranunculaceae

Isotriglochicinina

Aclosia macrorrhiza

Araceae

Linamarina

Lotus corniculatus

Hevea brasiliensis
Trifolium repens
Phaseolus lunatus
Dimorphotheca spectabilis
Cnidoscolus texanus
Linum usitatissimum

Leguminosae

Compositae
Euphorbiaceae
Linaceae

Lotaustralina

Trifolium repens
Lotus auastralis
Manihot carthaginensis

Leguminosae

Euphorbiaceae

Linum perenne Linaceae
Lucumina Lucuma mammosa Sapotaceae
Prunasina Sambucus nigra Caprifoliaceae
Eremophila maculata Myoporaceae
Eucalyptus cladocalyx Myrtaceae
Pteridium aquilinum Polypodiaceae
Prunus persica Rosaceae

Jamesia americana
Linaria minor

Saxifragaceae
Scrophulariaceae

Sambunigrina

Sambucus nigra

Caprifoliaceae

Taxiphylina Taxus baccata Taxaceae
Tetraphylina Tetrapathaea tetrandra Passifloraceae
Triglochicinina Alocasia macrorhiza Araceae
Triglochicinnina metil ester Thalictrum aquilegifolium Ranunculaceae
Vicianina Vicia macrocarpa Leguminosae
Zierina Zieria laevigata Rutaceae

Tomado y modificado de Conn, E. (1979).

Tabla 1.2. Distribucién de Cianoglicésidos en las familias de Plantas.
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importante de la dieta humana, tales como la yuca, el trigo, la cebada, y la
avena, entre otros (Jones, 1998). Las plantas con propiedades cianogénicas contienen,
ademas de los glicosidos cianogénicos, enzimas degradativas que luego del
rompimiento celular entran en contacto con tales compuestos provocando la rapida
liberacion del HCN. Este sistema funciona como una “ bomba de cianuro” donde los
componentes enzima-sustrato estan situados en espacios celulares diferentes,
haciéndolos inertes individualmente para asi evitar la autotoxicidad de la planta

(Rhodes, 2000) (Fig.1.5).

Estos compuestos son biosintetizados a partir de aminoacidos como la tirosina,
fenilalanina, valina, isoleucina o leucina y aproximadamente 60 tipos diferentes de ellos

han sido identificados a partir de plantas vasculares (Brinkler y Seigler, 1992 ).

El principal mecanismo para la desintoxicacion de los cianoglicosidos se
considera que es la conversion del anién cianuro al anién tiocianato, proceso catalizado
por la enzima rodanasa. Esta enzima ha sido detectada en tejidos animales, incluyendo
mamiferos e insectos. Otro mecanismo alterno de desintoxicacion ha sido observado en
el milipedo Harpaphe haydeniana en el cual ocurre la conversion del HCN a  B-
cianoalanina y presumiblemente en un paso posterior a asparagina (Conn, 1979) (Fig.

1.4).

1.3.1.1. La funcién defensiva de los Cianoglicésidos en las plantas

Durante afios se ha debatido acerca del papel defensivo que juegan los
compuestos cianogénicos contra la accion de la herbivoria. Los trabajos realizados por
Jones y colaboradores relacionados con la comprobacion experimental de la efectividad
toxica de los cianoglicésidos derivados del trébol blanco Trifolium repens y Lotus
corniculatus se han constituido en ejemplos clasicos de la quimica ecoldgica (Jones y

Rothschild, 1962; Jones, 1962; por ejemplo).

Mas recientemente, la funcion defensiva de la cianogénesis ha sido documentada
en otros trabajos donde utilizan, principalmente, insectos y moluscos. En estos se
observo su inhibicion de la alimentacién sobre plantas cianogénicas (Cooper y

Swain, 1976; Schreiner et al. 1984; Nahrstedt, 1985; Jones, 1998). Se asume que esta
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proteccion tiene su origen en los efectos toxicos del cianuro, aunque también una
posible actividad fagodepresora de los ciandgenicos en si mismos no parece ser
descartable (Woodhead y Bernays, 1977). Estos autores enfatizaron la importancia
del grado de liberacion de HCN en la efectividad de la proteccién conferida por este
toxico. Se encontré que la cantidad de HCN dependia de la edad y variedad de los
ejemplares de Sorghum bicolor, observandose que las hojas mdas jovenes eran mas a
menudo rechazadas por el orthoptero Locusta migratoria que las de mayor edad. Esta
dependencia del contenido de HCN en funcién de la edad de las hojas también ha sido

observada en individuos de Passiflora capsularis por Alonso y Oliveros (2000).

Tales efectos de antiherbivoria no han sido observados siempre. Scriber (1978)
no obtuvo diferencias importantes en la tasa de crecimiento, balance energético y
utilizacion del nitrogeno en las larvas de Spodoptera eridania alimentadas en
variedades cianogénicas y acianogénicas de Lotus corniculatus, concluyendo que la
cianogénesis en esta especie de trébol no resulté un disuasivo efectivo para frenar la

herbivoria de esta polilla generalista.

Por otra parte, Hruska (1988), en una revisiéon critica de los estudios
experimentales de la funcion protectora de estos compuestos, consider6 que muchos de
los trabajos realizados sobre el tema deberian reexaminarse dado que estos fallan en un
adecuado analisis estadistico que aporte solidez a los resultados. El autor enfatizé la
necesidad de tomar en cuenta la especificidad alimentaria del herbivoro ya que muchos
de ellos tienen la capacidad para secuestrar o desintoxicar los compuestos cianogénicos
por lo que estos insectos especialistas no responderan de la misma manera como

aquellos con habitos alimentarios menos restringidos.

1.3.2. La Cianogénesis en Insectos:

La presencia de cianoglicosidos en insectos es conocida y ha sido sefialada para
los 6rdenes heteroptera, coledptera y lepidoptera (Nahrstedt, 1985). Se ha observado
que varias especies de lepidopteros se alimentan preferentemente de plantas con
reconocida actividad cianogénica y  resulta factible pensar que su proteccion

antidepredadora pueda derivarse de éstas (Bowers, 1988). Sin embargo, en algunos
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géneros de lepidopteros como Zygaena y Acraea, siendo cianogénicas, la fuente de esta
propiedad no proviene de las plantas hospederas de sus larvas, sino que estas especies
biosintetizan sus cianoglicésidos independientemente de su dieta larval (Witthohn y

Naumann, 1987), fenémeno conocido como sintesis de novo (Tabla 1.3).

Brown y Francini (1990) consideran a la cianogénesis en insectos como un
mecanismo de defensa comun, no especifico y de efectividad moderada. Sefialan que la
tendencia mas clara en las mariposas aposematicas ha sido la de manifestar en el tiempo
evolutivo una progresion hacia el desarrollo de mecanismos de sintesis de novo de las
sustancias defensivas mas que el almacenamiento de cantidades mas pequefias obtenidas

de la alimentacion larval.

El rol defensivo de los compuestos cianogénicos en plantas en insectos sigue
siendo un tema polémico. Aunque los argumentos bioquimicos referidos a la accion
toxica del HCN son evidentes, las respuestas fisiologicas y ecolégicas de herbivoros y

depredadores necesitan ser mejor estudiadas.

1.4. La interfase Passifloraceae / Lepidoptera como modelos cianogénicos

de interaccion:

1.4.1. Asociacién Passiflora/ Heliconiinae:

La familia Passifloraceae consta de 12 géneros, cuatro de los cuales, incluyendo
a Passiflora, son exclusivos del nuevo mundo. Son plantas herbaceas, usualmente
trepadoras de tallo blando o lefioso, con zarcillos opuestos a las hojas. Estas son
alternas, frecuentemente con glandulas secretoras en los peciolos o distribuidas en el
envés. Las hojas pueden ser simples o divididas en lobulos. Las flores pueden ser
pequeiias o grandes, de color azul lavanda, rosado, rojo, blanco o amarillo verdoso. Los
frutos son generalmente carnosos interiormente, con una piel blanda o dura (Killip,
1938) (Fig.1.6) .

Muchas de las especies de Passiflora tienen importancia econémica debido a la

calidad de sus frutos y su adaptabilidad para ser cultivadas como plantas ornamentales o



18

Familia Especie Etapa de Desarrollo Planta hospedera de las
larvas
Papilionidae Iphiclides podalirius Imago Rosaceae
Zerynthia polyxena Imago Crassulaceae
Pieridae Aporia crataegi Imago Rosaceae
Pieris brassicae Imago Brassicaeae
Colias phicomone Imago Fabaceae
Gonepteryx rhamni Imago Rhamnaceae
Nymphalidae Limenitis reducta Imago Caprifoliaceae
Vanessa atalanta Imago Urticaceae
Mesoacidalia aglaia Imago Violaceae
Fabriciana niobe Imago Violaceae
Issoria lathonia Imago Violaceae
Danaus chrysippus Imago Asclepiadaceae
Mechanitis polymnia Imago Solanaceae
Acraea horta Imago Passifloraceae
Acraea natalica Imago Passifloraceae
Pardopsis punctatissima
Heliconius doris Imago Passifloraceae
Heliconius charitonia Imago Passifloraceae
Erebia meolans Imago Passifloraceae
Imago Poaceae
Lycaenidae Normannia esculi Imago Fagaceae
Cupido minimus tmago Fabaceae
Hesperiidae Pyrgus sp. Imago Rosaceae
Thymelicus lineola Imago Poaceae
Lymantriidae Lymantria monacha Imago Polifaga
Arctiidae Parasemia plantaginis Imago Polifaga
Notodontidae Stauropus fagi Imago Fagaceae
Zyganidae Rhagades pruni Imago Ericaceae
Campylotes histrionicus
Zygaena orana Imago Ericaceae
Zygaena trifolii Imago Fabaceae
Imago Fabaceae
Megalopygidae Psycharium pellucens Larva Pianaceae
Cymatophoridae Thyatira batis Imago Rosaceae
Lasiocampidae Malacosoma neustria Imago Polifaga
Noctuidae Noctua pronuba Imago Polifaga
Geometridae Bapta temerata Imago Rosaceae
Boarmia sp. Imago Ericaceae
Yponomeutidae Gymnogramma rufiventris Imago Anacardiaceae

Extraido de: Witthohn & Naumann ( 1987)

Tabla 1.3. Ejemplos de especies de Lepiddépteros cianogénicos
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medicinales. Los frutos de varias especies de Passiflora son aprovechados como
alimento en el tropico, aunque muchos de ellos cuando estan inmaduros son altamente
toxicos. Las hojas, tallos y semillas inmaduras son las partes de la planta con mayor
contenido de compuestos cianogénicos (Seigler et al. 1982).

La quimica de las Passifloraceac se considera compleja por la variedad de los
glicosidos cianogénicos, alcaloides, taninos y flavonoides que estan presentes en esta
familia (Bowers, 1988). En la década de los afios 80 creci6 el interés por estudiar sus
compuestos cianogénicos. En particular resulta importante sefialar los trabajos de
Seigler y colaboradores orientados hacia el aislamiento y caracterizacion de compuestos
cianogénicos en el género Passiflora (Seigler et al., 1982; Spencer y Seigler, 1985;
Spencer et al. 1986) . La mayoria de las especies de Passiflora contienen cianégenos
derivados del ciclopentano (Spencer y Seigler, 1985) como la passicapsina aislada de
Passiflora capsularis (Fischer et al. 1982) pero también otros glicdsidos derivados de
los aminoacidos valina e isoleucina como la linamarina y lotaustralina |,
respectivamente, han sido aislados de este género (Spencer et al. 1986) (Fig.1.7 y 1.8).

LLas mariposas de la subfamilia neotropical Heliconiinae  han sido
tradicionalmente asociadas a las passifloraceas. Son consideradas como impalatables a
depredadores vertebrados (Brower, 1984), con patrones aposematicos de coloracién
que advierten sobre esta condicion. Histéricamente, este grupo de mariposas ha sido
utilizado como modelos para explicar los anillos de mimetismo Batesiano y Mulleriano

(Turner, 1984) (Fig.1.9). .

Las larvas de los Heliconiinae utilizan casi exclusivamente hojas de la familia
Passifloraceae como alimento, por lo que han sido denominadas como las mariposas de

las pasionarias (Turner, 1973; citado por Benson et al. 1975).

La presencia de cianoglicosidos linamarina y lotaustralina parece ser la base de
la impalatabilidad de los heliconiinae. Todavia no existe acuerdo sobre el origen de
estos compuestos en esta subfamilia. Nahrstedt y Davies (1983), detectaron la presencia
de estos dos cianogénicos en varias especies de heliconines neotropicales,

inclinandose a pensar que la linamarina y lotaustralina eran producidos por sintesis



Fig. 1.6. Algunas especies de Passifloraceae.
A. Passiflora coriacea. B. Passiflora Kalbreyeri. C y D. Passiflora cuneata.
Tomado de: Steyermark y Huber, 1978.
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Fig.1.7. Estructuras de varios cianoglicésidos comunes
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Deidaclina Tetrafilina A

Fig. 1.8. Estructuras de dos cianoglicoésidos de Passiflora capsularis




Fig.1.9. Algunas especies de Heliconiinae.

Columna Izquierda, de arriba hacia abajo: Heliconius hecalesia, H. hewitsoni, H. erato,
H. charitonia, H. sara.

