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Resumen

Los herbivoros estan sometidos al menos a dos tipos de presiones ecoldgicas; las que les
imponen las plantas que consumen (presiones ascendentes) y las que ejercen sus depredadores
(presiones descendentes). Atributos de los herbivoros como el tamafio corporal y el tiempo de
desarrollo pueden estar influenciados simultdneamente por ambos tipos de presiones; en
consecuencia, es comun observar comportamientos que minimizan su impacto. La construccion de
refugios atrincherados frecuentemente permite a los herbivoros lidiar con estos dos tipos de
presiones simultdneamente, ya que los refugios protegen del ataque de los enemigos naturales,
mientras que el atrincheramiento permite mejorar la calidad de la planta como alimento.

En este trabajo se evalué el papel de la conducta de construccién de refugios
atrincherados ante las presiones ecoldgicas ascendentes y descendentes en Gephyra cynisca a lo
largo de su desarrollo. Se describieron el ciclo de vida y el comportamiento de construccion y uso
de refugios. Se evalud el efecto del atrincheramiento en la calidad del follaje por medio de dos
comparaciones del desempefio de las larvas (peso de las pupas y tiempo de desarrollo) entre a)
individuos que se alimentaron de hojas con tres dias de atrincheramiento vs. hojas atrincheradas
recientemente y b) entre individuos alimentados con hojas atrincheradas vs. no atrincheradas
(unidas a la planta). Para determinar la funcién defensiva de los refugios ante los depredadores se
realizd un experimento pareado en el que las orugas se colocaron dentro de un refugio o fuera de
éste durante el periodo de construccion y se comparé la tasa de depredacion entre tratamientos.
Para determinar los costos fisiolégicos de la construccion de refugios se evalué el desempeinio de
larvas sometidas a tres tratamientos de construccion de refugios (uno, ninguno y varios). Las
orugas alimentadas con follaje de tres dias de atrincheramiento tuvieron mayor tiempo de
desarrollo pero igual peso de las pupas que las que se alimentaron con follaje recientemente
atrincherado. Las orugas alimentadas con follaje atrincherado tuvieron el mismo tiempo de
desarrollo pero mayor peso al pupar que las orugas alimentadas con tejido no atrincherado. No se
encontraron efectos asociados a los tratamientos de construccion de refugios en el tiempo de
desarrollo ni en el peso al pupar.

Este estudio muestra que el beneficio mas importante que obtuvieron las larvas de G.
cynisca a partir de la construccion de refugios en el follaje de Piper stipulaceum fue proteccion
ante los depredadores. En este caso la construcciéon de refugios puede considerarse como un
atributo que atenua las presiones ascendentes y descendentes a las que G. cynisca estd sometida,
va que las trincheras de los refugios mejoraron la calidad alimenticia del follaje, con la
consecuencia de alargar el tiempo de desarrollo de las larvas.



Abstract

Herbivores deal with two main ecological pressures, those exerted by plants on which they
feed (bottom-up) and those exerted by their predators (top-down). Herbivore attributes like body
size and developmental time may be influenced simultaneously by both types of pressures;
consequently, it is common to observe behaviors that minimize their impact. The building of
trenched shelters frequently allows them to deal with top-down and bottom-up pressures
simultaneously, as shelters provide protection against natural enemies and trenching improves
plant quality.

The aim of this study was to evaluate costs and benefits of shelter building behavior of
Gephyra cynisca (Pyralidae) on the leaves of its host Piper stipulaceum (Piperaceae). The study
includes the description of the life cycle, construction behavior and shelter use. To evaluate
trenching effects on food quality, two comparisons of larval performance (pupal mass and
developmental time) were made: a) between individuals fed on 3- day trenched leaves vs. recently
trenched leaves, b) between individuals fed on recently trenched leaves vs. non trenched leaves.
To assess the shelter’s anti- predator function, a pairwise experiment was performed in which
caterpillars were placed either inside of a refuge or exposed on a leaf while building the shelter (4
hours approx.). Predation rates were compared between treatments. To measure physiological
costs of shelter building, performance of larvae constructing none, one or several shelters during
their lifetime was compared. Caterpillars fed with recently trenched leaves developed faster than
caterpillars fed with 3- day trenched foliage, but larvae on both treatments attained the same
pupal mass. In contrast, developmental time of caterpillars fed with trenched foliage was equal to
that of caterpillars fed with non trenched foliage. In this case, pupal mass was found to be larger in
the caterpillars under the trenched treatment. Survival after the predation experiment was
significantly higher in sheltered caterpillars than in the exposed ones. In addition, no physiological
costs were found with the shelter building experiment because developmental time and pupal
mass did not differ significantly among shelter construction treatments.

These results show that the most important benefit provided by leaf shelters to G. cynisca
caterpillars is anti-predator protection. In this system, shelter building can be considered as an
attribute that mitigates the top-down and bottom-up forces exerted over G. cynisca larvae, as
shelter’s trenches improved foliage quality, with the consequence of lengthening developmental
time.



Introduccion
Los lepiddpteros son un grupo de insectos muy diverso, integrado por alrededor de 120 familias
(Powell 2003). La mayor parte de las especies de lepiddpteros se alimentan de plantas, aunque
hay algunas detritivoras e incluso parasitas y depredadoras (Scoble 1992). Las larvas de los
lepiddpteros tienen una gran importancia como herbivoros, ya que a menudo son los principales
consumidores de follaje de las plantas en ecosistemas tropicales (De la Cruz y Dirzo 1987; Janzen
1988). Sin embargo, las plantas rara vez representan una fuente de alimento éptima para ellos
(Schoonhoven et al. 2005), debido a que su calidad alimenticia puede variar en funcién de sus
contenidos de nutrientes y de defensas. La variacidn en estos atributos puede estar influida por
factores como el tipo de suelo en el que crecen las plantas, la edad y la posicion de las hojas, la
presencia de patégenos o el dafio foliar sufrido previamente (Langenheim et al. 1986; Dussourd
1993; Coley y Barone 1996; Karban y Baldwin 1997; Campo y Dirzo 2003; Boege y Dirzo 2004; Ide
2006). Para reducir el dafio que causan los herbivoros, las plantas pueden modificar su calidad
nutricional (Coley y Barone 1996). Pueden ademas, producir fibras que limitan o entorpecen la
digestion, presentar estructuras duras como tricomas, espinas, cortezas y cuticulas cerosas que
dificultan acceder a los tejidos comestibles. Por otro lado, las plantas también pueden tener la
capacidad de producir sustancias toxicas, entre las que destacan los alcaloides, terpenos, fenoles,
proteinas nocivas, aminoacidos que inhiben funciones enzimdaticas y compuestos cianogénicos
(McKey 1979; Coley 1983; Slanski 1993; Gurevitch et al. 2002; Schoonhoven et al. 2005). La
mayoria de estos compuestos reducen o inhiben el consumo del follaje. Por su parte, las orugas
han desarrollado estrategias para lidiar con las defensas de las plantas. De acuerdo con Dussourd
(1993) estas estrategias se pueden dividir en cuatro categorias: 1) la capacidad de reconocer las
sustancias téxicas y evitar las estructuras donde se encuentran mas concentradas, como los haces
vasculares. De hecho, es frecuente encontrar hojas dafiadas con todo el sistema de nervaduras
intacto. 2) Adaptaciones bioquimico-fisioldgicas, que consisten en que las orugas han desarrollado
sistemas enzimdticos, como las oxidasas de funcién mdultiple (Brattsten et al. 1977) que les
permiten neutralizar las sustancias téxicas. Estos sistemas pueden estar acompafiados por otras
adaptaciones que les permiten secuestrar a los metabolitos secundarios o excretar a los que han
sido neutralizados. 3) Secuestro, que consiste en que las orugas utilizan los mecanismos
defensivos de las plantas para su propia defensa. Esta estrategia incluye a las orugas que se

alimentan dentro de plantas tdxicas o espinosas, consiguiendo asi un entorno mas seguro, y
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también a las que se apropian de las defensas de las plantas almacendndolas dentro de su cuerpo,
como las mariposas monarca, que almacenan los cardendlidos que consumen y de esa manera son
toxicas para los depredadores (Brower et al. 1968; Reichstein et al. 1968). 4) Finalmente, estan las
defensas conductuales, que incluyen el efectuar modificaciones a la planta, como quitar tricomas y
espinas, la alimentacion en grupo para poder morder partes duras, atar a las hojas con seda para
modificar su composicidn quimica y el corte de trincheras o atrincheramiento. El atrincheramiento
consiste en hacer un corte parcial separando del resto de la planta el tejido foliar que se va a
consumir. Este corte interrumpe el flujo de sustancias tdxicas a la porcién de hoja atrincherada, y
en el caso de plantas que producen latex o savia, hace que éstos drenen al exterior (Dussourd y
Denno 1991, 1994), mejorando considerablemente la calidad de la hoja como alimento (Chambers
et al. 2007). Dussourd (1999) encontrd que las trincheras y los cortes en los haces vasculares
realizados por cinco especies de herbivoros, que incluyen orugas y larvas de escarabajos,
eliminaban mas del 94 % del contenido de exudados en el tejido aislado por estos cortes. En el
caso de las mariposas monarca, Danaus plexippus (Nymphalidae), este comportamiento elimina
casi el 100 % del latex de su planta hospedera, Asclepias curassavica (Asclepiadaceae), en la
porcion de hoja que consume (Dussourd 1999). El latex es una sustancia peligrosa para las larvas,
especialmente las pequefias, porque ademas de contener altas concentraciones de cardendlidos,
se seca al exponerse al aire y puede pegar las mandibulas de las orugas o atraparlas
completamente, por lo que casi el 30 % de las larvas pequefias mueren atrapadas en el latex
(Zalucki y Brower 1992). Zalucki et al. (2001) demostraron que las larvas del primer estadio de D.
plexippus que se alimentaron de hojas atrincheradas aumentaban su tasa de crecimiento de
manera sustancial y duplicaban su probabilidad de supervivencia. El atrincheramiento juega un
papel importante en la relacion entre escarabajos del género Aplosonix (Crisomelidae) y plantas
del género Aracas. Estos escarabajos construyen trincheras circulares en el tejido de las hojas, con
las que drenan el latex producido por la planta, creando un patron de dafio circular caracteristico
(Darling 2007).