Columna Derecha, de arriba hacia abajo: H. hecale, H. pachinus, H. melpomene, H.
ismenius, H. doris.

Tomado de Vane-Wright y Ackery, 1984.
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“ de novo”, dado que en aquellos afios todavia no se habia aislado estos
compuestos de especies de Passiflora. De esta manera la prediccion de Brower y
Brower (1964) acerca de que las mariposas Heliconiinae podrian secuestrar
compuestos cianogénicos de sus hospederas para su propia defensa ain tiene vigencia y
espera por resultados mas contundentes.

La posibilidad de la sintesis de compuestos cianogénicos de novo no parece
ser descartable. Witthohn y Naumann (1987) citando a Wray et al. (1983) sefialaron
que larvas de Zygaena sp., Heliconius sp. y Acraea sp. biosintetizan sus cianoglicésidos
independientemente de la ingestion larval de plantas con propiedades cianogénicas. Las
rutas de biosintesis de estos compuestos coinciden con las seguidas por las plantas para

la produccion de la linamarina y lotaustralina.

1.4.2. Asociacion Passifloraceae / Dioptinae.

Los Dioptinae pertenecen a la familia Notodontidae y agrupa aproximadamente
400 especies neotropicales (Byrk, 1930; citado por Miller & Otero, 1994). Este grupo de
polillas resalta dentro de la familia Notodontidae por su coloracién brillante y sus
hébitos diurnos. (Fig.1.10).

Las especies del género Josia son los dioptinos mas cominmente colectados,
con una distribucion que incluye desde el sur de México hasta el norte de la Argentina.
Las larvas se alimentan sobre hojas de Passiflora y constituyen junto con los
Heliconiinos los taxa mas estrechamente asociados con esta familia de plantas (Miller y
Otero, 1994) (Fig. 1.11).

Miller (1992), ha establecido algunos paralelismos entre los Heliconiinae y
Dioptinae basandose en el patrén de uso de las plantas hospederas. En ambos casos se
cree que evolucionaron independientemente de especies palatables primitivas que se
alimentaban sobre Violaceae hacia especies impalatables especializadas sobre
Passiflora.

La asociacion Passiflora / Dioptinae, en contraste con la interaccion Passiflora /

Heliconiinae ha sido poco estudiada. En particular, los registros sobre plantas hospederas
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Fig. 1.10.Adultos de Josiini. 26. Macho de.7hirmida discinota, 27. Hembra de
Thirmida discinota; 28. Macho de Josia radians;, 29. Hembra de Josia radians; 30. Macho de Josia
gopala; 31. Hembra de Josia gopala;32. Macho de Josia turgida, 33. Hembra de Josia turgida; 34.
Macho de Josia aurifusa, 35. Macho de Josia aurifusa; 36. Hembra de Josia aurifusa.

Tomado de Miller & Otero, 1994.
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Fig. 1.11. Formas larvales de Josiini.
14. Larva de Thirmida discinota sobre Passiflora bauhinifolia
15. Huevos de Thirmida discinota sobre Passiflora bauhinifolia
16. Larva de Josia radians sobre Passiflora capsularis
17. Larva de Josia gopala sobre Passiflora cuneata
18. Larva de Josia aurifusa sobre Passiflora capsularis
19.  Larva de Josia turgida sobre Passiflora capsularis

Tomado de Miller y Otero, 1994.
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para el género Josia son escasos. Miller y Otero (1994), en su descripcion de 5
especies de Josiini de Venezuela, sefialaron que éstas ocupan un amplio espectro
geografico de distribucién. Incluye desde selvas bajas hasta las selvas montano-altas de
los Andes . En estos ecosistemas parecen preferir hébitats perturbados y bosques
secundarios donde es com(in encontrar especies de pasifloraceas.

Las asociaciones Passiflora / Dioptinae junto con la asociacion Passifloral
Heliconiinae parecen representar modelos iddneos para el estudio de las interacciones en
las que las barreras quimicas han determinado la evolucién de linajes altamente
especializados sobre determimados tipos de plantas hospederas.

En relacion con el papel que pudieran jugar los glicésidos cianogénicos en la
especificidad de la interaccion Passiflora/Dioptinae es poco lo que se conoce. El
antecedente mas reciente es le trabajo de Orellana (2000), en el cual se obtuvieron
resultados que mostraron que la impalatabilidad de larvas de Jossia radians frente a la
arafia Nephila clavipes estaba relacionada con la utilizacion de plantas del orden Violales
que incluye a la familia Passifloraceae y que esta condicion de impalatabilidad es
conservada por los adultos frente al mismo depredador. No obstante, la base quimica de
la misma no pudo ser esclarecida, ya que tanto larvas en ayuno como ejemplares adultos
resultaron negativos en pruebas colorimétricas para detectar compuestos cianogénicos.

El destino de estos compuestos luego de ser ingeridos por las larvas tanto de

Heliconiinae como de Dioptinae todavia no esté claro.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Sabiendo que Passiflora capsularis es una planta con reconocida actividad
cianogénica, las larvas del herbivoro especialista Josia radians podrian utilizar sus
compuestos cianogénicos y otros alelopaticos para proteccién frente a potenciales
depredadores, debiendo estos compuestos ser localizables en los tejidos de las

mismas (Fig.2.1).

Conociendo que Passiflora capsularis posee propiedades cianogénicas, no deberian
detectarse compuestos de esta naturaleza en larvas generalistas palatables como
Spodoptera  frugiperda, sugiriendo la posibilidad de que esos compuestos sean

metabolizados o eliminados a través de las excretas (Fig.2.2).

De la comparacion del flujo de movilizacion de los cianoglicésidos en sistemas
especializados como los Heliconiinae / Passifloraceae y Dioptinae / Passifloraceae
deberia observarse caracteristicas mas unificadoras entre €stos que con un sistema

generalista como Spodoptera frugiperda | Passifloraceae.



Compuestos
Cianogénicos

Passiflora capsularis
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Fig. 2.1. Rutas hipotéticas de los cianoglicésidos en los insectos
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Fig. 2.2. Rutas hipotéticas de los cianoglicésidos en el insecto generalista en

estudio
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3. OBJETIVOS:

-Cuantificar el flujo de glicosidos cianogénicos mediante su transformacion enzimatica a
HCN desde su localizacion original en las hojas de P. capsularis, hasta sus rutas de
destino dentro de las larvas de Josia radians y Heliconius erato como modelos de

herbivoros especialistas.

-Cuantificar el flujo del mismo grupo de compuestos desde las hojas de P. capsularis,
hasta sus rutas de destino cuando son ingeridas por Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:

Noctuidae) como ejemplo de insecto generalista.

-Comparar los diagramas de flujo de los glicosidos cianogénicos derivados de los dos

modelos anteriores.

-Determinar, en el caso comprobado de secuestro de los cianoglicosidos, si éstos
constituyen una estrategia de defensa frente a la acciéon de una especie depredadora

generalista como Odontomachus chelifer (Hymenoptera: Formicidae).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Breve descripcion de las especies:

Passiflora capsularis:

Esta planta trepadora pertenece a la familia Passifloraceae del orden de las vilolales.
Killip (1938) la describe con tallo de tres a cinco éngulos que puede ser estriado,
glabrado o pubescente. Hojas bilobuladas, en ocasiones asimétricos, de forma
lanceolada o un tanto obtusos. La longitud del nervio central puede oscilar de dos a siete
cm de ancho, mientras que los nervios laterales puede alcanzar los diez cm de longitud.
Flores con una anchura de dos a seis ¢cm, de color blanco o amarillo palido, con una
corona de filamentos dispuestos en una o dos series y sépalos lanceolados. Fruto
elipsoidal o fusiforme de cinco a seis cm de largo y de uno a dos cm de diametro.

En su distribucion geografica esta especie se extiende desde Guatemala hasta el Brasil

central y Paraguay en altitudes por encima de los 1600 m. (Fig.4.1)

Josia radians:

Es una polilla de habitos diurmnos perteneciente a la subfamilia Dioptinae
(Notodontidae:Lepidoptera) (Fig. 4.2). Sus huevos son de color blanco perlado, puestos
separadamente en el envés de las hojas de sus plantas hospederas. Las larvas presentan
en el dorso del torax y abdomen un complejo patrén de lineas amarillas y blancas sobre
un fondo marrén rojizo, transcurriendo su desarrollo a través de cuatro instares. Los
adultos poseen el dorso del térax negro con una banda amarilla naranja a cada lado que

se extiende a lo largo del abdomen. Alas anteriores y posteriores negras con una banda
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amarilla que cubre dos terceras partes de éstas desde la base. Miller y Otero (1994)

sefialan su presencia desde el estado Aragua, pasando por el occidente de Venezuela,

Fig. 4.1.  Passiflora capsularis
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hasta la frontera con Colombia. En Venezuela estos autores colectaron a J. radians en
lugares con elevaciones que oscilaron entre 1100 m (Parque Nacional Henri Pittier)
hasta 2250 m (Las Playitas, Edo. Mérida). Esta especie puede habitar sitios muy
variados que incluyen selvas nubladas y lugares con fuerte intervencion humana como
plantaciones y margenes de carreteras. Estos mismos autores recolectaron esta especie

sobre P. capsularis, P. cuneata y P. rubra.

Heliconius erato:

Mariposa  perteneciente a la  subfamilia  heliconiinae ~ (Nymphalidae:
Lepidotera)(Fig.4.3). Los huevos son amarillos con apice puntiagudo, puestos en
solitario sobre la punta de meristemas. Las larvas tienen una capsula cefélica de color
amarillo y espinas en la cabeza y resto del cuerpo. Cuerpo blanco con manchas negras
y el desarrollo larval incluye cinco instares. Los adultos poseen una franja amarilla en
las alas posteriores con extremos distales curvados hacia el margen costal. Las franjas
rojas de las alas anteriores estan cortadas agudamente en la zona donde éstas bordean
con el fondo negro ( DeVries, 1987).

Posee una amplia distribucion geografica, desde México hasta el Amazonas en altitudes
desde el nivel del mar hasta superiores a los 1600 m. Frecuentemente ocupa bosques de
vegetacion secundaria y otros ambientes perturbados por el hombre. Sus larvas estan

estrechamente asociadas a especies del género Passiflora.

Spodoptera frugiperda

Es una polilla de la subfamilia Amphipyrinae (Noctuidea: Lepidoptera) (Fig.4.4). Los
huevos tienen forma de domo y son puestos en grupos de 100 a 200 unidades, con una
produccion por hembra de aproximadamente 1500-2000 huevos. Las larvas crecen
durante seis instares siendo los mas avanzados de color marrén claro con lineas
laterales blancas. Manchas oscuras y espinas se distribuyen dorsalmente a lo largo del
cuerpo. En la zona frontal de la capsula cefélica estd dibujada una “Y ” invertida. Los
adultos tienen una amplitud alar de 32 a 40 mm. Son de color grisaceo y los machos

poseen manchas blancas triangulares en la punta y cerca del centro de las alas
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posteriores. Es una especie de las regiones tropicales del hemisferio occidental, desde
los Estados Unidos hasta Argentina. Hace uso de un amplio rango de hospederos,
registrandose mas de 80 especies de plantas colonizables, aunque se considera que tiene
mayor preferencia por las gramineas. Es una plaga agricola de importancia en muchos
paises, donde ataca el follaje de especies cultivadas como ¢l maiz y plantas para el

forrajeo del ganado, con graves pérdidas en muy poco tiempo.

Odontomachus chelifer :

Pertenece a la subfamilia Ponerinae (Formicidae: Hymenoptera) (Fig.4.5), de habitos
cazadores solitarios. Cuerpo marrén oscuro con una longitud variable entre 1.5 cm a 2.0
cm. Su caracteristica morfolégica mas conspicua es la presencia de un par de
mandibulas fuertes y desarrolladas especializadas para la captura de pequefios insectos y
otros artrépodos (Shaltuck y Barnett, 2000). El movimiento de las mandibulas se conoce
como golpe de mandibula y circunscribe un arco de 180° desde su posicion cerrada
hasta que se abren completamente. Todo el movimiento se realiza en 0.3 milisegundos y
se considera que es el mas rapido exhibido por especie animal alguna (Gronenberg,
1996). Cada mandibula tiene 1.8 mm de largo, 0.45 mm de ancho y 0.25 mm de grosor,
con tres dientes en la punta que causan heridas en la presa. Forma colonias de pocos
individuos y generalmente se le encuentra en bosque de vegetacion secundaria aunque
también es comun hallarla en jardines y areas cultivadas. Es una especie neotropical con
una distribucion que abarca desde México hasta Paraguay en un rango altitudinal de 0-
1900m.