Por otro lado, las presiones selectivas impuestas por los depredadores también han
promovido la evolucion de caracteres conductuales, morfoldgicos vy fisioldgicos de las presas para
defenderse de aquellos (Dugatkin 2004). Atributos de los herbivoros como el tamafio corporal, el
tiempo de desarrollo y la tasa de crecimiento, a pesar de que en general estan relacionados con la

calidad alimenticia de las plantas, también pueden sufrir modificaciones por la presidon que los



depredadores ejercen sobre ellos (Lill 2001). Es comun que las presiones por parte de los
depredadores se contrapongan con las que ejercen las plantas, como en el caso de Thaumatopoea
pytocampa (Notodontidae), en la que las presiones ascendentes favorecen a las larvas que
eclosionan de huevos grandes, porque al tener mandibulas mas grandes pueden acceder con
mayor facilidad a los tejidos que les sirven de alimento, mientras que las descendentes propician
la eclosién de los huevos pequefios, ya que los grandes atraen depredadores. Estas presiones
encontradas provocaron un gradiente espacial en el que las poblaciones de lepiddpteros que
ocupan poblaciones de plantas con follaje duro producen huevos grandes y tienen altas tasas de
parasitoidismo, mientras que en las poblaciones donde el follaje es suave se producen huevos
pequefios y la incidencia de parasitoidismo es baja (Zovi et al. 2008). Otro caracter de historia de
vida que puede verse afectado por las presiones que ejercen los depredadores es la diapausa.
Durante este periodo los procesos metabdlicos se reducen, por lo que los organismos se pueden
mantener en estado de quiescencia por un tiempo determinado, lo que les permite escapar de
condiciones desfavorables (Lill 2001). Uno de los costos de este proceso es el agotamiento de las
reservas energéticas, que puede repercutir en la fecundidad y longevidad de los adultos (Ishihara y
Shimada 1995). Las larvas de Battus philenor (Papilionidae) se alimentan de plantas del género
Aristolochia (Aristolochiaceae), de las que secuestran toxinas que les sirven de defensa ante los
depredadores. Se ha observado que los individuos que entran en periodo de diapausa, al emerger
tienen una mayor concentracidn de toxinas que los que no pasaron por este proceso (Fordyce et
al. 2006). De manera que la presién por los depredadores podria favorecer que el periodo de
diapausa se mantenga, a pesar de los costos que implica.

Las presiones de depredacion han desencadenado una gran diversidad de respuestas
evolutivas en los lepiddpteros. Entre ellas estan las morfoldgicas, como la cripsis y el mimetismo
(Heinrich 1993; Stamp y Wilkens 1993); las fisioldgicas, como el secuestro de sustancias toxicas
(Brower et al. 1968; Reichstein et al. 1968; Bowers 1993) y las conductuales, como las respuestas
agresivas, los ajustes en los habitos alimenticios de las larvas y la construccion de refugios
(Montllor y Bernays 1993).

Estos mecanismos adaptativos generalmente se encuentran en combinaciones de varios
tipos de estrategias complementarias. Por ejemplo, las orugas cripticas complementan su
apariencia con una conducta discreta y baja movilidad (Stamp y Wilkens 1993); las larvas de

algunos esfingidos que parecen serpientes adquieren posturas agresivas para maximizar esta
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imagen (Scoble 1992). El aposematismo es un ejemplo de este tipo de combinaciones, ya que
involucra la captura de sustancias toxicas y la presencia de patrones de coloracion llamativos, lo
gue permite que los depredadores aprendan a reconocer a las presas que no deben comer dada
su toxicidad (Bowers 1993).

La evolucion de estos caracteres estd sometida a disyuntivas debido a los costos que
representan y las posibles restricciones que involucran, por ejemplo, las orugas cripticas tienen
que restringir su movimiento a ciertas plantas o ambientes para que su camuflaje funcione (Speed
y Ruxton 2005). Una manera de lidiar con estas restricciones es el cambio en el tipo de caracteres
defensivos a lo largo de la ontogenia, como hacen las larvas de Saucrobotys futilais (Pyralidae),
que en los primeros estadios son cripticas y después, cuando su tamafio y la necesidad de moverse
no les permiten seguir con la cripsis, expresan atributos aposematicos (Grant 2007). El
aposematismo ha evolucionado de manera independiente al menos cuatro veces en el género
Papilio (Prudic et al. 2007) y una ruta sugerida de su evolucidon es a partir de orugas cripticas que
adquirieron la capacidad de secuestrar toxinas y que al colonizar nuevas plantas, en las que su
patrén de coloracion las hacia llamativas, se volvieron aposematicas (Speed y Ruxton 2005).

Las fuerzas ascendentes y descendentes son capaces de moldear la evolucién de atributos
como la duracién de ciclo de vida y las conductas alimentarias de los folivoros. Sin embargo; es
dificil distinguir entre los efectos que promueve cada tipo de fuerza (Weseloh 1993). Por ejemplo,
respecto al impacto de los parasitoides, Wheseloh (1993) hizo una revisidn en la que encontrd que
en el 61 % de los casos, las orugas tienen preferencias de habitat mds amplias que sus
parasitoides, es decir, que las orugas pueden alimentarse en varias especies de plantas y los
parasitoides sélo las atacan en algunas de ellas. De esta manera, los parasitoides parecen estar
mas especializados en un microhabitat que en una especie de hospedero. Por lo tanto, Weseloh
(1993) arguyd que los parasitoides podrian ejercer una presion hacia la oligofagia, forzando a las
larvas a ocupar hospederos donde no son atacadas; o hacia la monofagia, haciendo que las larvas
se alimenten Unicamente de las plantas inconspicuas para los parasitoides. Dentro de una planta,
se sabe que las orugas pueden elegir sitios para alimentarse donde el follaje es de mala calidad, si
éste les brinda proteccion ante los depredadores (Hunter 1987; Larsson et al. 1997). Por lo que es
comun que los herbivoros se enfrenten a la disyuntiva entre correr el riesgo de ser depredados al
alimentarse de follaje de alta calidad, o alimentarse en sitios seguros donde el follaje es pobre en

nutrientes. Hay atributos de los herbivoros que les permiten lidiar con ambos tipos de presiones
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de manera simultdnea, como es el caso de la captura de toxinas en la mariposa monarca. La
construccion de refugios podria ser una de estas estrategias con doble funcidn, ya que podrian
proporcionar un refugio que reduce las presiones de depredacidn, al mismo tiempo que conservar
o mejorar la calidad de las plantas (Sagers 1992; Fukui et al. 2002), ya que a menudo la
manipulacién del follaje para construirlos involucra que se realicen cortes en las hojas o que se
construyan trincheras. Estas modificaciones alteran la composiciédn quimica de las hojas y por lo
tanto su calidad alimenticia (Lind et al. 2001; Weiss et al. 2003; Ide 2004).

Hay un gran nimero de trabajos que documentan la historia natural del atrincheramiento
y la construccién de refugios en casos especificos, (Sagers 1992; Darling 2003; Weiss et al. 2003) y
la mayoria coincide en que estas conductas confieren costos y beneficios; sin embargo, hay pocos
estudios que hayan estimado dichos costos y beneficios en funcion de componentes de la
adecuacion de las orugas. Los estudios sobre el atrincheramiento y la construccién de refugios
pueden dividirse entre los descriptivos (Darling 2003; Weiss et al. 2003), los que buscan encontrar
patrones generales (Gentry y Dyer 2002; Darling 2007); los que evaltan la funcién de estas
conductas (Hunter y Willmer 1989; Dussourd y Denno 1991; Sagers 1992; Eubanks et al. 1997,
Dussourd 1999; Ide 2004) y los que hacen un balance de los costos y beneficios que confieren
dichos atributos en términos de la adecuacion de las orugas (Damman 1987; Loeffler 1996;
Chambers et al. 2007). En cuanto a la construccion de refugios Damman (1987) y Loeffler (1996)
concluyeron que los refugios brindaban proteccién efectiva en contra de los depredadores y que la
dieta dentro de ellos era de menor calidad ya que provocaba un aumento en el tiempo de
desarrollo de las larvas. Sin embargo, destacan que el incremento en el tiempo de desarrollo no
necesariamente es un costo, porque las larvas estan protegidas de los depredadores. En cuanto al
atrincheramiento, Chambers et al. (2007) demostraron que las larvas de Tricoplusia ni (Noctuidae)
alimentadas con tejido atrincherado aumentaban de peso con mayor rapidez. Sin embargo, en
ninguno de estos estudios se tomd en cuenta el peso de las pupas, que al estar correlacionado con
la adecuacion, es un mejor parametro para definir los costos de alimentarse de tejidos de menor
calidad. En este contexto, el objetivo general de este trabajo es evaluar el papel de la conducta de
construccion de refugios atrincherados ante las presiones ecoldgicas ascendentes y descendentes
que el herbivoro Gephyra cynisca Druce (Pyralidae) enfrenta a lo largo de su ontogenia. Como se
explica mas adelante, durante la etapa larvaria, G. cynisca construye refugios atrincherados en el

follaje de Piper stipulaceum (Piperaceae), por lo que representa un sistema de estudio ideal para
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evaluar simultaneamente el efecto del atrincheramiento sobre la calidad del alimento y de los
refugios como defensa ante los depredadores. De esta manera, los objetivos particulares son i)
describir el ciclo de vida y el comportamiento de construccion y uso de refugios de G. cynisca. ii)
Determinar el efecto del atrincheramiento sobre la calidad alimenticia del follaje de P. stipulaceum
y finalmente iii) determinar el papel de los refugios como defensa ante los enemigos naturales.