Fig. 4.2. Larva de Josia radians

Fig. 4.3. Larva de Heliconius erato
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Fig. 4.4. Larva de Spodoptera frugiperda

Fig. 4.5. Obrera de Odontomachus chelifer
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4.2. Colecta y Cria de los Insectos:

Las larvas de Josia radians utilizados en los experimentos provinieron de una colonia
que logro ser establecida a partir de huevos recolectados en un area boscosa de
vegetacion secundaria en las adyacencias del sector Las Tapias en la ciudad de Mérida.
La rutina de mantenimiento de esta cria consistid en colocar larvas recién eclosionadas
sobre hojas frescas de P. capsularis cuyos peciolos se sumergian en pequefios envases
que contenian agua. Cada frasco se coloco sobre un plato plastico con un envase de
plastico transparente ( 1 | de capacidad) , segiin metodologia de Otero (comunicacién
personal). Periddicamente se suministraba a las larvas hojas recién cortadas, permitiendo
su desarrollo hasta su transformacion a pupas. En esta fase, los ejemplares eran
trasladados a envases cubiertos con rejilla plastica con una capacidad de 10 1 . Cuando
la emergencia de los adultos ocurria, eran mantenidos en este mismo espacio y se les
suministraba un algodon embebido en una solucién de miel como alimento.
Posteriormente se colocaban hojas de P. capsularis que servian de sustrato de
oviposicion. Cuando se obtenian las posturas, las hojas con la carga de huevos eran
retiradas de la jaula y colocadas en envases descritos anteriormente para el desarrollo de
las larvas. Este ciclo se repitié por varias generaciones durante casi un afio. Cada 2-3
meses se colectaban larvas en el campo y eran introducidas dentro de la colonia para

evitar la disminucidon de su vitalidad por posibles efectos de endogamia.

Los huevos de H.erato se recolectaron en la misma area descrita para J. radians. Todas
las larvas que se utilizaron en los experimentos provinieron de posturas colectadas en
esta zona. La metodologia para el desarrollo larval fué la misma que se utilizé con el

dioptino.



Fig. 4.6. Bosque Las Tapias, Mérida. Edo. Mérida
Area de colecta de los especimenes
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Las larvas de Spodoptera frugiperda se obtuvieron a partir de huevos
provenientes de una colonia establecida en el Instituto de Zoologia Tropical de la
Universidad Central de Venezuela. Las larvas se alimentaron con una dieta artificial
(ver apéndice) y colocadas individualmente dentro de envases plasticos con capacidad
para 50 ml. Cada dos dias los envases fueron revisados para reponer el alimento fresco
y eliminar las heces. El desarrollo de las larvas se siguié hasta obtener ejemplares de 111

instar, seleccionando aquellos en los que el tiempo de muda hubiera coincidido.

Los ejemplares de Odontomachus chelifer fueron capturados en la zona boscosa de Las
Tapias, el mismo lugar de donde se extrajeron las especies de lepidopteros especialistas
ya mencionadas. Los ejemplares eran capturados en actividad de forrajeo e
inmediatamente trasladados al laboratorio para colocarlos individualmente en envases
plasticos (1 | de capacidad) cubiertos con una rejilla del mismo material. Estos
recipientes contenian una pequefia porcion de aserrin. Las hormigas eran mantenidas con
una solucion de miel de abejas que era renovada regularmente. Este alimento se
suspendia 24 horas antes del dia previsto para la realizaciéon de los bioensayos de

depredacioén.

4.3. Descripcion del método para la cuantificacion de la cianogénesis en el

material vegetal (Alonso y Oliveros, 2000) :

El procedimiento diseflado por estos autores consiste en colocar el material
vegetal fresco a evaluar en un matraz de 250 ml al que se le agrega tolueno o la especie
de herbivoro en estudio para inducir la liberacion del HCN. Este envase se conecta a un
sistema de flujo de aire himedo destinado para el transporte del HCN desprendido hasta
una solucion de 2,4 — dinitrofenilhidrazina que funge como una trampa para atrapar
posibles derivados carbonilicos volatiles que puedan interferir en el andlisis.

Seguidamente la corriente de aire pasa a una solucion alcalina de picrato de sodio donde
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se forma, en presencia del HCN, el complejo picrato-cianuro de color rojizo oscuro (Fig.
4.7). Un tiempo de exposicion de 24 horas es suficiente para que el material vegetal
libere su contenido de HCN inducido por la adicion del tolueno. Posteriormente, se
determina a 500 nm la absorbancia de este complejo mediante el uso de un
espectrofotometro UV Hewlett-Packard conectado a una computadora Vectra HP de 133
MHz. El picrato de sodio y el i6n cianuro producen un complejo cuyo espectro de UV
presenta absorbancias por encima de 440 nm, lo cual permite utilizar aquellas entre 480
y 560 nm para la cuantificacion del HCN. La Ay del espectro de este complejo aparece
alrededor de los 500 nm a concentraciones de cianuro por debajo de 7 x 10° mol / L.
Previo a las determinaciones con el material vegetal, se habra elaborado una curva de
calibracion usando soluciones de cianuro de sodio con un rango de concentraciones
desde 2x10° M hasta 2x10° M .

La ecuacion : % de Cianoglicosidos= C x PM x 1000 / R x G, calcula
el porcentaje de cianoglicdsidos / g de muestra analizada, donde :

C= Concentracion de HCN ( mol/ L) de la curva de calibracion

PM = Peso molecular del HCN

R= Tasa de recuperacion de IICN por el método

G = Cantidad de material vegetal analizado

4.4. Determinacion de la cantidad inicial de HCN contenido en las hojas de P.
capsularis, la cantidad de HCN liberado en el proceso de alimentacion y la

cantidad de HCN que ha ingerido la larva:

El procedimento a seguir consistio en recolectar 5 hojas frescas de P.capsularis,
seleccionadas de acuerdo a un tamafio y desarrollo similar, extraidas de un mismo
individuo de la especie referida. Estas hojas fueron cortadas a lo largo del eje
longitudinal y determinados el peso fresco y el area de superficie de cada mitad
mediante barrido luminico-electrénico en un escédner para obtener las imagenes que

luego serdn analizadas cuantitativamente por métodos computacionales ( programa
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—— SALIDA DE AIRE

Fig. 4.7. Dibujo del sistema para la deteccion de HCN.
Tomado de Alonso & Oliveros, 2000,
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MOCHA, Jandel Scientific; San Rafael, California). Una de éstas se coloco dentro de un
matraz (100ml de capacidad) en el cual previamente se habia introducido una larva de III
instar de la especie con la que se deseaba trabajar. La otra mitad se colocé dentro de
otro matraz similar al cual se afiadié 1ml de tolueno (desfragmentador celular) que
indujo la liberacion del contenido de HCN en el tejido vegetal. Este contenido,
asumiendo una simetria bilateral en la distribucion de cianoglicosidos en la hoja (

Alonso y Oliveros, 2000), representaba la cantidad inicial de HCN en la hoja intacta.

La liberacién de HCN producto tanto del proceso de rompimiento hecho por la
actividad masticatoria de la larva como por la desfragmentacion inducida por el tolueno
fué medida de acuerdo al método descrito anteriormente. El experimento se desarrolld
con cinco réplicas durante 24 horas, al término de las cuales se determind el peso fresco
y area de superficie finales de la mitad de hoja que fue expuesta a la larva. La diferencia
entre los pesos y areas iniciales y finales rindio los valores de material vegetal
consumido por las larvas. Consecuentemente, conociendo la cantidad inicial de HCN
contenida inicialmente en la hoja y la cantidad de HCN liberado en el proceso de
alimentacion, fué posible calcular cudnto de este compuesto se incorpé a la larva en esta

fase del seguimiento del flujo.

4.5. Determinacion del HCN retenido en los tejidos de las larvas y el excretado en

las heces:

Las larvas utilizadas en el experimento anterior se colocaron en ayuno durante 24
horas para asegurar que el contenido estomacal hubiera sido vaciado e inmediatamente

fueron congeladas a—18° C.

Para detectar las propiedades cianogénicas de larvas y heces se utilizo la técnica
de microdifusiéon que consistia en macerar en un mortero el tejido congelado en
nitrogeno liquido agregando posteriormente 50 pl de buffer fosfato 0.1M (pH= 6.8) y
50ul de la enzima [-glucosidasa (0.2% p/v). Esta mezcla se hacia manteniendo el
mortero sobre un lecho de hielo para mantener inactiva la reaccion. Posteriormente a la

maceracion, la muestra era transferida rapidamente a un envase hermético de vidrio con
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tapa de rosca ( 250ml) en el cual previamente se habia colocado un pequefio vaso de
precipitado (5 ml) que contenia 1.2 ml de 4cido picrico que fungia de trampa para atrapar
el HCN liberado en la reaccién enzimatica de los tejidos (Fig. 4.7). Estos envases fueron
introducidos en un baiio térmico a 37° C para una incubacion de 15 horas. Al término de
este tiempo, se determino la concentracion de HCN por el método espectrofotométrico

descrito anteriormente.

Para la diseccidn de las larvas se emplearon ejemplares del III instar a los cuales
se les practicod una incision ventral para retirar el tubo digestivo completo, la hemolinfa
fué recolectada en wuna tira de papel de filtro e inmediatamente congelada para
posteriores analisis. Cuando el estomago era extraido, la porcion corporal restante se
lavd con agua destilada para remover cualquier remanente de contenido estomacal o
hemolinfa que hubiera podido quedar. Inmediatamente esta porcion se congel6 a —18° C

para la posterior determinacion de su capacidad cianogénica.

Las heces obtenidas durante la prueba de alimentacion de las larvas con P.
capsularis se recolectaron y se secaron en la estufa a 35° C por 6 horas. Posteriormente
se les aplico un procedimento similar para la detecciébn de las cantidades de
cianoglicosidos eliminadas por esta via.

Al término de esta fase en el seguimiento del flujo de HCN en la interaccion hoja-
larva, se pudo calcular, basado en las cantidades de este compuesto tomadas por las
larvas a través de la ingestion y la cantidad del mismo eliminado, cuanto habia

quedado incorporado o metabolizado en el cuerpo de la larva.

4.6. Medicion de la capacidad defensiva de las larvas en las especies de lepidépteros

considerados en los experimentos:

Las observaciones de las interacciones presa-depredador fueron realizadas en el
laboratorio por medio de bioensayos que enfrentaron larvas de Instar III de las especies
Josia radians, Heliconius erato y Spodoptera frugiperda a la hormiga Odontomachus
chelifer. Las larvas de cada especie por separado fueron introducidas en un dispositivo
de observacion que consistia de dos placas de vidrio separadas por una plantilla de

aluminio que delimitaba la arena experimental en la cual se producia la interaccién larva-
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hormiga (Fig.4.8). Se coloco una larva y una hormiga en cada dispositivo, registrando en
un periodo de 30 minutos si la presa era tocada, atacada o comida. También se registraba

el nimero de golpes mandibulares recibido en cada encuentro.

4.7. Deteccion y cuantificacion de la liberacién de HCN en larvas perturbadas:

El propésito de los experimentos que se describirdn a continuacion era determinar
por medio de la perturbacién mecanica o la respuesta depredatoria de la hormiga, si las
especies de lepidopteros con comprobada capacidad para secuestrar compuestos
cianogénicos, reaccionaban liberando HCN como mecanismo de defensa. La
perturbacion mecénica consistia en introducir una larva de II instar dentro de un matraz
con capacidad de 100 ml por cuyo tapén se insertdé un pincel de pelos muy finos que
permitia, por accion del experimentador, tocar la larva durante diez minutos. La fiola
estaba conectada al flujo de aire segtn el procedimiento descrito para la cuantificacion
del HCN liberado.

También se desarrollé otro experimento en el que se introdujo una larva y una
hormiga dentro de un tubo de ensayo conectado al sistema de flujo de aire con el
propdsito de detectar la posible liberacion de HCN, bien fuera por la emisién activa de
las larvas o por el rompimiento de tejidos corporales producto de la mordida que
indujeran la hidrélisis de los cianoglicésidos. Esta experiencia se realiz6 con las especies
J. radians y H. erato, manteniéndolas en un ayuno previo de 24 horas para descartar

interferencias por la produccion de heces durante el bioensayo

4.8. Evaluacion de la responsabilidad de los Cianoglicosidos en la posible respuesta
antidepredatoria de las larvas

Este objetivo traté de estudiarse mediante la utilizacion de una dieta artificial que
permitiera el desarrollo de las larvas en ausencia de los cianoglic6sidos contenidos en las
hojas de P. capsularis. Para tal fin se prepard una formula nutricional cuyos ingredientes

se especifican en el apéndice y se intent6 que las larvas aceptaran tal alimento.