Se espera que los refugios brinden proteccién ante los depredadores y que alteren la
calidad de la hoja como alimento. Por un lado, podrian evitar que disminuya la calidad de la hoja al
impedir el paso de los metabolitos secundarios, o al interrumpir los mecanismos de induccién de
defensas. Por otro, podrian reducir la calidad al disminuir la cantidad de agua en el tejido foliar y |a
concentracion de fotosintatos, ya que al alterar la forma y la posicién de la hoja, podria disminuir
la capacidad fotosintética de la misma. En cuanto a la proteccidn ante los depredadores, se espera
que su eficacia sea diferente de acuerdo con el tipo de depredador, ya que cada tipo de
depredador utiliza diferentes pistas para localizar y atacar a sus presas, por ejemplo, se espera que
sean efectivos en contra de depredadores que utilizan pistas visuales, como aves y arafias, pero es
posible que no brinden proteccidon ante avispas parasitoides, que utilizan pistas quimicas para

detectar a sus presas.



Sitio de estudio

Este trabajo se realizé en la Estacidon de Biologia de Chamela (EBC) del Instituto de Biologia de la
UNAM. La EBC se encuentra en la costa del estado de Jalisco entre los 19° 29’ y 19° 34’ N y los 104°
58’ y 105° 04’ O. Actualmente la estacion forma parte de la Reserva de la Biosfera Chamela-
Cuixmala, que tiene una extension de 13142 ha (Noguera et al. 2002). La temperatura media anual
es de 24.6° C (1978-2000), con una oscilacién media anual de 4.3° C (Garcia-Oliva et al. 2002). La
precipitacion promedio anual es de 788 mm con una gran variacion entre afios (1977-2000) y el
80 % se precipita entre junio y octubre (Garcia-Oliva et al. 2002). El clima de la EBC (registros de
1977-2000), segun la clasificacion de Kéepen modificada por Garcia (1988) es calido subhumedo,
Aw,1 (Garcia Oliva et al. 2002).

La vegetacion predominante es selva baja caducifolia con selva mediana a lo largo de las
cafladas. En México, este ecosistema es muy diverso en cuanto a especies de plantas y de
vertebrados (Lott et al. 1987; Noguera et al. 2002). En la EBC se encuentran 125 familias de plantas
vasculares, siendo Leguminosae y Euphorbiaceae las representadas por un mayor nimero de

especies (Lott y Atkinson 2002).
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Sistema de estudio

Gephyra cynisca Druce es un lepidéptero de la familia Pyralidae. Durante su etapa larvaria
se alimenta del follaje de Piper stipulaceum Opiz. (Piperaceae); una especie decidua del bosque
tropical caducifolio. En las hojas de esta especie, G. cynisca construye refugios individuales
atrincherando, doblando y pegando una hoja con seda, como se describe en la primera seccidn de
este trabajo. Los parches de P. stipulaceum estdn asociados a arroyos, y por lo general se
encuentran en la zona de selva mediana. No hay reportes de los metabolitos secundarios que
produce, sin embargo, se sabe que otras especies de este género presentan induccién de

alcaloides como respuesta ante el ataque por herbivoros (Dodson et al. 2000).
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Parte I. Ciclo de vida y descripcion del proceso de
construccion de refugios de G. cynisca

La construccion de refugios con follaje se ha observado en distintos grupos de insectos (Fukui
2001). Entre los lepidépteros este comportamiento es comun y ha evolucionado varias veces de
manera independiente (Dussourd 1993). Su ocurrencia se ha reportado en al menos 32 familias, lo
que corresponde al 25 % de las mismas (Stehr 1987; Sagers 1992; Scoble 1992; Eubanks et al.
1997; Lind et al. 2001; Costa y Varanda 2002; Oliveira y Mellender 2008; Rota y Wagner 2008).
Entre los microlepidépteros de Inglaterra, el 40 % construye refugios durante al menos una parte
de su ciclo de vida (Gaston et al. 1991).

Los refugios pueden ser individuales o grupales, y pueden estar hechos de seda, ramas y
hojas enrolladas, dobladas o atadas, y pueden tomar una gran diversidad de formas, desde una
hoja doblada sobre si misma hasta los complicados tuneles de seda con puentes colgantes de
Endotricha flammealis (Pyralidae; DeVries 1987; Stehr 1987; Scoble 1992; Huertas 2006). La
construccioén involucra la manipulacion del follaje que puede ir desde fragmentos de hoja hasta
varias hojas completas que se doblan, unen o enrollan (Sagers 1992; Murakami 1999; Greeney y
Jones 2003; Weiss et al. 2003). Las orugas, a diferencia de otros insectos constructores, como
abejas y avispas, no poseen antenas ni estructuras de medicion especializadas, sin embargo son
capaces de construir estructuras regulares (Hansell 2005), ya que pueden usar el tamafio de su
cuerpo como escala de medicién, ademas de que al seguir un patrdon estereotipico de pegado de
seda, logran construir refugios estandarizados, es decir, refugios de la misma forma y tamafo de
acuerdo con la especie y la etapa ontogenética (Weiss et al. 2003). La variacidn en los refugios que
construyen los individuos de la misma especie es baja (Weiss et al 2003), de tal manera que estas
estructuras pueden utilizarse como caracteres para identificar familias de lepiddpteros (Greeney y
Jones 2003).

A pesar de que los individuos de cada especie siguen un patron de construccion
determinado, es comun que el tipo de refugio cambie a lo largo de la ontogenia debido a las
diferentes necesidades y capacidades de las larvas (Lind et al. 2001; Darling 2003; Greeney y Jones
2003). Las orugas experimentan cambios sustanciales de tamafio a lo largo de su desarrollo, ya
que las larvas pueden incrementar su peso hasta 3300 veces entre el primero y el Ultimo estadio,

como es el caso de Eacles imperialis (Saturniidae; Reavey 1993). De esta manera, se pueden
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esperar restricciones ontogenéticas en la construccién de los refugios que se deben al cambio en
el tamafio de las orugas (Weiss et al. 2003). El tamafio y la fuerza de las mandibulas determinan la
capacidad de las orugas para cortar el follaje, restringiendo la manera en que se alimentan
(Hochuli 2001). Durante el proceso de construccion de refugios las mandibulas son muy
importantes porque es comun que se realicen cortes al tejido foliar para crear capsulas (Greeney y
Jones 2003) o para facilitar el proceso de doblado (lde 2004). Un estudio realizado con
microlepiddpteros de Inglaterra mostré que la construccién de refugios es mas comun en los
ultimos estadios ontogenéticos (Gaston et al. 1991), probablemente debido a estas restricciones.
La funcidén mecanica del atrincheramiento en la construccién de refugios puede ser muy
importante, ya que provoca la pérdida de turgencia en las hojas y las hace mas faciles de doblar.
En el caso de Vanessa indica, este comportamiento puede presentarse o no, pero lde (2004)
encontré que las hojas mas grandes, que a su vez son las mas dificiles de doblar, siempre son
atrincheradas antes; ademads de que este comportamiento redujo de manera significativa la fuerza
necesaria para doblar las hojas.

En la region de Chamela los artrépodos presentan una marcada estacionalidad a
consecuencia del patrén de lluvias. La mayor parte de ellos estdn activos al inicio de la temporada
de lluvias y en general los adultos tienen un periodo de actividad corto (Pescador- Rubio et al.
2002). En el Parque Nacional de Santa Rosa, Costa Rica, la zona de selva baja en la que se ha
estudiado de manera mas exhaustiva la ecologia de lepidépteros, se presenta el mismo patrén, la
biomasa y la densidad de orugas es cercana a cero durante la temporada seca, luego son muy
abundantes durante los dos primeros meses de la temporada de lluvias y el resto de esta
temporada, la densidad es baja (Janzen 1988). En este ecosistema es comun que los lepiddpteros
pasen la época seca como pupas, aunque hay especies que la pasan como huevos (Janzen 1988;
Pescador- Rubio et al. 2002). Parece ser que la clave ambiental que siguen las pupas para emerger,
es el drastico decremento en la temperatura ambiental que sigue al inicio de las lluvias y no la
humedad ambiental (Janzen 1993).

En esta seccidn se cubre el primer objetivo particular, que consiste en describir el ciclo de

vida y el comportamiento de construccidn y uso de refugios por G. cynisca.
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Métodos

Ciclo de vida. Entre julio y octubre de 2008, se colectaron 165 orugas silvestres de diferentes
parches de P. stipulaceum dentro de la estacién. La colecta comenzé el 12 de julio, 32 dias después
de la primera lluvia (2.3 mm), y 10 dias después de la primera lluvia importante (>12 mm), cuando
la precipitacion acumulada era de 380 mm. Las larvas colectadas se criaron en un laboratorio a
temperatura ambiente, en recipientes de plastico y se alimentaron con follaje fresco de P.
stipulaceum.

Se registro la duracion de las distintas etapas del desarrollo y los adultos, que emergieron
a principios de agosto se utilizaron para establecer un criadero. El criadero consistio en una
exclusion de malla anti- afido transparente, en la que se colocaron macetas de 20 cm de didmetro
con plantas de P. stipulaceum de aproximadamente 30 cm, que fueron plantadas un afio antes a
partir de esquejes. Los adultos se liberaban dentro de esta exclusién y se alimentaban en la
mafiana y en la noche con agua azucarada. La exclusion se mantuvo dentro de un laboratorio a
temperatura ambiente y en las mafanas era asperjada con agua para simular el rocio. El
laboratorio estaba iluminado con luz artificial, simulando el fotoperiodo natural la mayor parte de
los dias. Las larvas pequeifias fueron colectadas de las hojas con un pincel y criadas en cajas petri
con tejido fresco proveniente de plantas de poblaciones naturales.
Estadios larvales. Para determinar el nimero de estadios larvales de G. cynisca, se realizaron
observaciones de los eventos de muda de las larvas mas grandes y ademds se analizé la
distribucion de frecuencias de las medidas del ancho de la cabeza de una muestra de las larvas
criadas en cautiverio. Se esperaba encontrar una distribucién multimodal en la que cada pico
corresponde a las medidas de la capsula caracteristicas de cada estadio (McClellan y Logan 1994).
Se mididé el ancho de la cabeza de 463 larvas y exuvias de diferentes tamafos, todas las larvas
provenian del criadero y se sacrificaron en agua caliente. Las exuvias se colectaron cuando las
orugas cambiaban de estadio y pertenecen a individuos silvestres y del criadero. En el caso de las
exuvias de individuos silvestres se corroboré que pertenecieran a la especie G. cynisca
conservandolos hasta que alcanzaran la madurez. Todas las muestras se fijaron en alcohol al 70 %,
se fotografiaron con una camara Powershot A 620 (Canon Inc. Tokyo) adaptada a un microscopio
estereoscépico Zeiss Discovery V.8 (Carl Zeiss, Gottingen) y se midid el ancho de la cépsula de la
cabeza con el programa Axio Vission 4.7.1 (Carl Zeiss Gmdh).Como no se pudieron observar los

eventos de muda de las larvas mas pequefias, se analizé su distribucidn, que al ser bimodal se
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dividié en dos muestras por medio del método de agrupamiento k- means clustering. Este método
se utiliza para dividir un grupo de datos en “k” grupos, en este caso son dos. El agrupamiento se
hace de tal manera que se fija un centroide por grupo, en un punto tal que la suma de las
distancias de éste a cada dato asignado a su grupo sea la menor posible. Para hacer este andlisis se
utilizo el programa MATLAB 7.4.0. (MathWorks 2007).Posteriormente se analizé la distribucidn de
los datos de cada grupo y se compararon sus medidas por medio de una prueba de Wilcoxon.
Abundancia a lo largo de la temporada. Para determinar la densidad de refugios y la abundancia
de larvas a lo largo de la temporada se realizaron cuatro monitoreos mensuales, de julio a octubre,
durante los cuales se colectaron todos los refugios frescos y secos presentes en un parche de
plantas de P. stipulaceum de 15.5 m de largo por 12 m de ancho. Las orugas encontradas ahi se
criaron en el laboratorio para determinar la incidencia de parasitoidismo y los adultos fueron
liberados en el mismo parche para minimizar el efecto de la remocién. En este sitio se colectaron
45 individuos en total.
Construccion de refugios. Entre el 22 de julio y el 1 de agosto de 2008 se hicieron 31
observaciones del proceso de construccion de refugios, se observaron hasta cuatro larvas de
manera simultdnea y se registrdé su actividad de manera continua. De las 31 orugas observadas,
sélo 21 llevaron a cabo este proceso. Las actividades durante la construccion de refugios se
clasificaron en las siguientes categorias: a) desplazamiento por la hoja; b) desplazamiento por la
planta; c) corte de peciolo o atrincheramiento; d) aseguramiento del peciolo, que se refiere a la
unién con seda de la zona de corte, e) aseguramiento del siguiente nudo, que consiste en asegurar
con seda la unidn entre el peciolo y el siguiente entrenudo de la planta; f) poner seda en el haz; g)
morder el haz; h) descanso y, finalmente; i) acicalamiento. Se registré el destino final de las orugas
(sanas/ parasitadas) y se hicieron regresiones lineales para ver si el tiempo que las orugas
dedicaban a cada actividad (variable independiente) tenia alguna relacion con su estado de salud
(variable dependiente). Se seleccioné el tiempo que dedicaban a cada actividad como variable
independiente porque se esperaba que fuera un indicador del estado de salud de las larvas. A
partir de estas regresiones se calculd la probabilidad de supervivencia de acuerdo con el tiempo
que dedicaban a cada actividad.

Para determinar si las orugas prefieren alglin tamafio de hoja para construir sus refugios,
se midieron el ancho del peciolo, el largo y el ancho de la hoja de todos los refugios frescos

encontrados (133) y sus medidas se compararon con la oferta de hojas. Para determinar la oferta
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de hojas cada mes, se realizaron mediciones de 20 hojas seleccionadas de manera sistemdtica en
cada una de 40 plantas y se hizo una comparacidn entre meses para ver si la oferta era constante a
lo largo de la temporada. Para elegir las hojas primero se conté el total de las mismas por planta, y
éste numero se dividio entre 20, obteniendo asi un nimero x. Después se selecciond para medir
una hoja cada x niumero de hojas, comenzando por la base de la planta. Este método asegura que
las hojas medidas estén distribuidas de manera uniforme en toda la planta. Como los datos no
tuvieron una distribucién normal ni la alcanzaron con transformaciones, las medidas de las hojas y
el peciolo se compararon con una prueba de Friedman, que es el equivalente no paramétrico de
un Anova de medidas repetidas, en el programa STATISTICA (StatSoft,Inc. 1995). Por otro lado, para
comparar las medidas de las hojas seleccionadas para los refugios con la oferta, se tomd una
muestra aleatoria de 133 hojas que fueron las que se compararon con las dimensiones de los 133
refugios medidos, utilizando el programa JMP (SAS Institute 2001). Se asegurd que los datos a
comparar de la oferta y los refugios correspondieran al mismo mes. Para la comparacién anterior
se utilizé una prueba de Wilcoxon por mes. Por Ultimo, para determinar si las hojas que las orugas
seleccionaban para hacer refugios eran del mismo tamafio a lo largo de la temporada, se
compararon las medidas (largo, ancho y ancho del peciolo) de las hojas de los refugios colectados

en julio y en septiembre por medio de tres analisis de varianza.

Resultados

Ciclo de vida. Se colectaron 165 orugas de distintos estadios en los parches de P. stipulaceum que
rodean a la EBC y se obtuvieron mds de 2000 crias en cautiverio. Las larvas de los primeros
estadios son microscépicas, por lo que no fueron observadas con detalle. La duracidn aproximada
de la etapa larvaria macroscépica fue de 30 dias, pero presentd algunas variaciones debidas a la
alimentacién. Se observaron dos tipos de larvas, que incluyen varios estadios, de acuerdo a su
tamafio y sus hdbitos. Las larvas de cabeza negra, que corresponden a los primeros estadios y son
pequefias y las larvas de cabeza rojiza que corresponden a los ultimos estadios y son grandes (Fig.
1.1). Sélo las larvas con cabeza rojiza construyen refugios. Al término del ultimo estadio, las larvas
abandonan su refugio y pupan en el suelo, construyendo un capullo de seda y tierra. Las pupas
tardan en emerger 12.14 + e.e. 0.21 dias (n = 37). Los adultos pueden vivir hasta 10 dias en
cautiverio alimentados con agua azucarada. Todas las copulas observadas en el insectario se

llevaron a cabo en la madrugada y las parejas se acoplaron por periodos mayores a una hora. Los
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huevos de G. cynisca son microscdpicos. Se registraron tres generaciones en el periodo de julio a
octubre; sin embargo, es posible que haya cuatro por temporada, ya que el follaje de P.
stipulaceum sigue disponible en noviembre y diciembre.

En la Figura 1.1 se muestran imagenes de los diferentes tipos de estructuras que utilizan
los individuos de G. cynisca de acuerdo con su etapa ontogenética. Los huevos son depositados en
el envés de las hojas, por lo general en una zona donde dos hojas se tocan. Al emerger, las larvas
aseguran el sitio de unién con seda y su actividad provoca que las hojas se marchiten y adquieran
una coloraciéon amarilla o café (Fig. 1.1a). Algunos depredadores, como aranas y alacranes utilizan
estos sitios de unién como refugios, probablemente consumiendo una parte de las orugas que los
habitan. En el criadero se observd que después de varios dias de actividad larvaria estas hojas se
desprenden de la planta. Cuando las orugas alcanzan el primer estadio de cabeza rojiza abandonan
la puesta para construir refugios individuales (Fig. 1.1b). En casos raros pueden encontrarse dos o
tres orugas en la misma hoja, cada una en un doblez individual; sin embargo, se observd que si dos
orugas se encuentran durante la construccidn del refugio, reaccionan de manera agresiva y sélo
una se queda con la hoja.

El dltimo tipo de estructura en que se encontraron individuos de G. cynisca se denominé
nido (Fig. 1.1c). Los nidos son refugios secos, abandonados por la oruga que los construyd y
ocupados por orugas de los primeros estadios que aun no pueden construir su propio refugio. Los
nidos colectados principalmente albergaban a otra especie de pirdlido, muy similar a G. cynisca,

que se describird mas adelante.
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Figura 1.1 Tipos de refugio que ocupan las larvas de G. cynisca, de acuerdo con su etapa ontogenética: a) Puesta, b)
refugio atrincherado, c) nido. Etapas ontogenéticas: 1) cabeza negra, 2) cabeza rojiza.

Estadios larvales. Se identificaron cinco estadios larvales con base en la observacion de los
eventos de muda y la distribucion de las medidas de la capsula de la cabeza de las orugas
colectadas para tal propdsito (Fig. 1.2). Por medio de observaciones de los eventos de muda, se
identificaron tres estadios de cabeza rojiza. La cabeza del ultimo de ellos mide 1.45 £ 0.02 mm (n =
54); sin embargo, sélo en algunos casos se puede distinguir entre los dos estadios anteriores, ya
gue son muy parecidos. El intervalo de medidas que abarcan estos dos estadios va de 0.4 a 1.4
mm, pero la misma larva puede tener medidas muy similares en ambos estadios, como es el caso
de un individuo, cuya cdpsula en el primer estadio rojizo midiéd 0.77 mm, mientras que en el
segundo midié 0.88 mm.

La distribucion de frecuencias del ancho de la capsula de las larvas de cabeza negra es
bimodal (Fig. 1.3), y se dividid en dos grupos, suponiendo que cada uno corresponde a un estadio.
El primero, integrado por 61 individuos, incluye a las larvas cuya capsula midié de 0.2 a 0.26 mm,
con una moda de 0.22 mm. El segundo grupo se integré con 29 individuos, cuyas medidas de la

capsula van de 0.27 a 0.35 mm, con una moda de 0.29 mm. Sélo el segundo grupo tuvo una
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distribucién normal. Las medidas de ambos grupos difirieron significativamente (x;> = 59.7, P <
0.0001) En cautiverio y alimentando a las larvas con follaje fresco, la etapa de cabeza negra duré

alrededor de siete dias y la de cabeza roja de 19 a 23 dias.