Fig. 4.8. Dispositivo para el bioensayo de
la interaccion hormiga-presa
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4.9. Analisis estadistico de los resultados

En virtud del niimero reducido de réplicas en los experimentos se utilizé el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar las medias entre especies y en el caso que
se requeria, entre valores de una misma especie. Cuando se necesitd comparar medias
de dos muestras se empleé la prueba de Mann- Whitney. Los datos se procesaron con el

programa estadistico STATISTIX 7.0 (Analytical software 2000).
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5. RESULTADOS

5.1. Contenido de HCN en las hojas de Passiflora capsularis:

Las muestras foliares de P. capsularis utilizadas en los experimentos con tolueno como
inductor para la liberacion del HCN presentaron una concentracion de este volatil que
vario en el rango de 1.79-3.43 pg/mg de hoja fresca (Tabla S5.1). Estos valores
corresponden a 0.18 y 0.34 % de HCN / muestra de hoja fresca. La cantidad de HCN
liberado resultd ser dependiente del tamatfio de la muestra tomando en cuenta el peso (mg)

(*=0.54) pero independiente cuando se considera el area (cm?) (r*= 0.03)

Las figuras 5.1 y 5.2 muestran los diagramas de dispersion de los valores de pg de HCN
liberados cuando son calculados considerando al peso y al area de las muestras de hojas
frescas de P.capsularis. En la relacion peso vs. pg de HCN/mg de muestra se evidencia la
tendencia, no muy marcada, a que los tejidos foliares de mayor peso presentan menores
valores en el contenido de cianoglicdsidos en comparacion con la muestras de menor peso.
Suponiendo que la edad de la hoja esta en correspondencia con un mayor peso, la
tendencia antes sefialada estaria indicando que la cianogénesis en hojas jovenes seria mayor
que la que puede ser observada en hojas de mayor edad, como ha podido ser demostrado en
otros trabajos para P. capsularis (Oliveros, comunicacidn personal) y otras plantas

cianogénicas (Bernays et al. 1977, Woohead y Bernays, 1977).
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Tabla 5.1. Determinacion del contenido de HCN en hojas de P. capsularis utilizando

tolueno como agente inductor.*

Peso (mg) Area (cm?) pg HCN/mg de|pg HCN/cm® de
hoja fresca hoja fresca
189.0 25.30 2.77 20.71
194.7 29.30 3.43 22.76
211.2 30.06 3.16 22.19
217.5 27.61 2.67 21.04
222.9 28.01 2.56 20.34
244.7 30.55 3.30 26.42
245.6 31.68 2.90 22.41
246.5 30.05 2.67 21.90
247.0 29.60 2.56 21.35
248.0 28.90 2.42 20.73
274.1 31.75 2.95 24 .42
285.7 27.80 2.07 21.26
291.5 31.70 2.04 18.74
298.0 29.10 1.89 19.38
308.0 31.10 1.79 17.70

* Datos agrupados de los experimentos con las hojas controles de las tres especies larvales en estudio (Tabla 2)



Fig. 5.1 Relacion entre la capacidad cianogénica y el peso de la hoja
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Fig. 5.2 Relacion entre la capacidad cianogénica y el area de la muestra
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En la figura 5.2 se observa la independencia de la produccion de HCN / cm?® de hoja con el
area (cm?) de la muestra foliar analizada. Llama la atencion que la tendencia antes sefialada
para el peso, deberia también ser vista con esta variable si se supone que a mayores pesos
correspondenderian mayores areas y en consecuencia una menor capacidad cianogénica

por tratarse hipotéticamente de hojas de mayor edad .

La figura 5.3 muestra que esta apreciacion no resultdé del todo cierta. La curva de
regresion lineal de 4rea vs. Peso estuvo pobremente definida (= 0.25), pareciendo que el
aporte al aumento de peso provendria mas bien del incremento en el grosor del parénquima

que del crecimiento celular de la superficie.

Fig. 5.3 Relacion entre el Area y Peso de las muestras foliares utilizadas en los

experimentos para determinar la capacidad cianogénica de las hojas de P. capsularis.
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Se podria pensar que las hojas utilizadas en los experimentos no correspondieron a
muestras uniformes en edad, razonamiento que puede ser rebatido cuando los valores de la
tabla 5.1 son reagrupados para determinar el contenido cianogénico de las muestras que
fueron suministradas a las diferentes especies larvales (Tabla 5.2). Se observa que las
diferencias en el peso y el drea de las muestras no difirieron significativamente entre los
grupos experimentales, esto es, la uniformidad morfométrica estuvo garantizada, sin
embargo los valores de pg de HCN expresados por unidad de peso o unidad de érea
resultaron diferentes entre los grupos. Pareciera que la cianogénesis en las hojas de
P.capsularis es una propiedad muy variable, aliin en muestras de una misma planta,

ademas que el criterio de uniformidad en peso y 4area no es suficiente para asegurar

respuestas cianogénicas similares entre las hojas (fig. 5.4)

Tabla 5.2. Contenido cianogénico de las hojas de Passiflora capsularis medido para

los tres experimentos de alimentacion *

Experimento Peso hoja (mg) | Areahoja (cm”) | pg HCN/mg hoja pgHCN/ em” hoja
Para J. radians 234.06 +3131a |30.67+1.05a 3.15+£0.23b 23.84+194a
Para H. erato 285.94 +£23.55a |{2995+1.56a 2.09+0.34a 19.80£1.75b
Para S. frugiperda 22488 +24.34a |27.88+1.64a 2.60+0.13a 20.83 £ 0.38b

* Valores expresados como X + DE de 5 réplicas. Las letras iguales siguiendo a estos valores indican que

no hay diferencias significativas entre experimentos ( p> 0.05) segiin Test no paramétrico de Kruskal-Wallis.
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Fig. 5.4 Representaciéon grafica del contenido cianogénico en las hojas de P. capsularis

que correspondieron a cada una de las especies como control en los experimentos de

alimentacion.
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El analisis interpretativo desarrollado en los parrafos anteriores acerca de la variabilidad en
las relaciones de los parametros peso, area y capacidad cianogénica de las hojas de P.
capsulares refuerzan la idea, originalmente planteada en la metodologia, acerca de la
conveniencia de usar la mitad simétrica en la‘ muestras foliares como un control mas
apropiado para determinar la cantidad de cianoglicosidos ingeridos por las larvas, en

descarte del uso de hojas diferentes, aunque proviniesen de una misma planta.
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5.2. Cuantificacion del consumo de P.capsularis por las larvas en estudio

Las larvas de Heliconius erato presentaron un valor de consumo foliar mayor que Josia
radians y Spodoptera frugiperda, cuyos valores no se diferenciaron significativamente. La
correccion del consumo de acuerdo al tamaiio de la larva permitio confirmar la tendencia
de un mayor consumo para las larvas especialistas en comparacién a lo obtenido con la
larva generalista S. frugiperda (tabla 5.3). Cuando se comparé el consumo de P.
capsularis por larvas de esta especie con la cantidad ingerida de otra especie vegetal, se
encontro que las hojas de la especie cianogénica resultaron ser menos palatables para estas
larvas que las muestras foliares de la espinaca (Spinacia oleracea), especie sin antecedentes
conocidos de la presencia de metabolitos secundarios disuasores de la alimentacion (Tabla
5.5).

Tomando en cuenta los valores de concentracion de cianoglicésidos obtenidos cuando las
hojas liberan su potencial cianogénico con el tolueno, fué posible calcular, de acuerdo a las
cantidades de tejido consumidas por las larvas, los microgramos de cianoglicosidos (HCN
potencial) ingeridos de acuerdo a la siguiente relacion: Cons HCN = C x K- L ; donde C
= Concentracion de HCN potencial en las hojas ( pg HCN/mg de hoja fresca), k =
Consumo de hoja/larva (mg), L. = cantidad de HCN liberado durante el consumo/larva (pg
HCN/larva). Se obtuvo que H.erato y S. frugiperda incorporaron valores similares de
estos compuestos (consumo corregido por peso larval) mientras que J. radians superd
mas de tres veces estas cantidades. Si se toma en cuenta el consumo por area foliar ingerida
se tiene que también con este parametro las tres especies ingirieron cantidades diferentes
de glicosidos cianogénicos. El analisis de las relaciones entre el tamafio de la hoja,
expresado bien sea como peso o 4rea, con su contenido cianogénico, sefialado al inicio de

esta seccion, explica las diferencias resefiadas anteriormente.
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Tabla 5. 3. Cantidades consumidas en funcion del peso fresco de las hojas de P.

capsularis por larvas de 111 instar durante 24 horas*

Especie Consumo de hoja Peso (mg) larvas Consumo ug HCN potenciales pgHCN
(mg/larva) (mg)/mg consumidos/ larva consumidos/ mg
larva larva
J. radians 52.56+ 11.18a 37.07+ 3.08a 1.43+034a|186+ 50.08a 504+ 1.35a,1
H. erato 22422+ 47.61b 306.76 + 36.26b |0.74+0.19b|469x 121.97b 1.53+ 0.38b,2
S. frugiperda | 74.70x20.13a 167.72 + 15.84c |0.45+0.14¢c |201.56+ 84.33a 120+ 0.53b,3

* Valores expresados como X + DE de 5 réplicas. Las letras iguales siguiendo a estos valores indican que

no hay diferencias significativas entre experimentos ( p> 0.05) segiin Test no paramétrico de Kruskal-Wallis.

Tabla 5. 4 . Cantidades consumidas en funcién del area de las hojas de P.

capsularis por larvas de I1I instar durante 24 horas*

Especie Consumo(cm?)/ Consumo ug HCN [ug HCN potenciales
larva (cmz)/mg larva | potenciales consumidos/mg  de
consumidos/ larva |larva
J radiqns 830+2.17a 0.22+0.05 a 180.78 £41.65a 4.83 + 091 a,1
H. erato 28.66+2.68b 0.10 £001b 562.39 £ 53.39b 1’.83 + 0.08 b,2
S.frugiperda 886+t 1.56a 0.05+0.02c¢ 184.31 +£30.26¢ 1.11+ 0.34 ¢,3

e Valores expresados como X = DE de 5 réplicas.

indican que no hay diferencias significativas entre experimentos ( p> 0.05)

paramétrico de Kruskal-Wallis. Niimeros semejantes sefialan que no hay diferencias

Las letras iguales siguiendo a estos valores
segiin Test no

significativas

( p> 0.05), segun el test de Mann-Whitney, entre los valores de pg de HCN consumidos/mg de

larva calculados de acuerdo al peso y al area en cada especie.
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Tabla 5.5. Comparacion del area foliar consumida (cm?) y peso consumido (mg) de
dos especies vegetales por larvas de Spodoptera frugiperda (Instar 1llI) durante 24

horas*

Especie Vegetal Area consumida (cm®)/ larva | Peso consumido (mg)/larva

Passiflora capsularis
886+156a 7470+ 20.13 a

Spinacia oleracea
14.60+0.64b 12444 + 8.28b

* Valores expresados como X = DE de 5 réplicas. Las letras iguales siguiendo a estos valores indican que

no hay diferencias significativas entre experimentos ( p> 0.05) segan Test de Mann-Whitney.

5.3. Determinacioén de la cantidad de HCN liberado en la alimentacidn de las especies
sobre P. capsularis. (durante 24 horas con larvas de 111 Instar).

La actividad de alimentacion de las larvas estuvo acompaiiada por la liberacion de HCN
de los tejidos foliares. Esta mostr6 ser diferente de acuerdo a la especie involucrada en el
proceso. J. radians y H. erato provocaron una menor produccion del volatil en
comparacion con S. frugiperda, que indujo un desprendimiento mayor ( casi seis veces
mas) (Tabla 5.6).

Tabla 5.6. Cuantificacion de HCN liberado en la alimentacion de las especies

estudiadas durante 24 horas ( Larvas de I1I Instar) *

Especie pg HCN liberado/mg planta % de HCN liberado respecto
consumido al total contenido en lo
devorado
J radians 240+ 1.12a 1.44+1.07
H. erato 041 +046a 0.09 + 0.09
S.frugiperda 13.28 £4.33b 7.78+ 5.78

* Valores expresados como X + DE de 5 réplicas. Las letras iguales siguiendo a estos valores indican que

no hay diferencias significativas entre experimentos ( p> 0.05) segun Test no paramétrico de Kruskal-Wallis.
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5.4. Destino de los cianoglicosidos ingeridos por las larvas

Las primeras pruebas realizadas para detectar cianogénesis en las larvas fueron realizadas
con ejemplares intactos de J. radians. En el proceso de maceracion pudimos percatarnos
que aun después de 24 horas de ayuno, las larvas todavia contenian una fraccion del
material vegetal en digestion. Esta circunstancia entorpecia averiguar si la posibilidad de
secuestro de los cianoglicosidos era cierta ya que para que este proceso se considere como
tal , los compuestos deberian atravesar la barrera de la pared del tubo digestivo del insecto
(Duffey, 1984). El tiempo de ayuno de 24 horas utilizado en nuestro trabajo fue
seleccionado como un periodo donde se suponia que el canal digestivo estuviera vacio,
tomando como referencias procedimientos realizados por otros autores quienes emplean
tiempos ain menores que el seleccionado para nuestro estudio (Wiesen et al., 1994) . En
vista de tal situacion, se procedié a hacer la diseccion de las larvas y el posterior analisis
espectrofotométrico de la liberacion de HCN de diferentes partes corporales de las larvas.
Esta separacion mostréo que los cianoglicosidos estaban presentes en, ademas del tubo
digestivo, la hemolinfa y la pared corporal (inluyendo la cuticula, misculos y tejido
£raso).

La comparacién entre la cantidad de HCN liberado por larvas intactas y las diferentes
partes disectadas de J. radians (labla 5.7) condujo a revelar una contribucion importante
del material vegetal en digestion ( mas del 50 %) al valor de HCN obtenido en la suma de
las partes y que ademds cuando este aporte se sustraia, se observaban diferencias
significativas con los valores de HCN obtenidos en las larvas no disectadas, lo que
induciria a una sobreestimacion de la capacidad de acumulacion de los cianoglicdsidos .
También se pudo constatar que en esta especie, dichos compuestos eran movilizados
desde el tubo digestivo hacia otras partes del cuerpo larval, tal como lo revel6 la presencia

de estos compuestos en el integumento ( 40%) y en menor cantidad, en la hemolinfa ( 7%).
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Tabla 5.7. Cuantificacién de los cianoglicosidos detcctados en diferentes partes

corporales de J.radians luego de 24 horas de ayuno (Larvas de Il Instar)

Parte corporal pug HCN/larva % del Total

Larva no disectada 8.64+2.6la

Pared corporal 4.38 + 0.88b 40.1 = 3.56
Hemolinfa 0.86 + 0.20c 7.4+3.16
Tubo digestivo 5.80 £2.12b 52.6+4.23
Suma de las partes 11.08 £ 3.03a 100

* Valores expresados como X + DE de 5 réplicas. Las letras iguales siguiendo a estos valores indican que

no hay diferencias significativas entre experimentos ( p> 0.05) segun Test no paramétrico de Kruskal-Wallis.