Figura 1.2. Etapas del ciclo de vida de G. cynisca. a-e) Los cinco estadios larvales macroscopicos se muestran en
orden cronolégico, f-g) pupa, h) adulto.
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Figura 1.3 Distribucidn de frecuencias de las medidas del ancho de la cédpsula de los estadios de cabeza negra.

La especie desconocida que también consume y construye refugios en P. stipulaceum es
muy parecida durante la etapa larvaria a G. cynisca, de tal manera que fue imposible distinguirlas
durante los primeros estadios. Ademas, ambas especies construyen refugios similares. La
diferencia mas evidente es el tamafio de las larvas del ultimo estadio. La capsula de la cabeza en el
momento de pupar es de 1.062 + 0.019 mm en la especie desconocida, alrededor de 0.5 mm
menos que en G. cynisca. Sin embargo es dificil determinar si se trata del ultimo estadio de la
especie desconocida, o del tercero o cuarto de G. cynisca. En cuanto a las pupas, es muy facil
distinguir entre especies debido a la diferencia en tamafio, ya que las pupas de la especie
desconocida, criadas en cautiverio, pesaron 7.7 £ 0.3 mg (n = 20), mientras que las pupas de G.
cynisca criadas de la misma manera pesaron casi seis veces mas (41 = 1 mg, n=62). En la figura 1.4
se muestra una comparacién entre los adultos de ambas especies. Es importante sefialar que las

larvas de la especie desconocida se colectaron Unicamente a partir de agosto.

lcm

Figura 1.4. Imagen comparativa de a) especie desconocida y b) G. cynisca.
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En la figura 1.5 a se muestra el destino de las 165 larvas colectadas en distintos parches en los
alrededores de la EBC. Treinta y cuatro de ellas estaban parasitadas por avispas, una por un
nematodo, 10 murieron antes de pupar por causas desconocidas, 74 puparon y emergieron
exitosamente y 46 pertenecieron a la especie desconocida. En la figura 1.5 b se muestra la
proporcidn de orugas que se encontraron en cada tipo de vivienda (nido, puesta, refugio) tanto las
orugas de la especie desconocida como las de G. cynisca se encontraron en estos tres tipos de

vivienda.

Nematodos
1%

a)

Puesta
1%

Muertas
6%

Figura 1.5. a) Destino y b) procedencia de las 165 orugas colectadas de julio a octubre de 2008. Sp. 1 denota el
porcentaje de orugas que pertenecieron a la especie desconocida.

Abundancia a lo largo de la temporada. El area aproximada del parche de plantas de P.
stipulaceum en el que se midié la abundancia de G. cynisca a lo largo de la temporada fue de 186
mZ. En la Tabla 1.1 se muestra el total de refugios encontrados por mes y la densidad de refugios
ocupados y desocupados por metro cuadrado. En julio y septiembre se registré la mayor densidad
de refugios. La densidad de refugios ocupados se mantuvo igual a lo largo de la temporada, salvo
por el mes de agosto, en que fue cinco veces mas baja que en el resto de los meses (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Numero de refugios encontrados por mes, la densidad de los mismos y la densidad de refugios
ocupados por metro cuadrado en el parche Calandria.

Mes Refugios Densidad de refugios Densidad de refugios
encontrados (ref/m?) ocupados (ref/m?)
Julio 23 0.12 0.06
Agosto 9 0.05 0.01
Septiembre 20 0.11 0.06
Octubre 16 0.09 0.06
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La incidencia de parasitoidismo fue mayor en julio y agosto (Figura 1.6). La figura 1.6 da la
impresion de que septiembre y octubre fueron meses libres de parasitismo, sin embargo, durante
ese periodo si se colectaron larvas parasitadas en otros parches. Es importante sefialar que las
orugas parasitadas podrian pertenecer a G. cynisca o a la especie desconocida, ya que no fue

posible distinguir entre ellas durante la etapa larvaria.

Julio Agosto
Muertos
17%

Nematodos
8%

Mu;;tos Septiembre Octubre

Figura 1.6. Destino de las larvas colectadas en el parche Calandria. En julio se colectaron 12 larvas, en
agosto 4, en septiembre 18 y 11 en octubre.

Se encontraron dos morfoespecies de avispas parasitoides. En todos los casos se observd
el mismo proceso en que la larva de la avispa consumia a la oruga desde adentro, dejando

Unicamente la piel y la cabeza al momento de pupar (Fig. 1.7).
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Figura 1.7. Parasitoides registrados. a) piel de la oruga que deja la larva del parasitodide. b) Larva del parasitoide unos
minutos antes de pupar. c) Pupa. d, e) Morfoespecies de parasitoides registradas.

Construccion de refugios. Se hicieron 21 observaciones del proceso de construccion de refugios.
Antes de comenzar, las orugas recorren la hoja y en ocasiones también la planta, en busca de otras
hojas. La mayoria (14 orugas) visitd dos hojas antes de comenzar la construccién de su refugio (X =
2.43 t e.e. 0.29); sin embargo, se observo que pueden visitar hasta siete hojas.

Una vez elegida la hoja donde se construird el refugio, la oruga pone seda en la base de la
misma, con la que se asegura a ella antes de comenzar la construccidn. Posteriormente, efectua el
corte del peciolo (atrincheramiento) (Fig. 1.8a). Durante este proceso las orugas ingieren el tejido
que cortan. Por lo general, el corte termina cuando queda sélo la parte inferior de la epidermis,
aunque ésta se rompe al cabo de horas o un dia. Posteriormente, la oruga pone seda en el sitio de
corte asegurando la hoja a la planta (Fig. 1.8b), en ocasiones es posible que también ponga seda
después del punto de corte, en el nudo mas cercano, asegurando el peciolo al tallo (Fig. 1.8c).
Después de asegurar el peciolo con seda, la oruga se coloca en la base de la hoja, justo en el
centro (Fig. 1.8d) y pone hilos de seda sobre el haz perpendiculares al peciolo, doblando la hoja
(Fig. 1.8e), hasta que une ambos extremos de la misma. Durante este proceso es comun que la
oruga muerda el tejido de la base de la hoja cercano al peciolo, probablemente facilitando el
proceso de doblado. Posteriormente, la oruga se instala en uno de los dos extremos de la hojay lo
dobla, hasta construir una camara como la que muestra en la figura 1.8h, en la que se aloja y que

se ha denominado cdpsula. Esta cdpsula estd cubierta por el lado opuesto de la hoja, que forma
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una segunda camara en el refugio. Es comuln observar arafias e insectos ocupando esta cdmara
externa. En la Fig. 1.8f se muestra un refugio recientemente terminado.

Los refugios cambian su apariencia con el paso del tiempo, ya que la hoja pierde humedad
y la oruga consume una parte importante de la misma. Ademas, la oruga pone seda en las partes
mordidas, doblando la hoja cada vez mas (Fig. 1.8g). Los refugios siguen ocupados incluso cuando
las hojas estdn completamente secas. Las orugas son capaces de alimentarse de tejido seco; sin
embargo, se observé que pueden atrincherar una hoja fresca cercana y unirla con seda a su
refugio para alimentarse de ella sin tener que salir (Fig. 1.8g). Las orugas observadas en cautiverio
construyeron uno o dos refugios a lo largo de su vida.

En la figura 1.9 se muestra un esquema en el que se sefialan la trinchera, la capsula y la
camara externa de un refugio terminado; ademds de un diagrama con el proceso general de
construccion, el tiempo que toma realizar las actividades y la probabilidad de que se lleven a cabo.
Las probabilidades se obtuvieron a partir de la proporcién de orugas que realizaron cada actividad,
ya que no todas las orugas realizaron todas las actividades descritas. La construccién de un refugio
puede tomar entre 3 y 6 horas; sin embargo, las orugas siguen poniendo seda y enrollando la hoja
durante todo el periodo que dura la ocupacidn. El proceso de construccién estd interrumpido por
momentos de reposo en los que la oruga esta inmovil, todos ellos se agruparon en la categoria
“descanso”. El acicalamiento es otro de los comportamientos observados durante este proceso, y
consiste en que la oruga frota su cuerpo con las mandibulas. El descanso y el acicalamiento
pueden ocurrir en cualquier momento e interrumpir cualquiera de los otros comportamientos, por
lo que en la figura 1.9 no estdn unidos con flechas al resto de las actividades. Las orugas pueden
poner mas seda en el peciolo o en el siguiente nudo si el refugio se mueve mucho.

Durante la construccidn de los refugios las orugas pasan, en promedio, 78 % del tiempo en
el haz (x =203 t e.e. 16), 10 % en el peciolo (Xx=32te.e.5),8 % enelenvés (Xx=15te.e.7)y3 %
en los tallos de la planta (X = 7 + e.e. 2). En promedio pasan 170.2 + 15.8 minutos (n = 20)
expuestas sobre la superficie de la planta, de los cuales 76.3 £ 10.2 min (n = 20) estan expuestas en

el haz, antes de que la hoja se doble y las cubra parcialmente.
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Figura 1.8. Etapas del proceso de construccion de refugios: a) corte de peciolo, b) poner seda en el peciolo, c) poner seda
en el nudo, d) poner seda en la hoja, e) hoja doblada, f) refugio terminado, g) unién de una nueva hoja atrincherada, h)
capsula de un refugio fresco, i) cdpsula de un refugio seco, j) capsula abierta, habitada por una oruga del ultimo estadio.