Como consecuencia de estos resultados las otras especies del estudio fueron directamente
analizadas discriminando el contenido de cianogénicos en el tubo digestivo del resto del
cuerpo larval (Tabla 5.8). El patron de reparticion de estos compuestos resulto ser diferente
de acuerdo a la especie estudiada. En H. erato la contribucion del tubo digestivo a la
cantidad total de cianoglicdsidos detectados fué menor que en las otras especies,
concentrandose la actividad cianogénica en la pared corporal . Las larvas de S. frugiperda
mostraron mayor actividad cianogénica concentrada en los tubos digestivos,
aparentemente por una menor capacidad digestiva del material vegetal consumido en
relacion con las especies anteriores. De las partes analizadas, La hemolinfa tuvo el menor
aporte a la actividad cianogénica en todas las especics (3% en H .erato 'y S. frugiperda;

7% en J. radians) .
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Tabla 5. 8. Distribucion de los cianoglicosidos en diferentes partes larvales

luego de 24 horas de ayuno (Larvas de 111 Instar).

Especie pg  HCN | % del total ngHCN en | % del Total | pg HCN en | % del total | Suma de ug
en pared hemolinfa/ tubo de HCN en
corporal/ larva digestivo/ las partes /
larva larva larva

J.radians 4.38 40.10 0.86 7.36 5.80 52.54 11.08
+0.88a +3.56 +0.20b +3.16 +2.12¢ + 4.23 |+ 3.03

H. erato 23.16 58.94 0.92 255 14.43 38.51 38.01
+941la +10.53 +0.08b + 0.74 [+0.72¢ + 9.83 |+ 9.53

S.frugiperda | 5.03 20.90 0.74 3.25 19.90 75.85 25.67
+2.83a + 11.41 + 0.74b + 0.88 |+843c + 11.14 |+ 7.43

* Valores expresados como X + DE de 5 réplicas. Las letras diferentes siguiendo a los valores indican que
hay diferencias significativas entre las partes corporales de larvas de una misma especie ( p< 0.05) segan Test

no paramétrico de Kruskal-Wallis.

3.5. Cantidad de cianoglicosidos excretados por las larvas

Las tres especies estudiadas eliminaron glicosidos cianogénicos a través de los heces. La
tabla 5.9 muestra que las concentraciones de HCN / mg de muestra seca fueron diferentes
dependiendo de la especie. S. frugiperda excretd la mayor cantidad cianoglicosidos (1.05
pg/ mg de heces), seguida de H. erato ( 0.51 pg/mg de heces) y por tltimo .J. radians
(0.11 pg/mg de heces).
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Tabla 5. 9 . Cuantificacion de cianoglicosidos en las heces de las especies estudiadas,

excretadas durante su alimentacion con P. capsularis durante 24 horas.

Especie Peso de heces|Peso de heces Relacion ug de
(mg)/larva (mg)/mg larva  |Excrecion/ |HCN/mg
consumo heces
J. radians 1616399 a 0.44+0.16a 044+011a{011+001a
H. erato 38.80+£6.04b 0.13 £0.03b 023+007a|051+£0.17b
S. frugiperda 379+ 1470 ¢ 024+0.12a 028+007a|105x031c

* Valores expresados como X = DE de 5 réplicas. Las letras iguales siguiendo a estos valores indican que

no hay diferencias significativas entre experimentos ( p> 0.05) segun Test no paramétrico de Kruskal-Wallis.

5.6. Cuantificacion de la capacidad defensiva de las larvas frente al ataque

depredatorio de Odontomachus chelifer

La figura 5.6 muestra los resultados de la interaccion de la hormiga Odontomachus chelifer

y las larvas estudiadas. Esta especie se revel6 como un excelente operador en el bioensayo

por su estereotipado comportamiento. Experiencias preliminares permitieron observar que
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Fig. 5.5. Comportamiento depredatorio de Odontomachus chelifer frente a una larva de 7. molitc
A. Aproximacién, B. Contacto antenal, C. Golpe mandibular, D. Ingestion
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este se desplegaba de acuerdo a cuatro fases perfectamente distinguibles: 1. Orientacion
hacia la presa, 2. Exploracion antenal, 3. Ataque a través de golpes mandibulares y 4.
Ingestion de la presa sorbiendo liquidos secretados por las heridas en el integumento (Fig.
5.5). En la grafica estan representadas las diferentes respuestas de la hormiga ante la
presencia de la presa diferenciadas de acuerdo a la especie y la dieta alimentaria
suministrada a la larva. Lamentablemente el objetivo de estudiar la capacidad defensiva de
las larvas en funcién de Ia fuente de nutricién no pudo cumplirse con las especies J. radians
y Herato por su renuencia a alimentarse tanto de la planta acianogénica Hybanthus sp.
como de la dieta artificial preparada para la experiencia. Los resultados incluyen las
respuestas obtenidas para las larvas del coledptero Tenebrio molitor (especie control),
Spodoptera frugiperda, diferenciadas de acuerdo a si fueron alimentadas con la dieta
artificial ( D.A.) o con hojas de P. capsularis (P.C.). También se presentan los resultados
de J. radians y H. erato alimentados con su hospedera natural P. capsularis, ya que, como

se sefiald anteriormente, resulté imposible que estas especies aceptaran la dieta artificial.

Figura 5.6. Respuestas de depredacién de Odontomachus chelifer frente a las especies

estudiadas*

Comportamiento Depredatorio de Odontomachus chelifer
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T.molitor S.frugiperda(D.A.)  S.frugiperda(P.c.) J.radians H.erato

* Se representan porcentualmente los encuentros en los que la respuesta resulté positiva en las tres categorias

consideradas. Se realizaron 12 bioensayos por especie larval.
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Puede observarse que siempre hubo aproximacion para establecer contacto antenal con
todas las especies evaluadas. También se puede ver que las larvas de S. frugiperda fueron
atacadas e ingeridas en igual proporcion que las larvas de T. molitor (controles),
independientemente de la dieta suministrada a las primeras. J radians, aunque resulto
tocada con las antenas en todas las oportunidades, la proporcion de ataques fué menor en
casi la mitad en comparacion con 7. molitor y S. frugiperda. En los casos en que se
presenté el ataque, las larvas nunca fueron ingeridas . Con H.erato se obtuvo resultados
similares . Las larvas fueron tocadas en 100% de los encuentros, pero la respuesta de ataque
resulté menor que la observada en el control y al igual que en J. radians, las larvas atacadas
no fueron ingeridas, logrando sobrevivir para completar su desarrollo hasta adultos.

Si se profundiza un poco mas en la respuesta de ataque (fig. 5.7) exhibida por la hormiga
frente a J. radians y H. erato, se encuentra que el nimero de golpes mandibulares por
encuentro resulté menor (de 1 a 2 mordidas/encuentro) en estas especies que el observado
en 7. molitor y S. frugiperda, las cuales presentaron valores similares entre si ( entre 4 y 7

mordidas/ encuentro), sin que hubiera relacion con el tipo de dieta ingerido por ésta.

Figura S. 7. Respuesta de ataque de Odontomachus chelifer

Comportamiento de ataque de Odontomachus chelifer

..

T.molitor S.frugiperda(D.A.)  S.frugiperda(P.c) J.radians

Namero de ataques por
encuentro

Valores expresados como X + DE de 12 réplicas. Las letras iguales siguiendo a estos valores indican que

no hay diferencias significativas entre experimentos ( p> 0.05) segin Test no paramétrico de Kruskal-Wallis.
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5.7. Deteccién y cuantificacion del HCN liberado en las larvas perturbadas
artificialmente y las atacadas por O. chelifer

Las tabla 5.10 muestra que no se logr6 detectar la producciéon de HCN como reaccién de las
larvas frente a un estimulo agresor, bien fuera generado artificialmente o producto del

ataque de la hormiga depredadora.

Tabla 5.10. Cuantificacién del HCN producide por las larvas en los experimentos de

perturbacion artificial y durante su enfrentamiento con Odontomachus chelifer

Especie pg HCN liberados/ larva |pg HCN liberados/ larva
con perturbacién arfificial |durante el ataque de

Odontomachus chelifer

J. radians No detectado No detectado

Herato No detectado No detectado

5.8. Balance global del flujo de cianoglicésidos en los sistemas P. capsularis-

lepidéptero (Figuras 5.8, 5.9, 5.19)

Jradians trasladé al término de las 24 horas del experimento una fraccion de
cianoglicésidos equivalente al 26 % de todo el potencial cianogénico contenidos
inicialmente en las hojas de P. capsularis. H erato mostré mayor eficiencia al incorporar
mas del 70% de los cianoglicésidos originales en la planta hospedera. Ambas especies
coincidieron en descomponer una pequefia fraccion de éstos en forma de HCN liberado en
el acto de alimentacion. S. frugiperda moviliz6 una fraccion semejante a H . erato desde la

hojas pero el porcentaje de liberacion de HCN resulté mayor.
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Luego de 24 horas de digestion del material vegetal, se encontré que éste tenia una
contribucion importante en la medicion de la actividad cianogénica tanto (como en J.
radians y H. erato) o mas que lo detectado en el integumento (como en S. frugiperda). La
suma de las actividades cianogénicas detectadas en la pared corporal, hemolinfa y tubo
digestivo representaron aproximadamente el 10% del potencial ingerido por las larvas
especialistas, mientras que S. frugiperda ( especie generalista) estuvo proximo al 15% de
acuerdo a la cantidad de cianoglicdsidos tomados del alimento. De todas las especies
consideradas, J. radians se comportd con mayor eficiencia de conservacion de estos
compuestos pues la actividad de eliminacién de los mismos a través de las heces resultd
menor que en H. erato y S. frugiperda. Esta ultima especie en particular excretd casi el
20% de los cianoglicésidos ingeridos inicialmente. La diferencia entre las cantidades de
estos compuestos ingeridos menos las cantidades movilizadas hacia la pared corporal,
hemolinfa, tubo digestivo y heces deberia representar cuanto de estos compuestos fueron
degradados por procesos propios del metabolismo de cada especie. Al respecto se pudo
observar que todas las especies metabolizaron més de la mitad de los cianoglicésidos
ingeridos, particularmente las larvas especialistas, cuyos procesos degradativos parecen

estar mejor adaptados para enfrentar a estos compuestos.
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Figura 5. 8. Distribucién porcentual de los cianoglicdsidos en la interaccion P.

capsularis-J.radians-O. chelifer

Liberados como HCN (1.3)

A
T 1 Utilizados en defensa
(No detectados)

Secuestrados (2.9)

> bR Ny T Tk Excretados
) : ] (0.98)
Ingeridos (98.7) \

Metabolizados (92.0) ,

En digestion (3.2)




65

Figura 5. 9. Distribucién porcentual de los cianoglicésidos en la interacciéon P.

capsularis- H. erato-O. chelifer
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Figura 5.10. Distribucion porcentual de los cianoglicésidos en la interaccion P.

capsularis- S. frugiperda-0O. chelifer
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6. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo han apuntalado diferencias importantes
en la forma como los metabolitos cianogénicos son movilizados a través de los sistemas
interactivos especializados  P. capsularis-J. radians y P. capsularis —H. erato en
comparacion con un sistema no especializado como P. capsularis-S. frugiperda. Dado que
en esta trilogia de sistemas el punto comun es la utilizacion de la especie vegetal como
recurso alimentario, ella puede servir de punto de inicio en el planteamiento de las ideas

generadas a partir de los resultados hallados.

Passiflora capsularis mostré ser una especie con un alto potencial cianogénico
manifestado por valores que oscilaron entre 0.18 y 0.34 % de HCN por peso de hoja fresca.
Se conoce que la passicapsina es su cianoglicosido mas representativo ( Fischer, 1982) y
en estudios conducidos para extraer este compuesto se han conseguido un rendimiento de
0.13% del peso total de hojas frescas utilizadas en el proceso. De acuerdo a los valores
medidos de liberacion de HCN sefialados anteriormente es razonable suponer que toda la
passicapsina fué convertida a HCN por la accién desfragmentadora que ejerce el tolueno en
las células de las muestras foliares y que permite poner en contacto las enzimas B-

glucosidicas con este sustrato cianogénico.