28



ﬂ P=1 ﬂ P=0.81

Desplazamiento por | —> | Desplazamiento por
la hoja -— la planta

21.8+5.5min 6.05% 1.5 min

l
ﬂ P=1 ﬁ P=0.86 ﬂ P=0.23

Corte de peciolo e Poner seda en el —_—> Poner seda en el

peciolo nudo
15.8+2.6min 4.9+ 1 min 1.2+0.6 min
1 I A 4
\2
6 | P=1 7 | P=0.6
d derel h P=1
Poner seda Morder el haz =
«—
enel haz 8.4+ 3.4 min Descanso
B 101.1%17.4min
94.5+8.3 min
’1 P=0.29
8 I P=1 Acicalamiento
Doblar la hoja 21.8+5.5min

Figura 1.9. A) Diagrama de flujo que muestra las actividades que las orugas llevan a cabo durante la construccién de sus
refugios. En cada cuadro se muestra la actividad, la probabilidad con que sucedid y la duracién promedio t e.e. (n= 21).
Las conductas descanso y acicalamiento no estdn unidas con flechas al resto porque se observaron de manera
intercalada durante todo el proceso. B) Esquema de un refugio tipico abierto (a) e intacto (b) en los que se indican: 1) La
trinchera, 2) la capsula y 3) la cdmara externa.
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Al analizar la relacidn entre el tiempo que las larvas (n = 12) dedicaron a cada actividad de
la construccion de refugios y su destino final (oruga sana, parasitada o muerta), se encontraron
dos patrones marginalmente significativos. Por un lado, el tiempo invertido en alimentacién
durante la construccion de refugios se correlaciond negativamente con la probabilidad de
supervivencia (x;> = 3.7, p = 0.054, Fig. 1.10a), y por otro, el tiempo que las orugas tardaron en
cortar el peciolo se correlacioné negativamente con la probabilidad de supervivencia (x;* = 3.67, p
= 0.055, Fig. 1.10b). Por ultimo, se encontré una relacidn significativa entre el peso al construir el
refugio y el destino de las larvas, ya que las larvas mas pequefas eran las que estaban parasitadas

(x:* = 13.5, p = 0.0002 Fig. 1.10c).
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Figura 1.10. Probabilidad de supervivencia de las orugas de acuerdo con el tiempo que dedicaron a: a) alimentarse, b)
cortar el peciolo y c) peso al construir el refugio (peso inicial). La prediccion del modelo se indica con la linea punteada y
los puntos sefialados con cruces indican los datos que se utilizaron para construir el modelo. La cruz mas grande
representa seis orugas.

En cuanto a la preferencia de las orugas por algin tamafio de hoja para construir sus
refugios, se observd que prefirieron hojas de alrededor de 12 cm de largo y ancho (Fig. 1.11) en los
dos meses. Durante julio las hojas elegidas fueron mas grandes que las de la oferta (Figura 1.11;
largo: x;> = 11.12, P = 0.0009, n = 108, ancho: x;* = 6.71, P = 0.0096, n = 108, ancho del peciolo: x*

= 8.56, P = 0.0034, n = 108), mientras que en septiembre, las medidas de las hojas seleccionadas
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no fueron significativamente diferentes a las de la oferta (figura 1.11. largo: x;° = 0.15, P=0.7 n =
148 ancho: x;> = 0.59, P = 0.44 n = 148, ancho del peciolo: x,* = 0.029, P= 0.87 n = 148). El tamafio
de las hojas elegidas para construir refugios no difirié significativamente entre julio y septiembre

(largo: F=0.007, P =0.93, n =132 ancho: F=0.69, P = 0.41 n = 132, ancho del peciolo: F=2.71, P

=0.10 n = 132).
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Figura 1.11. Largo, ancho y ancho del peciolo (la linea horizontal corresponde a la mediana, la caja al intervalo entre el
25y el 75 % vy los bigotes al intervalo entre el 10 y el 90 %) de las hojas elegidas para construir refugios y la oferta en a)
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El tamafio de las hojas disponibles para construir refugios (oferta) no fue constante a lo largo de la

temporada, ya que en julio las hojas fueron mas pequefias que en los otros meses: largo (xs>

315.9, P < 0.0001, n = 3084), ancho (xs*> = 278.4, P < 0.0001, n = 3084) y ancho del peciolo (x5

21.2, P=0.0001, n = 3083) como se muestra en la figura 1.12.
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Figura 1.12. a) Largo, b) ancho y c) ancho del peciolo de las hojas de P. stipulaceum, n = 3083 (la linea horizontal
corresponde a la mediana, la caja al intervalo entre el 25 y el 75 % y los bigotes al intervalo entre el 10y el 90 %).
Discusion

Las larvas de G. cynisca fueron abundantes durante casi toda la temporada de lluvias, pero en
agosto su densidad fue menor. Se observaron tres generaciones en el periodo de julio a principios
de noviembre; sin embargo, es muy probable que en Chamela esta especie tenga cuatro
generaciones al afio, ya que el follaje de P. stipulaceum estd disponible también durante
diciembre. No se sabe en qué etapa del desarrollo pasan la época de secas, pero es muy probable
gue sea en pupa, como lo hacen la mayoria de las especies de lepiddpteros en otra selva seca, en
la region de Santa Rosa, Costa Rica (Janzen 1993), ya que el suelo puede proveerles un ambiente

con temperatura y humedad relativamente estables para pasar este periodo.
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Es comun que los microlepidépteros que construyen refugios pasen toda la etapa larvaria
protegidos, algunos son minadores o se alimentan en el interior de ramas vy tallos cuando son
pequefios y posteriormente, cuando alcanzan el tamafio necesario, construyen refugios (Gaston et
al. 1991). Gephyra cynisca pasa toda la etapa larvaria protegida sin tener que cambiar de habito
gracias a que los huevos son depositados en refugios previamente construidos, o en el sitio de
unioén de dos hojas, que posteriormente se aseguran con seda. El comportamiento de oviposicién
de los adultos no se observé de manera directa, sino que se dedujo dada la posicién de las larvas
de los primeros estadios. La oviposicion en el sitio de unién de las hojas se ha reportado también
en polillas que construyen refugios en encinos (Lill y Marquis 2004; Lill et al. 2007). Ademas, se
conocen otros casos de microlepiddpteros constructores que ovipositan en refugios preexistentes
o cerca de ellos (Carroll y Kearby 1978; Carroll et al. 1979), donde la supervivencia de sus larvas es
mayor que en otras hojas (Cappuccino 1993).

El dnico momento en que las larvas de G. cynisca estan expuestas en la superficie de la
planta es durante la construccién de refugios. Este proceso las hace mas vulnerables y conspicuas
para los depredadores por un periodo de alrededor de tres horas. Las actividades en las que
invierten mas tiempo durante este periodo son poner seda en el haz y descansar. Poner seda en el
haz las hace aun mas conspicuas porque se estan moviendo y su cuerpo negro contrasta con el
verde de la hoja, por lo que probablemente ésta es la etapa mds peligrosa de la construccion. Se
encontré una relacidon inversamente proporcional entre el tiempo que las orugas pasaban
alimentandose y cortando el peciolo durante la construccién de refugios y su probabilidad de
supervivencia. Sin embargo, la causa de esta relacién no es clara, ya que también se encontré que
las orugas mas pequefias tenian una mayor probabilidad de estar parasitadas. Existen dos posibles
explicaciones de este patron. La primera es que probablemente las orugas mas pequefias
necesitan alimentarse mas tiempo durante la construccion del refugio y se tardan mas en terminar
el corte del peciolo porque tienen las mandibulas mas pequefias, independientemente del
parasitoidismo. La segunda explicacién es que el parasitoidismo provoca este patrdn, ya que todas
las orugas pequefias que fueron incluidas en este analisis estuvieron parasitadas. Aunado a esto,
se observd que las orugas parasitadas nunca alcanzaron los dos ultimos estadios de cabeza rojiza,
por lo que sélo las orugas pequefas tendrian la posibilidad de estar parasitadas.

Por otro lado, las orugas mostraron una clara preferencia por el tamafio mas comun de las

hojas (alrededor de 12 cm de largo y de ancho) ya que en julio, cuando éstas no estaban
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completamente expandidas, prefirieron las mas grades, que son del tamafio mas comun de las
totalmente expandidas, que se presentaron el resto de los meses.

Con base en las observaciones de historia natural no se puede determinar cudles son las
funciones del atrincheramiento en este sistema; sin embargo, se puede discutir la viabilidad de las
hipétesis que se han planteado al respecto. Es muy probable que en este caso el atrincheramiento
tenga una funcién estructural, ya que la pérdida de turgencia que ocasionan los cortes vy
perforaciones hace a las hojas mas maleables (Ide 2004; Hansell 2005), por lo que posiblemente
facilita el proceso de doblado, que es la etapa mas tardada de la construccion. Las orugas pasan la
mayor parte del tiempo en la capsula, que es una estructura simple que podria construirse sin
necesidad del atrincheramiento, tal como en el caso de otras orugas constructoras de capsulas
qgue dejan el peciolo intacto (Lind et al. 2001; Greeney y Jones 2003). Sin embargo, la oruga
atrinchera el peciolo de la hoja, adn con el costo que podria suponer la atraccion de colonizadores
a la capa externa del refugio. Esta capa externa frecuentemente es colonizada por insectos y por
potenciales depredadores, como las arafias, por lo que podria resultar contraproducente desde el
punto de vista de la supervivencia. Es muy probable que la trinchera tenga también una funcidn
nutricional ya que durante la ocupacion del refugio la oruga se alimenta de la capa externa del
mismo. Ya se ha probado la efectividad de las trincheras para impedir la induccién o el flujo de
sustancias defensivas a la hoja (Dussourd y Denno 1991, 1994; Chambers et al. 2007) y ese podria
ser el caso en este sistema, a pesar de que P. stipulaceum no produzca latex ni savia, ya que se
sabe que otras especies del género Piper presentan induccién de alcaloides en respuesta al ataque
por los herbivoros (Dodson et al. 2000).

Sin embargo, en este caso particular el atrincheramiento podria tener una funcion que no
habia sido mencionada antes: impedir la exportacién de nutrientes de la hoja a la planta. Las hojas
gue hospedaban a las larvas de los primeros estadios mostraron signos de deterioro y de
exportacién de nutrientes (cambio en la coloracion) después de algunos dias de ocupacion,
ademas de que posteriormente se desprendieron de la planta. Los herbivoros pueden provocar
senescencia prematura en las hojas. Este proceso incluye la exportacién de nitrégeno y se
manifiesta con un cambio de coloracién que va de verde oscuro a amarillo y posteriormente café y
que termina con la abscision de las hojas (Morath et al. 2006), se sabe que incluso las hojas
jévenes pueden presentar abscision por herbivoria (Blundell y Peart 2000). La abscision prematura

de las hojas tiene el potencial para ser una fuente importante de mortalidad larvaria en los casos
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en que las plantas tienen los medios para llevarla a cabo, es decir, plantas de vida larga que
producen muchas hojas y de herbivoros que tienen una movilidad limitada (Faeth et al. 1981). Este
podria ser el caso de P. stipulaceum, a pesar de ser una planta estacional. De esta manera, la
construccidn de la trinchera y el posterior aseguramiento del sitio de corte con seda, podrian
permitir que por un lado, los nutrientes se queden en la hoja y por el otro, que la hoja permanezca
unida a la planta.