La comparacion de estos resultados con otros sefialados por la literatura permite
hacer algunas consideraciones interesantes. Por ejemplo, Alonso y Oliveros (2000)
encontraron, a partir de una metodologia similar a la empleada en este trabajo, cantidades
de HCN liberadas por P. capsularis que oscilaron entre 0.1 y 0.34 pg / mg de hoja fresca,
valores que son diez veces menores a los encontrados en aqui. Las muestras de hojas
provenian de plantas que habian sido colectadas en el campo y transferidas a macetas de
cultivo. Estos resultados contrastan con los sefialados por Oliveros (comunicacion
personal) quien utilizd hojas provenientes de plantas que crecian naturalmente en un

bosque de vegetacion secundaria similar de donde provinieron nuestras muestras. En éstas
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las concentraciones de HCN variaron entre 1.48 y 3.26 ug / mg de hoja fresca, valores que
son bastante parecidos a los sefialados por nosotros en este trabajo.

La produccién variable de cianoglicdsidos parece ser una condicion sujeta a la
procedencia geografica y condiciones de cultivo de P. capsularis. Esta caracteristica ha
sido observada por algunos autores en otras plantas cianogenas. Buttler (1965) encontré
que el contenido de cianoglicésidos en Trifolium repens variaba entre 0.0032 y 0.352 pg
de HCN/ mg de peso fresco de hojas jévenes provenientes de colectas con diferente origen
geografico. Podria pensarse que siendo el nitrégeno un elemento indispensable en la
conformacion de los cianoglicosidos, tierras pobres en este elemento tenderian a reducir la
capacidad cianogénica de las plantas. Sin embargo, resultados hallados por Briggs (1990)
no parecen ayudar a sustentar esta idea pues sus experimentos no revelaron un efecto
significativo de la disponibilidad de nitrégeno sobre la concentracién de HCN en Lotus
corniculatus. Otros autores han sefialado la relacién entre el grado de turgidez de las hojas
y la capacidad para liberar HCN cuando sus tejidos son fragmentados. Las hojas de
Manihot esculenta con potenciales hidricos bajos no producen cantidades detectables de
este volatil, ain cuando el contenido de cianoglicosidos sea alto (Bernays et al., 1977).
Cuando se comparan la cantidad de HCN liberado por P. capsularis en nuestros
experimentos con los sefialados por otros autores para diferentes especies cianogénicas, se
encuentra que la primera posee un potencial cianogénico sobresaliente que los insectos que
pueden colonizarla seguramente deben enfrentar. La siguiente tabla muestra algunos de
estos valores con propdsitos comparativos:

Tabla 6.1. Cuadro comparativo de la capacidad cianogénica de algunas especies

vegetales

Especie pg de HCN/mg de hoja fresca | Fuente

Acacia chiapensis 0.363 Rehretal., 1973

Acacia farnesiana 0.037 Rehr et al., 1973
Trifolium repens 0.352 Butler, 1965
Dimorphoteca barberiae 1.21 Butler, 1965

Passiflora edulis 0.116 Spencer y Seigler, 1983
Passiflora ambigua 0.033 Thomson y Brimer, 1997
Cassava esculenta 0.594 Spencer y Seigler, 1983
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6.1. Comportamiento de las especies de lepidopteros cuando utilizan a P. capsularis

como alimento

A partir de los resultados mostrados en este trabajo quedd evidente que P.
capsularis cuando es sometida al ataque de herbivoria responde con la liberacién de HCN,
producto de la auto-hidrolisis de los cianoglicdsidos contenidos en sus hojas. Segin el
modelo de Kakes ( 1993), la actividad masticatoria de las larvas permitiria poner en
contacto a los cianoglicésidos con las enzimas glucosidasas encargadas de su degradacion,
las cuales originalmente estdn localizadas en compartimientos de la pared celular. AUn
cuando las tres especies de larvas se alimentaron de P. capsularis y provocaron la reaccion
cianogénica en ¢ésta, existen dos parametros evaluados en este proceso que merecen ser
atendidos con mas detalle. El primero de ellos se refiere a que la cantidad de tejido foliar
consumido por peso larval no fué la misma en todas las especies. J.radians consumié dos
veces mas tejido foliar que Herato y S. frugiperda, presentando esta ultima el menor valor
de consumo de todas.

Es particularmente interesante el comportamiento seguido por esta ultima especie
pues trae a la discusion el polémico tema acerca del papel activo de la cianogénesis para
frenar la herbivoria de insectos. Si se comparan los valores de consumo de P. capsularis
por parte de S. frugiperda con los obtenidos cuando se alimenta con hojas de Spinacea
oleracea se encuentra que el consumo promedio sobre estas hojas fué de aproximadamente
15 cm? de area foliar frente al valor de casi 8 cm?” ingeridos de P. capsularis por larvas de
la misma edad y en un mismo lapso de tiempo. Estos valores representan una reduccién en
el consumo de aproximadamente 40%, indicando que en una situacion de no seleccion, las
larvas de §. frugiperda pueden llegar a aceptar a P. capsularis pero al costo de reducir el
consumo , influenciado probablemente por la accién de mecanismos disuasores de la
alimentacion hallados en P. capsularis y que en las hojas referenciales de espinaca no

estarian presentes.

Otro de los parametros obtenidos que resultaron de interés tiene que ver con la

cantidad de HCN liberado en el proceso de alimentacion de las larvas. J . radians y H.
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erato provocaron un menor desprendimiento de este volatil en comparacién con S .
Sfrugiperda ( casi seis veces mas que las especies anteriores). Aunque la comparacion
estadistica de los valores obtenidos para J .radians y H. erato no fueron significativamente
diferentes, la tendencia observada en esta ultima fué la de minimizar ain mas que J.
radians la emisién de HCN en su actividad masticatoria de P. capsularis. Estas tendencias
parecen reflejar una situacién en la que un lepiddoptero no especializado sobre esta planta
como lo es S. frugiperda, cuando esta en una situacion de no seleccion utiliza esta planta
para alimentarse reducidamente pues debe enfrentar a su quimica defensiva, para la cual no
esta suficientemente preparada para superarla como lo hacen J. radians y H erato ( insectos
especializados). Como consecuencia de este razonamiento surge la siguiente pregunta: ¢, Es
la liberacion de HCN el agente causal para explicar la alteracién del comportamiento
alimentario en un insecto no especialista como S. frugiperda?. A proposito Bernays y
Chapman (2000) plantearon que la palatabilidad de una planta a un insecto refleja un
balance entre sefiales sensoriales que indican propiedades fagoestimulantes ( azicares, por
ejemplo) del potencial alimento y otras que indican propiedades disuasivas o
fagodepresoras ( donde participan los metabolitos secundarios). La situacion de
impalatabilidad surge cuando las sefiales disuasivas de un determinado alimento sobresalen
y actian sobre el sistema sensorial del insecto inhibiendo su alimentacion. En el caso de los
cianoglicésidos, la mayoria de los experimentos y discusiones acerca de su papel
defensivo han estado enfocados sobre la produccion de HCN, el cual, como es
suficientemente conocido, es altamente toxico para los organismos. Poco se sabe acerca de
las propiedades disuasivas de la alimentacion en los cianoglicésidos en aquellos casos
donde la liberacion de HCN no esté involucrada y donde caracteristicas intrinsecas de éstos
pudieran ser tanto o mas importantes.

Una condicién determinante para que la actividad defensiva del HCN fuera eficiente
seria que su liberacion fuera rapida y concentrada. Los datos obtenidos aqui no ayudan a
esclarecer la dinamica de produccién de este compuesto volatil en el tiempo, pero es
sintomatica la observacion acerca del patréon interrumpido de alimentacion en S. frugiperda
de nuestros experimentos. Pudo notarse que las larvas de esta especie tendian a alimentarse
con frecuentes interrupciones, mostradas por la aparicion de pequefias areas consumidas

esparcidas por toda la superficie foliar, a diferencia de las larvas especialistas que seguian
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un patrén mas regular y continuo, caracterizado por el consumo de la hoja desde sus
margenes con desplazamiento progresivo hasta la nervadura central. Esta estrategia de
alimentacion interrumpida ha sido sefialada para insectos que enfrentan una gran variedad
de metabolitos secundarios en su comportamiento polifago y bien pudiera ser explicada
por la liberacién de HCN hasta niveles que el insecto no puede tolerar y provoca el cese
temporal de la alimentacion. Bernays et al. (1977) ilustraron esta situacion con el
saltamonte polifago Zonocerus variegatus alimentindose de la especie cianogénica
Mani::ot esculenta. Estos autores observaron que cuando el insecto mordia la hoja era
inmediatamente repelido, presumiblemente por la liberacion de HCN, pero luego de un
intervalo de tiempo corto la alimentacion era reanudada. Casos de alimentacion continua
fueron observados tinicamente en hojas en avanzado estado de marchitez, en el cual la
produccion de HCN era muy reducida. Woodhead y Bernays (1977), mostraron que las
plantas de sorgo ( Sorghum bicolor) estaban mejor protegidas del ataque de insectos
caundo eran muy jovenes, enfatizando que esta proteccion era conferida por las mayores
tasas iniciales de liberaciéon de HCN cuando ninfas de Locusta migratoria mordian hojas
jovenes que cuando lo hacian sobre hojas maduras.

En nuestro caso, adicionalmente a la posible rapidez con que se genera la respuesta
cianogénica contra S. frugiperda esta la mayor cantidad de HCN liberada por la accion de
esta especie y que mostraria una menor capacidad por parte de las larvas generalistas para
enfrentar la hidrolisis de los cianoglicosidos de P. capsularis en el momento de
alimentarse. Es interesante pensar en la posible actividad adicional de las propias enzimas
beta-glucosidicas del insecto, detectadas en las secreciones salivares de las larvas de
lepidépteros polifagos, y que probablemente contribuirian en los procesos de hidrolisis de
los cianoglicosidos (Mattiaci et al., 1995).

En contraste se ha sefialado que los lepidopteros que crecen sobre plantas
cianogénicas poseen la “ habilidad “ de inhibir la hidrolisis por la formacién de un
complejo bloqueador entre enzimas propias de las larvas y el cianoglicosido de la planta,
previniendo consecuentemente la liberaciéon de HCN ( Gilbert, 2000). Esta accion deberia
desarrollarse inicialmente en el acto de alimentacion y explicaria el por qué en un insecto

no especialista como S. frugiperda la cantidad de HCN liberado resulté mayor.
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6.2. Destino de los cianoglicésidos ingeridos por las larvas en estudio

Los resultados mostraron que la hidrdlisis de los compuestos cianogénicos contenidos
en P. capsularis por la accion alimentaria de las larvas, manifestada por la liberacion de
HCN, fué un proceso que implicé una pequefia disminucién del potencial cianogénico total
de la planta . Mas del 90% del mismo se incorpor6 a los procesos digestivos en las larvas
de los lepiddpteros estudiados. Los resultados también han mostrado diferencias
importantes es la manera como éstos han movilizado la carga de cianoglicosidos ingeridos,
reflejando seguramente diferentes estrategias fisiologicas determinadas por la condicion
especializada o generalista de la especie larval en cuestion. Nuevamente S. frugiperda
presentd caracteristicas llamativas. Tras el periodo de alimentacién de 24 horas sobre P.
capsularis se encontrd que en los ejemplares de esta especie la mayor actividad cianogénica
se encontraba en el tubo digestivo, seguida por .J. radians (50%) y H. erato (38%). Surge la
pregunta acerca de si estos resultados indicarian diferentes capacidades para la
metabolizaciéon de compuestos que como los cianoglicosidos poseen un alto potencial de
toxicidad. Profundizando un poco mds, seria pertinente preguntarse acerca de los
mecanismos bioquimicos que hacen a las propias beta-glucosidasas existentes en el
estébmago de las larvas ( Mattiacci et al., 1995) inactivas en la hidrélosis de la carga de
cianoglicdsidos ingerida y los procesos de inhibicion de las beta-glucosidasas propias del
material vegetal ingerido.

Dos posibles mecanismos bioquimicos han sido propuestos como vias de destoxificacion
del acido cianhidrico en lepidopteros: La primera se refiere a la produccion de tiocianato
por intervencion de la enzima rodanasa. L.a segunda se debe a la accidn catalizadora de la
BCA sintasa que conduce a la producciéon de P-ciano-L-alanina (BCA) ( Witthohn y
Naumann, 1987). Aunque ninguno de estos dos sistemas de destoxificacion ha sido
demostrado enlazado a cianoglicosidos como la passicapsina, éstos podrian ser capaces de
destoxificar el HCN liberado por ésta , como ha sido sugerido por Witthohn y Naumann

(1987) para los cianoglicosidos linamarina y lotaustralina.
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La presencia de BCA ha sido demostrada en larvas de Spodoptera exigua (Brattsten et al.,
1983) y en mariposas del género Heliconius (Witthohn y Naumann, 1984). Jones (1979)
ha sefialado que mecanismos de destoxificacion deberian estar presentes en todas las
especies de herbivoros pues en casi todas las especies de plantas angiospermas se
encuentran cianoglicésidos, aunque sea en pequefias cantidades.