En el parque nacional de Santa Rosa, Costa Rica, el 37 % de las especies estudiadas de
orugas se alimentan expuestas en la superficie de la hoja, mientras que el resto son minadores o
construyen refugios (Janzen 1988); por lo que es muy probable que el entorno bidtico y abidtico
de esta selva baja, similar a la de Chamela, ejerza presiones sobre las orugas que las obliguen a
llevar una vida protegidas. La funcién de los refugios como mejoradores del microambiente
(Hunter y Willmer 1989; Larsson et al. 1997) es probable en este caso ya que aun durante el
periodo de lluvias se pueden encontrar dias muy calientes y secos. Los refugios podrian ayudar a
mantener la humedad. Por otro lado, los refugios podrian también conferir cierta proteccién en
contra del ataque por depredadores (Eubanks et al. 1997), hipdtesis que se evalla en la siguiente
seccion de este trabajo.

El habito de construccidon de refugios se ha asociado con altas tasas de parasitoidismo,
posiblemente porque las orugas ocultas sufren tasas de depredacion menores, representando de
esta manera un hospedero seguro para los parasitoides, o tal vez esto se debe a que en los
refugios se concentran pistas quimicas para los parasitoides (Gentry and Dyer 2002). Hay orugas
constructoras que excretan fuera de su refugio o lanzan sus heces hacia el exterior (Caveney et al.
1998), un comportamiento que se asocia a minimizar la concentracién de sefiales quimicas que
detectan los enemigos naturales (Weiss et al. 2003). Sin embargo, G. cynisca no presenta este
comportamiento. Los refugios suelen tener heces en la capa externa, pero no en la cépsula.

El ataque por parasitoides es muy importante, ya que pueden ser los mayores
consumidores de insectos herbivoros en general (Hawkins et al. 1997). En los piralidos que
construyen refugios en P. stipulaceum en los parches estudiados (G. cynisca y la especie
desconocida) se registré una tasa de parasitoidismo alta (alrededor del 20 %), en comparacién con
la que presentan otros grupos que habitan en ecosistemas similares. Por ejemplo, Janzen y Gauld
(1997) encontraron tasas de parasitoidismo del 1 al 6 % en esfingidos y saturnidos de la regién de

Guanacaste, Costa Rica. Los niveles registrados en este estudio son mas parecidos a la tasa de
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31 % que reportan Gentry y Dyer (2002) en una selva humeda. Sin embargo, las poblaciones de
parasitoides podrian variar afio con afio, por lo que es necesario realizar un estudio a largo plazo.
Lill y Marquis (2001) encontraron que los niveles de parasitoidismo sufridos por Psilocorsis
quercicella (Oecophoridae) variaron de 6.7 a 21.8 % entre afos.

La incidencia de parasitoidismo fue mayor al principio de la temporada, durante julio y
agosto, un patron que concuerda con el que encontraron Hopkins y Memmott (2003) al estudiar
los niveles de parasitoidismo en la region de Guanacaste, Costa Rica. En este estudio se
identificaron dos morfoespecies de parasitoides; sin embargo no se sabe si ambas atacan a las dos
especies de lepiddpteros (G. cynisca y especie desconocida) que coexisten en los parches de P.
stipulaceum o si alguna es especifica.

La especie desconocida fue menos abundante al principio de la temporada, como sucede
con otras especies de lepidopteros de bosque seco (Janzen 1993). Este patron podria ser el
resultado de la competencia interespecifica con G. cynisca, cuya abundancia es menor en agosto,
0 que este retraso sea en respuesta a las presiones de depredacion de los parasitoides, ya que

estos son un factor que puede afectar la fenologia de los herbivoros (Myers 1981).
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Parte II. Evaluacion de los costos y beneficios de la conducta
de construccion de refugios de Gephyra cynisca

La construccion de refugios tiene repercusiones importantes en distintos aspectos de la
vida de las orugas e involucra costos y beneficios a diferentes niveles. Los beneficios incluyen el
mejoramiento de factores climaticos como la temperatura y la humedad, ya que las hojas
enrolladas pueden funcionar como aislantes ante el viento y la insolacién (Hunter y Willmer 1989;
Larsson et al. 1997); ademas de que habitar dentro de una exclusién de este tipo reduce el riesgo
que corren las orugas de caer de la planta (Loeffler 1996). Por otro lado, la funcidn de los refugios
como mecanismo de defensa ante los depredadores estd ampliamente documentada (Damman
1987; Hunter 1987; Bowers 1993; Fitzgerald 1993; Montllor y Bernays 1993; Loeffler 1996; Dyer
1997; Eubanks et al. 1997). Por ejemplo, los refugios de las larvas del género Polohymno
(Gelechiidae) en las acacias de las que se alimentan, reducen significativamente la probabilidad de
depredacion por hormigas (Eubanks et al 1997), de la misma manera, Damman (1987) encontré
que las larvas de Omphalocera munroei (Pyralidae) tenian mayor supervivencia dentro de los
refugios que fuera de ellos. Sin embargo, no se trata de una estrategia infalible, ya que algunos
depredadores como aves y avispas pueden aprender a desenrollarlos y utilizarlos como pistas para

ubicar a sus presas (Murakami 1999; Weiss et al. 2004).

Por ultimo, los refugios pueden mejorar la calidad alimentaria de la planta porque
involucran cambios fisicos en las hojas que pueden alterar su composicidon quimica (Sagers 1992).
Los refugios pueden reducir las defensas anti-herbivoro de las plantas interrumpiendo el paso de
luz (Sagers 1992), ademas de que si se trata de refugios atrincherados, la interrupcion del flujo de
sustancias entre la hoja y la planta podria evitar el desarrollo de mecanismos de defensa
inducidos, tales como la exportacion de nutrientes. Las defensas inducidas son respuestas
fisiolégicas y morfoldgicas de las plantas que se desencadenan cuando son atacadas por los
herbivoros (Karban y Baldwin 1997; Agrawal 1999). Estas respuestas pueden afectar caracteres
como el contenido de agua y nitrégeno, la dureza de las hojas y la produccidon de metabolitos
secundarios (Agrawal 1999; Heil et al. 2001) y pueden reducir la cantidad de dafo subsecuente
que sufren las plantas (Boege 2004) y atraer a los depredadores de los herbivoros (Thaler 1999).

El atrincheramiento se ha documentado en distintos grupos de insectos, entre ellos los
lepiddpteros (Dussourd 1999) y los escarabajos (Becerra 1994; Evans et al. 2000; Darling 2007). En
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general, se observa en plantas con conductos laticiferos y resiniferos, en las que la trinchera,
elaborada por los herbivoros, reduce considerablemente la concentracion de latex y aceites
esenciales (Dussourd y Denno 1991, 1994; Clarke y Zalucki 2000). Sin embargo, los beneficios del
atrincheramiento pueden cambiar con el tiempo ya que las plantas pueden tener la capacidad de
reemplazar las toxinas perdidas a causa de este comportamiento. Este es el caso de Pastinaca
sativa (Umbeliferaceae) cuyo follaje reduce significativamente su concentracion de defensas
cuando es atrincherado por Trichoplusia ni (Noctuidae), pero al cabo de un dia aumenta la
concentracion de aceites esenciales en las hojas atrincheradas a niveles incluso mayores que los
de las hojas intactas (Chambers et al. 2007), por lo que los herbivoros se ven forzados a cambiar
de hoja continuamente.

En ocasiones los herbivoros pueden preferir habitar hojas con las mejores caracteristicas
para hacer refugios, aunque sean de mala calidad nutricional (Hunter 1987; Larsson et al. 1997),
de esta manera, el habito de construir refugios tendria un costo relacionado con la calidad de la
planta, que se traduce en tasas de crecimiento bajas en comparacién con las que un herbivoro
tendria con una dieta de hojas fuera del refugio (Damman 1987; Loeffler 1996). Otro costo
importante de la construccion de refugios es que este hdbito se asocia con altos niveles de
parasitoidismo en comparacion con orugas de vida expuesta (Dyer y Gentry 1999; Gentry y Dyer
2002), incluyendo avispas, moscas y nematodos, que son tres grupos de parasitoides con
diferentes mecanismos de infeccidon (Gentry y Dyer 2002). Los refugios pueden hacer a las orugas
mas propensas al parasitoidismo porque concentran sefales que las hacen mas faciles de localizar
(Dyer y Gentry 1999). Estas sefales pueden ser visuales o quimicas, como la presencia de seda y
heces (Agelopoulos et al. 1995; Mattiacci y Dicke 1995). Por otro lado, es posible que los
parasitoides elijan orugas constructoras de refugios porque son menos propensas al ataque por
otros depredadores, siendo asi un hospedero mas conveniente (Gentry y Dyer 2002). En este
sentido, otro costo que debe ser tomado en cuenta es la vulnerabilidad ante el ataque por
enemigos naturales por permanecer en el haz de la hoja durante el proceso de construccion
(Bergelson y Lawton 1988; Loader y Damman 1991).

Existen también costos ecoldgicos y fisioldgicos asociados con la construccidn de refugios
porque se trata de un proceso que involucra la inversidén de tiempo y energia (Fitzgerald et al.
1991; Berenbaum et al. 1993; Fitzgerald y Clark 1994), ademas de que las orugas utilizan una gran

cantidad de seda en la fabricacién y mantenimiento de los refugios (Lill et al. 2007). De acuerdo
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con Berembaum et al. (1993), en el caso particular de Depressaria pastinacella, la construccion de
estructuras con seda involucra la inversién de mas del 20% del presupuesto de tiempo, nitrégeno
y energia.