Brattsten et al. (1983) encontraron que altas dosis de cianuro producian
envenenamiento agudo de larvas del lepidoptero polifago S. eridania sin ningin contacto
previo con este toxico. Sin embargo, si las larvas ingerian previamente dosis bajas de éste
podian adquirir resistencia, atribuyendo ésto a la induccién del mecanismo desintoxicante
de la B- cianoalanina sintetasa. Estos mismos autores encontraron que larvas de sexto
instar de la especie antes referida , a las que se les inyectd cianuro ( como KCN diluido en
agua), mostraron un LDsy de 332 mg de HCN/ Kg, revelando la alta capacidad de
tolerancia de esta especie generalista. Estos valores pueden servir de referencia para
argumentar' la existencia de mecanismos simtilares en los lepidopteros estudiados por
nosotros. En particular, para S. frugiperda seria razonable la suposicion acerca de la
existencia de procesos donde estén involucradas los complejos enzimaticos antes sefialados
puesto que la dosis de HCN potencialmente producibles ingeridos por las larvas a partir
de P. capsularis supera mas de tres veces la dosis letal antes referida. Un segundo destino
encontrado para los cianoglicdsidos ingeridos fué revelado por su presencia en la
hemolinfa. Las tres especies coincidieron en presentar los menores valores de actividad
cianogénica en relacidn con las otras partes corporales analizadas. El que se haya detectado
la presencia de esta actividad en la hemolinfa resulta un importante indicador de que los
cianoglicésidos han superado la barrera bioquimica digestiva y de la existencia de
mecanismos conservativos dirigidos a bloquear la hidrolisis de éstos. Estos mecanismos
son poco conocidos en insectos, pero en plantas cianogénicas se ha encontrado que los
glicosidos cianogénicos son transportados a través de largas distancias convirtiéndolos para
esta movilizaciébn en diglucdsidos (por accién de diglucositransferasas) que no son
reconocidos por las beta-glucosidasas como sustrato de degradacion (Jones et al., 2001). No
pudimos encontrar evidencias en la literatura de la existencia de mecanismos parecidos en
insectos, pero se conoce, por ejemplo, que en Zygaena trifolii, 1a hemolinfa mostr6 los

mayores valores de actividad para la beta-glucosidasa en comparacion con la hallada en el
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estomago (Witthohn y Nauman, 1984). Este hecho justificaria que existieran mecanismos
que reduzcan tal actividad para prevenir que se genere toxicidad en la larva. Nahrstedt
(1996) seiial6 que la produccion de HCN en la hemolinfa de Zygaena trifolii era impedida
por inhibidores iénicos (como el Ca™" y Mg'")  de la linamarasa pero no aporté luces
acerca de cdmo esta enzima es reactivada para que el propio sistema cianogenico de la
larva funcione. En nuestro trabajo llama la atencion que la concentracion de
cianoglicésidos haya sido tan baja en la hemolinfa de J .radians y H. erato en comparacion
con los datos obtenidos para otras especies-de lepidopteros que se alimentan también de
plantas cianogénicas. Por ejemplo, Nahrstedt (1996) encuentra que la hemolinfa es la parte,
después del integumento, donde mayormente estan concentrados los cianoglicdsidos
linamarina y lotaustralina en la polilla Zygaena trifolii , aunque también es importante
sefialar que esta especie ademas de incorporar cianoglicosidos de su planta hospedera,
sintetiza *“ de novo” el mismo tipo de compuestos y los emplea en secreciones defensivas,
explicando tal vez la necesidad de concentrarlos en la hemolinfa como medio de transporte
desde el cuerpo graso donde son producidos (Nahrstedt, 1996). Un patréon similar de
concentracion alta de metabolitos secundarios en la hemolinfa de lepidépteros con
propiedades defensivas lo poseen las larvas de  Athalia rosae (Hymenoptera:
Tenthredinidae), las cuales adquieren glucosinolatos de Sinapis alba (Brassicaceae) y los
concentra en la hemolinfa para luego ser secretados a través del integumento con
propositos defensivos ( Muller et al., 2001). En nuestro trabajo, ninguno de los insectos
especialistas estudiados mostré evidencias de la existencia de secreciones de igual
naturaleza y con propositos semejantes a los ejemplos referidos.

La pared corporal fué el tercer lugar estudiado para el seguimiento de los
cianoglicdsidos en el cuerpo larval de los lepidopteros analizados . Este incluye la cuticula,
musculos y tejido adiposo. J. radians y H. erato coincidieron en presentar la mayor
actividad cianogénica en estas partes. Dado que no se hizo una diferenciaciéon mas
exhaustiva de los diferentes tipos de tejidos, la concentracidén observada en su conjunto
puede representar, posiblemente, dos posibles estrategias de movilizaciéon de los
cianoglicésidos. L.a primera estaria relacionada con la centralizacion de la actividad
desintoxicante en el tejido adiposo de los insectos. La actividad del complejo citocromo

P450 en el cuerpo graso ha sido reconocido como fundamental en procesos de
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desintoxicacion de lepiddpteros y ortépteros. Adicionalmente, Witthohn y Naumann (1984)
sugieren que la mayor actividad de la beta-cianoalanina sintetasa en el tejido adiposo de la
polilla cianogénica Zygaena trifolii puede estar relacionada con la concentracion de
cianoglicésidos en estos tejidos.

Otra posibilidad importante que explicaria la notoria concentracion de cianoglicosidos
en tejidos diferentes al tubo digestivo y hemolinfa seria la movilizacion de estos
compuestos hacia el tejido cuticular de las larvas de J. radians y H. erato. De la
deposicion de aleloquimicos en el integumento de larvas lepidopteras se conocen algunos
casos. Pueden mencionarse a los alcaloides pirrolizidinicos en Creatonotos transiens
(Boppré, 1990), cannabinoides en Arctia caja (Rothschild et al., 1977) y glicésidos
cardiacos en Sytoneida epilais (Von Nickisch-Rosenegk et al., 1993; citado por Montllor et
al., 1991). Las larvas de Zygaena trifolii acumulan cianoglicosidos en cavidades cuticulares
en una concentracion que puede alcanzar mas del 50% de la concentraciéon total corporal
de estos compuestos. Cuando estas larvas son atacadas se secreta desde las cavidades un
liquido incoloro con propiedades disuasoras para aves, reptiles y hormigas (Nahrstedt,
1996). Nada se conoce acerca de los mecanismos fisioldgicos que movilizan estos
compuestos hacia la cuticula. Para los alcaloides pirrolizidinicos y glicosidos cardiacos se
ha sefialado la existencia de transportadores que facilitan la transferencia de los mismos

desde el estomago hacia las células epidérmicas ( Montllor et al., 1991).

6.3. Excrecion de los cianoglicosidos a través de las heces

Las diferencias observadas en los niveles de cianoglicosidos detectados en las heces de
las especies analizadas sugieren la existencia de estrategias conservativas de éstos
compuestos en J. radians 'y . erato, no asi en S. frugiperda, la cual eliminé casi el 20% de

los cianoglicdsidos ingeridos a través de esta via.

Esta tendencia a eliminar tdxicos a través de las excretas ha sido observada en varias
especies de insectos herbivoros, siendo un proceso fisiolégico conocido como estrategia
farmacokinética (Muller et al., 2001). El lepidoptero noctuideo Manduca sexta, por

ejemplo, excreta a través de las heces la mayor parte de la nicotina ingerida (Brattsten,
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1988). De acuerdo a los resultados de nuestro trabajo, S. frugiperda estaria haciendo uso de
mecanismos parecidos con el afiadido de la preservacion de los cianoglicdsidos inestables
que fueron ingeridos. En el otro extremo de comportamiento estan las especies J. radians,
y H. erato las cuales parecen asimilar en mayor grado el material cianoglicdsido ingerido,
reflejando  una mayor capacidad adaptativa para su consumo. Algunos autores han
encontrado una correlacién negativa importante entre la capacidad para secuestrar
compuestos secundarios con la cantidad de éstos eliminados por las heces. Esto es, las
especies con tendencias a la bioacumulacion controlarian el balance de estos compuestos a
través de la minimizacion de la salida de ellos por las heces (Bowers et al., 1993; Muller et

al., 2001).

6.4. Capacidad defensiva de las larvas y su relacién con los cianoglicésidos

La presencia comprobada de cianoglicosidos en partes diferentes al tubo digestivo en
las tres especies de larvas analizadas abri6 el camino conducente a pensar si esta propiedad
de movilizar dichos compuestos hacia partes especificas corporales les confiere alguna
capacidad protectora frente al ataque de un potencial depredador. Los resultados mostraron
que el comportamiento altamente agresivo .y depredatorio de la hormiga Odontomachus
chelifer observado con las especies predictivamente protegidas quimicamente se vid
fuertemente inhibido cuando se les suministraba larvas de J. radians y H. erato como
presas. Estas especies parecieran tener un sistema protector cuyo reconocimiento se hace a
través de los receptores sensoriales de las antenas ( en todos los encuentros hubo palpacién
antenal) y podria actuar en dos niveles. El primero ocurre cuando luego del acercamiento
antenal, la hormiga se retrae para luego alejarse y no atacar. El segundo esta referido al
caso ocurrido en algunas larvas que fueron atacadas pero pareciera haber un
reconocimiento de la presencia de un compuesto que inhibe a la hormiga de seguir
mordiendo. Resulta interesante establecer algunas consideraciones al respecto. El tipo de
comportamiento sefialado anteriormente se conoce como evasién proximal a un quimico
defensivo por parte del depredador atacante (Brower, 1984). Este debe entrar en contacto
con la presa para percibir la sefial quimica antes de decidir el ataque o rechazo. Este tipo de

evasion contrasta con aquella que se establece a distancia, cuando el depredador reconoce
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la sefial y el contacto fisico no es necesario. Estas sefiales no son necesariamente de tipo
quimico ( volatiles) sino que también el color puede ser un estimulo disuasor importante.
Es razonable pensar que aquellos compuestos quimicos que facilitan esta Gltima respuesta
serian mas ventajosos tanto para el depredador como para la presa. El primero no
malgastaria tiempo y energia en un recurso no palatable, mientras que la segunda evitaria
ser dafiada por el atacante. Sin embargo, la evasién proximal que contempla inclusive el
ataque, tendria consecuencias importantes en aquellos depredadores donde la experiencia
de contactos negativos anteriores puede ser una pieza clave en los procesos evolutivos de la

impalatabilidad (Vet y Dicke, 1992).

Nuestros resultados no permiten hacer inferencias acerca de la capacidad de
Odontomachus chelifer para exhibir respuestas condicionadas, pero esta idea resulta
atractiva de tomar en cuenta, ya que mostré un comportamiento depredatorio bastante
estereotipado, y adicionalmente como pudo ser observado , J. radians y H. erato
sobrevivieron al ataque . Estas condiciones son sumamente importantes para que el
caracter defensivo de un quimico tenga valor adaptativo (Brower, 1984). Esto estaria en
consonancia con la posicién de algunos autores (por ejemplo, Wiklund y Jarvi, 1982) que
han sefialado que la capacidad que posea un depredador para “juzgar” rapidamente la
calidad de la presa capturada y que resulta en la posterior liberacion sin mayor dafio de ésta
es una forma determinante para que los genes de impalatabilidad puedan incrementar su

frecuencia en una determinada poblacién de mariposas.

Existen varios trabajos donde se reconoce la impalatabilidad de los heliconinos. La
mayoria utilizaron aves como depredadores y las presas evaluadas han sido heliconinos
adultos. Por ejemplo, Brown y Francini (1990) resaltaron la importancia defensiva de los
cianoglicosidos adquiridos por las larvas de sus plantas hospederas (Passifloraceas), aunque
no sefialaron frente a cudl depredador se evalu6 esta capacidad. Brower et al. (1964),
citados por Brower (1984), encontraron que siete especies de heliconiinos entre ellas H.
erato fueron rechazados por pajaros tanagridos en Trinidad. Muhtsasib y Evans (1987)
hallaron una fuerte correlacién entre la presencia de linamarina en Zygaena filipendulae

con la inhibicién de su depredacion por aves.
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Para J. radians la ausencia de evidencias experimentales de proteccion por defensas
quimicas son casi absolutas. Orellana (2000) realiz6 pruebas con la araiia Nephila clavipes
como operador en bioensayos de laboratorio encontrando que de quince larvas de cuarto
instar utilizadas, catorce de ellas fueron rechazadas por las arafias y solo una fué aceptada.
Este autor no encontr6 evidencias claras de cianogénesis en larvas de esta especie, y
sugiere una mayor importancia para los alcaloides detectados en sus experimentos en sus

experimentos preliminares.

Establecer la responsabilidad de que un determinado compuesto secundario participe
de las estrategias defensivas en los organismos que los acumulan o producen ‘“de novo”
no es tarea facil ni puede hacerse a priori. La teoria permitiria predecir que especies de
insectos herbivoros estrechamente asociados con plantas que producen metabolitos
secundarios con propositos defensivos tenderian a desarrollar la capacidad para secuestrar
esas moléculas nocivas de sus plantas hospederas para utilizarlas luego en su propia
defensa (Brower et al., 1967). De acuerdo a esto resulta razonable pensar que la evidente
capacidad defensiva demostrada en las larvas de J .radians y H. erato de nuestro trabajo se
deriva de la utilizacion por parte de esta especie de la planta P. capsularis.
Adicionalmente, dado que esta especie vegetal mostr6 poseer un alto potencial
cianogénico, seria facil suponer que estas propiedades defensivas de los insectos se deben
al secuestro de estos compuestos. Sin embargo, las evidencias conseguidas en nuestro
trabajo no pueden ser catalogadas como concluyentes en favor de esta idea. Preferimos
tomar una posicion mas prudente puesto que uno de los aspectos claves que tenia que ver
con la demostracién de que que la planta hospedera era la fuente de impalatabilidad
necesariamente implicaba seleccionar una cepa de J. radians o H. erato que aceptaran
alimentarse bien de una planta con antecedentes conocidos de ausencia de compuestos
toxicos o a través de la formulacion de una dieta artificial con ingredientes de igual
condicion. LLamentablemente, los esfuerzos dirigidos a conseguir estos objetivos resultaron
infructuosos. Larvas de diferentes instares de las dos especies sefialadas rechazaron
alimentarse tanto de Hybantus sp. como de la dieta artificial. Sin duda, hace falta mayor

conocimiento acerca de las sustancias fagoestimulantes responsables de la aceptacion de P.
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capsularis como fuente de alimentacion. J. radians es una especie que puede aceptar otras
especies de passifloras, como por ejemplo, P. cuneata y P. biflora ( Lopez, comunicacion
personal) por lo que resulta interesante evaluar en un futuro si caracteristicas como la tasa
de supervivencia o la capacidad defensiva puede variar de acuerdo a la especie de
Passiflora considerada. Valdria la pena también estudiar el posible rol de los
cianoglicosidos y el HCN en el reconocimiento por parte de este insecto de las passifloras

como recurso de alimentacion adecuado.

Las experiencias hechas con la manipulacion de la fuente de alimento tuvieron mas
éxito con S. frugiperda. Los resultados obtenidos mostraron que la asociaciéon con P.
capsularis por parte de este noctuideo no le aport6 capacidad defensiva frente a
- Odontomachus chelifer. Aunque se logré demostrar que las larvas tenian la propiedad de
acumular cianoglicésidos en tejidos diferentes al tubo digestivo, la similitud de los valores
de depredaciéon con las observadas en las larvas control no revelan que éstos actuaran
como inhibidores del comportamiento depredatorio de las hormigas. De una forma
caracteristica, las larvas de S. frugiperda reaccionaban al ataque produciendo un
regurgitado con un efecto nulo sobre las hormigas, que en varias ocasiones fueron vistas
consumiéndolo. Este liquido entérico  deberia contener una importante carga de
cianoglicosidos no metabolizados, como se desprende de los resultados discutidos en la
seccion donde se describio la movilizacidon de estos compuestos dentro de la larva. Esto
daria apoyo para pensar, al menos en S. frugiperda, en el reducido papel defensivo de
estos compuestos en el binomio larva-Odontomachus chelifer.

Otra posibilidad que se plante6 inicialmente era que las larvas especializadas en P.
capsularis mostraran mecanismos de liberacion del volatil HCN como respuesta defensiva
al ataque depredador, tal como ha sido observado en otros insectos asociados a plantas
cianogénicas (Nahrstedt, 1996; Blum et al., 1981; Brower, 1984). Ni los experimentos de
perturbaciéon mecéanica ni aquellos donde las larvas de J. radians y H . erato fueron
atacadas por las hormigas revelaron la la liberacidon (al menos detectable por la técnica
utilizada) de HCN. La presencia de drganos especializados para tal fin parece descartable
asi como también la presencia de secreciones cuticulares observadas en otras especies de

larvas cianogénicas.(Nahrstedt, 1996). La no detecciéon de la liberacion de HCN en el acto
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del golpe mandibular de la hormiga también parece descartar la posibilidad que este volétil
pudiera jugar un papel activo en la defensa de J. radians y H. erato, ain a pesar de que su
potencial cianogénico fué demostrado con la maceracidn de sus tejidos en ausencia de beta-

glucosidasa ex6gena. -

Queda atin sin contestar la pregunta acerca del origen de las propiedades defensivas
observadas en las larvas especialistas de P. capsularis. Recientemente, Pérez (2002)
comparé la quimica de esta planta con la de las larvas y adultos de J. radians, encontrando
una notable similitud entre compuestos hallados en la planta hospedera y los encontrados
en el insecto. Particularmente son interesantes aquella encontrada en compuestos de
naturaleza alcaloidal cuyas propicdades defensivas {ueron evaluadas contra la hormiga
Solenopsis geminata, observandose que cstos compuestos poseeian un fuerte cfecto
fagodepresor. Queda abierta entonces la posibilidad de que las evidentes capacidades
defensivas de J. radians y 1. erato scan derivadas de otros compuestos diferentes a los
cianoglicosidos. Esta posibilidad ya ha sido sugerida por Brown y Trigo (1994) para los
heliconiinae ¢n los cuales se ha demostrado la acumulacion de cantidades importantes de
alcaloides beta-carbonilos cuyos efectos sobre depredadores no han sido suficientemente

estudiados.

Las consideraciones planteadas cn estos pdarrafos forman parte de un abanico de
posibilidades. Crcemos que uno de los corolarios mas importantes derivados de este
{rabajo cs que la cvidencia de la presencia de un aleloquimico en una especie de mariposa
no prueba que éstas estin defendidas precisamente por estos compuestos. Se necesitan
estudios futuros donde deben combinarse la identificacion de los quimicos con bioensayos
que tengan significado ecoldgico y que las pruebas experimentales en el campo deben
confirmar las deducciones obtenidas en el laboratorio. La fenologia de la planta, las
variaciones intraespecificas de éstas y sus herbivoros, ademas de los efectos sinérgicos
entre los aleloquimicos y la dindmica poblacional de los depredadores, son algunos de los
factores que determinan ¢l éxilo de una barrera quimica para modular la relacién natural de

un sistema tritréfico (Camara, 1997a).



81

7. CONCLUSIONES -

*
Qe

Passiflora capsularis es una planta con una alta capacidad de cianogénesis puesta
de manifiesto cuando se produce la fragmentacion celular bien sea por la accién de
un quimico inductor (Tolueno) o por la actividad masticatoria de las larvas de los

lepidépteros que la utilizaron como recurso de alimentacion.

[l comportamiento alimentario de las larvas de los lepidopteros en estudio varié de
acuerdo a la especic. Las larvas de J. radians y I erato ( especialistas) presentaron

mayores tasas de consumo foliar en comparacién con las larvas generalistas de S

frugiperda. De acuerdo al comportamiento interrumpido de alimentacién

obsrervado en S. frugiperda, es razonable suponer que estos resultados sean

producto de la respuesta cianogénica de la planta.

La liberacion de 11CN que acompafié ¢l proceso de alimentacién de las larvas
resultd mayor en el insccto generalista S. frugiperda que en las larvas especialistas
J. radians y Il. erato. Lstas Gltimas parecen estar mejor adaptadas para sortear la
hidrélisis, durante ¢l acto de alimentacion, dc los cianoglic6sidos contenidos en los

tejidos de P. capsularis.

[.a cantidad de cianoglicésidos descompuestos a HCN representd apenas una
pequeiia fraccion del total de estos compuestos que ingresaron al tubo digestivo de

las larvas estudiadas.



*,
o

82

La carga de cianoglicésidos ingeridos por las tres especies siguié rutas semejantes.
Las diferencias aparecieron en las cantidades de cianoglicésidos detectados en cada
uno de los compartimientos analizados. Las larvas generalistas presentaron una
menor tasa digestiva del material foliar consumido de P. capsularis. Desde este
compartimiento los cianoglicésidos fueron movilizados hacia la hemolinfa y pared
corporal en las tres especies. Todas éstas coincidieron en metabolizar mas de las dos
terceras partes de la carga inicial de estos compuestos. Las heces resultaron una via

importante para la especie generalista de eliminacion de los cianoglicésidos.

Las larvas especialistas mostraron una capacidad defensiva eficaz frente a la
accion de la hormiga generalista Odontomachus chelifer 'y no asi la especie
generalista. Esta propiedad no parece estar relacionada con la presencia de los

cianoglicosidos en sus tejidos.

Las evidencias halladas en este trabajo orientan la apreciacidon de que las larvas
especialistas manejan la carga de cianoglicosidos adquirida de su hospedera natural
P. capsularis sobre la base de estrategias conservativas de estos compuestos
utilizables como fuente metabolica importante, por encima del rol defensivo
hipotético que se planted inicialmente.en este trabajo. Queda abierta la posibilidad
de indagar por otros compuestos que pudieran ser claves en explicar su demostrada

capacidad defensiva .
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9. APENDICE

Tabla 9.1. Dieta artificial utilizada para el experimento de alimentacion de J.radians

y H. erato con una fuente distinta a P. capsularis (inspirada en Morton, 1979).

Ingredientes Cantidad
Harina de soya 35¢g
Germen de trigo 30g
Sacarosa 18¢g

Liofilizado de Passiflora capsularis como fagoestimulante* 10 g

Acido ascorbico 02¢g
Benzoato de Sodio 0.08 g
Formalina (10%) 0.2 ml
Agua destilada 50 ml

*Previo a la liofilizacion se macerd el material foliar fresco en una pequefia porciéon de

agua destilada con el propdsito de hidrolizar los cianoglicdsidos contenidos en la misma.
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Tabla 9.2. Dieta artificial para la cria de las larvas de Spodoptera frugiperda en el

laboratorio (Modificada de Maldonado, comunicacion personal)

Ingredientes Cantidad
Caraotas blancas 400 g
Caseinato de Calcio 30g
Levadura de cerveza granulada 30 g
Agar 30g
Acido sérbico 3g
Actido ascorbico 7¢g
Complejo multivitaminico 1 capsula
Benzoato de sodio 5¢g
Formalina (10%) Sml
Agua destilada 1250 ml
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9.3. Respuesta depredatoria de otros insectos sobre larvas de Josia radians: el caso de

Zelus sp. (Hemiptera: Reduvidae) .

En una de las numerosas visitas a al sitio de recoleccion del material biolégico de prueba
pudimos toparnos con una puesta de huevos de origen desconocido colocados en una hoja
de P. capsularis. Fueron llevados al laboratorio y se les permitid el desarrollo obteniéndose
12 ninfas de un hemiptero del género Zelus las cuales fueron alimentadas con larvas de
Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) durante toda su metamorfosis. Del
nimero inicial de ninfas lograron sobrevivir siete ejemplares de V instar, que fueron
utilizados para un bioensayo donde se enfrentaron a larvas de II instar de Josia radians. La
siguiente tabla muestra los resultados de estos encuentros, en los que se utilizé 1 ejemplar

presay 1 atacante por prueba durante 30 minutos de exposicion.

Prueba Contacto antenal Ataque Ingestién
1 + + -
2 + + -
3 + + -
4 + + +
5 + + +
6 + + +
7 - - -

Puede notarse que el contacto antenal y la respuesta de ataque ocurri6 en casi todos los
encuentros. Esta ultima se manifestaba por la insercion del estilete del depredador dentro
del cuerpo de la larva , registrandose el resultado negativo de ingestion cuando el hemiptero

retiraba el aparato bucal y liberaba a la presa en un periodo de tiempo menor a los 30
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segundos . El reducido nimero con que se contaba del depredador no permitié realizar una
mayor cantidad de pruebas, pero la tendencia observada es a una mayor aceptaciéon por
parte de este hemiptero de las larvas de J. radians en comparacion con el rechazo absoluto
obtenido con la hormiga Odontomachus chelifer. Podria pensarse en diversas explicaciones
a este comportamiento. Especulando un tanto, se podria pensar en algin grado de
especializacién que manifiesta Zelus sp. que le permite sortear la barrera quimica que
posee J. radians. El hecho de que los huevos de este insecto hayan sido colectados sobre P.
capsularis  podria ser sintomatico de tal propiedad. Otra posible idea seria que la
susceptibilidad de J. radians puede variar de acuerdo al instar que se considere como presa
y que estaria estrechamente asociado a su capacidad para acumular compuestos defensivos.
Otra condicion, esta vez inherente a la capacidad individual de desarrollar este fendmeno
podria estar también involucrado. Orellana (2000) en su estudio sobre la impalatabilidad de
los dioptinos, encontr6 que larvas de la especie Josia draconis en Panama eran
frecuentemente depredadas por un hemiptero de la familia Pentatomidae con
caracteristicas aposemdticas € insinda la posibilidad de que esta especie haria uso de los

quimicos de las larvas depredadas para su propia proteccion.
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9.4. Determinacion de la capacidad cianogénica en adultoes de J. radians

Para satisfacer la inquietud acerca de si la propiedad cianogénica observada en las

larvas de esta polilla se manifestaba también cuando adultos, se procedid a la

determinacion del HCN liberado cuando se maceraba individuos frescos de esta especie. La

siguiente tabla muestra que los dos sexos presentaron tal propiedad, sin que haya una

diferencia significativa en la concentracién de cianoglicésidos (p> 0.1) entre éstos. El

origen de estos compuestos podria atribuirse hipotéticamente como producto de su

acumulacion en la etapa larval, tomando como base los resultados de Pérez (2002) quien

encontré una estrecha similitud entre la quimica de P. capsularis y las formas larvales y

adultas de J. radians.

Sexo Peso (mg) individuo | ugHCN/individuo | pg HCN/mg individuo
Machos 49.54 +4.57 a 292+586a 0.59+0.13a
Hembras 67.0+10.19b 56.22 +31.64 b 0.78+0.39 a

X+ DE de S réplicas. Los valores seguidos por letras iguales indican que no hay diferencias

significativas entre los grupos (p>0.05) de acuerdo a la prueba de Mann-Whitney.