Las presiones ecoldgicas que enfrentan las orugas a lo largo de su desarrollo, pueden
cambiar drasticamente debido a las diferencias en tamafio (Reavey 1993). Los estadios mas
pequeios son mas susceptibles que los grandes al atagque de depredadores invertebrados
(Weseloh 1993), por lo que éste podria promover una reduccion en el tiempo de desarrollo de los
herbivoros (Weis et al. 1992; McGregor 1996; Lill 2001). Es por esta razén que las presiones de
seleccion sobre los comportamientos de construccion y atrincheramiento estan limitadas a ciertos
estadios, en funcidon de cuando los herbivoros son capaces de realizarlos. Por ejemplo, hay
reportes de que el atrincheramiento esta limitado a los estadios larvales mas grandes (lde 2004)
porque las orugas pequefias no tienen la fuerza ni el tamafio de las mandibulas requerido para
llevarlo a cabo (Hochuli 2001). De esta manera, tanto las presiones de seleccién ascendentes
(calidad de la planta) como las descendentes (ataque de enemigos naturales) podrian acelerar el
desarrollo de las larvas hasta que puedan expresar el comportamiento que minimiza sus efectos,
como el atrincheramiento y la construccidn de refugios. Se sabe que hay atributos de la historia de
vida de los herbivoros, como la tasa de crecimiento, el tamafio corporal y la duracién del
desarrollo, que pueden ser influenciados simultdneamente por estos dos tipos de fuerzas (Lill y
Marquis 2001). En los parrafos anteriores se explicaron los posibles costos y beneficios del habito
de construccion de refugios y existe una aparente contradiccion en el sentido de que los refugios
pueden mejorar, pero también empeorar la calidad del alimento. En el caso de la depredacién,
sucede algo similar, ya que pueden bajar la probabilidad de depredacién pero aumentar el riesgo
de parasitoidismo. De esta manera, la permanencia de este habito dependera del beneficio neto
que los refugios confieren a las orugas, que a su vez depende de los costos y beneficios asociados
a los diferentes niveles. Es posible que en algunos casos las presiones ascendentes y descendentes
se manifiesten en sentidos opuestos y que en otros actien de manera sinérgica. En el caso
particular de P. stipulaceum y G. cynisca, los refugios podrian brindar beneficios al mantener el
valor nutricional de la hoja mediante la interrupcion del flujo de nutrientes de ésta a la planta y
reduciendo su toxicidad, al impedir los mecanismos de induccién de metabolitos secundarios. Al
mismo tiempo, es posible que se reduzca la calidad del follaje porque las hojas de los refugios

pierden agua y las orugas siguen alimentandose de ellas aun cuando estan secas. En esta seccidn
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se cubren los ultimos dos objetivos particulares, que se refieren a determinar el efecto del
atrincheramiento sobre la calidad alimenticia del follaje de Piper stipulaceum y la efectividad de

los refugios como defensa ante los enemigos naturales de G. cynisca.

Métodos

1. Atrincheramiento y calidad alimentaria del follaje de P. stipulaceum. Las trincheras pueden
alterar la calidad alimenticia de las hojas por medio de dos mecanismos relacionados; el
primero es la interrupcion del flujo de sustancias entre la planta y la hoja y el segundo es el
deterioro de la hoja por estar separada de la planta. Para determinar si el atrincheramiento
tiene un efecto sobre la calidad nutricional de Piper stipulaceum, se realizé un analisis del
contenido de nitrégeno, fésforo y agua del follaje, se hicieron dos pruebas de aceptabilidad y
se evaluod el desempenio de las larvas sometidas a distintas dietas.

a. Contenido de agua en el follaje. Se comparé el contenido de agua de 79 hojas
recién cortadas (follaje fresco) y 77 hojas que después de cortarse se dejaron tres dias a la
intemperie (follaje seco), que corresponde al tipo de follaje que las larvas de G. cynisca
consumen normalmente en el campo. Cada hoja pertenecia a una planta diferente; todas
ellas se secaron a la sombra y se almacenaron en bolsas de papel. Para determinar el
contenido de agua, las muestras se pesaron antes y después del proceso de secado en una
balanza digital (Acculab Sartorius group, modelo vic-303). El contenido de agua de las hojas
entre tratamientos se compard con un Anova Welch para varianzas desiguales.

b. Contenido de nitrégeno y fésforo en el follaje. Una muestra de las hojas utilizadas
para determinar el contenido de agua en el follaje fue analizada posteriormente para
determinar su contenido de nitrégeno y fésforo totales por medio del método industrial
Technicon No. 329/74 (Technicon Industrial Systems 1997). Se analizaron 25 hojas por
tratamiento y el contenido de fdsforo y nitrégeno de las hojas entre tratamientos se
compard con una prueba de Wilcoxon/ Kruskal-Wallis, cada hoja provenia de una planta
diferente.

c. Aceptabilidad. Para determinar si las orugas de G. cynisca prefieren el consumo de
follaje fresco (recién cortado) o seco (con tres dias de atrincheramiento), se realizaron dos
pruebas de aceptabilidad. La primera utilizando el tejido de hojas maduras, mientras en la

segunda se utilizaron hojas jévenes, por si la concentracién de defensas quimicas en las
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hojas cambia a lo largo del desarrollo de las mismas. Para ambos experimentos las orugas
fueron sometidas a 7 horas de ayuno antes de su inicio. Cada una se colocd al centro de
una caja petri con seis circulos de 3 cm? tres de tejido fresco y tres de tejido seco
colocados de manera intercalada (Figura 2.1). Las orugas se dejaron en las cajas por un
periodo de seis horas, al término del cual fueron retiradas y se fotografiaron los circulos
remanentes. El drea consumida se estimd por medio del analisis de estas imdagenes con el
programa Sigma scan Pro 5 (SPSS 1999). El primer ensayo (con tejido maduro) se realizo
con 46 orugas de los estadios larvales de cabeza rojiza, mientras que el segundo (con tejido
joven) se realizé con 29 orugas del segundo estadio de cabeza rojiza. En ambos casos los

datos se analizaron por medio de una prueba de t pareada.

Figura 2.1. Esquema del experimento de aceptabilidad. Se colocé una oruga al centro de una caja petri con tres
circulos de follaje fresco (blanco) y tres de follaje seco (gris).

En los incisos d y e se describen dos experimentos con orugas en los que se
compara la calidad del tejido fresco vs. seco (d) y atrincherado vs. no atrincherado (e). En
el primer caso (fresco vs. seco) ambos tipos de follaje han sido separados de la planta y
difieren en el tiempo que ha pasado a partir de esa separacion. Se trata de una diferencia
importante, porque el tejido pierde agua con el paso del tiempo. En el segundo caso, el
tejido atrincherado ha sido separado de la misma, mientras que el no atrincherado se
refiere a hojas que contindan unidas a la planta. En ambos casos se midieron el peso de las
pupas y el tiempo de desarrollo como variables de respuesta. El peso de las pupas esta
correlacionado con la adecuacion (Roff 1992) y es un atributo que puede variar con el paso
del tiempo, ya que las pupas pierden humedad, por esta razon el peso de las pupas de

todos los experimentos se registro el dia en que puparon.
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d. Desempeiio de las orugas alimentadas con dieta fresca y seca. Para determinar si
el tipo de dieta (fresca vs. seca) tiene algun efecto sobre el peso final o la duracién de la
etapa larvaria de G. cynisca, se realizé un experimento en el que 20 orugas nacidas en
cautiverio fueron alimentadas con hojas cortadas con anterioridad (dos a tres dias),
mientras que otras 20 fueron alimentadas con hojas frescas (cortadas el mismo dia). Todas
las orugas iniciaron el experimento al mismo tiempo, cuando alcanzaron el primer estadio
macroscoépico (cabeza de alrededor de 0.2 mm); y los tratamientos se mantuvieron hasta el
momento de pupar. Al inicio del experimento, las orugas eran demasiado pequefas como
para pesarlas, por lo que el primer peso se registré a los 10 dias de iniciado el tratamiento,
posteriormente se registrd el peso de las pupas y el tiempo de desarrollo. Se aplicé un
Manova con el sexo, la dieta y la interaccidon de éstos como variables independientes y el
peso de las pupas, el peso uno (10 dias después de comenzado el experimento) y el tiempo
de desarrollo como variables dependientes. Posteriormente se hicieron tres Anovas de dos
vias. Uno por cada variable de respuesta (peso uno, peso final y tiempo de desarrollo); en
todos los analisis se incluyeron al tipo de dieta y al sexo como variables independientes, ya
qgue las hembras son mas grandes y tienen un tiempo de desarrollo ligeramente mayor al
de los machos. Se realizd una transformacion box cox a los datos del peso de las pupas para
normalizar su distribucion.

e. Desempeiio de las orugas alimentadas con dieta atrincherada y no atrincherada.
Para comparar la calidad alimentaria de las hojas atrincheradas y no atrincheradas, se
realizé un experimento con 30 pares de orugas del segundo estadio rojizo. Todas las orugas
fueron criadas en cautiverio, eran de la misma edad y fueron colectadas de la misma hoja,
por lo que probablemente provenian de la misma puesta. Se eligieron de este estadio
porque durante este periodo consumen la mayor cantidad de follaje (M. Abarca obs. pers.).
Cada par de orugas se colocd en una planta del campo, en la que se seleccionaron dos
hojas de ramas opuestas y equivalentes en cuanto a edad vy filotaxia. Una de las hojas se
atrincheré artificialmente con una navaja, mientras que la otra se mantuvo intacta. Los
extremos del peciolo de la hoja atrincherada que fueron separados se unieron
posteriormente por medio de un hilo de nylon. Las orugas fueron obligadas a permanecer
en su hoja correspondiente durante cuatro dias por medio de jaulas fabricadas con cajas

petri. Cada jaula estaba hecha por dos tapas o dos fondos unidos por medio de una pinzay
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tenia dos orificios cubiertos con malla de tul para favorecer la ventilacidn. Para asegurar
que la jaula no se cayera de la hoja se asegurd con una liga (Fig. 2.2). Después de cuatro
dias se llevaron al laboratorio y se alimentaron con una dieta fresca uniforme hasta el
momento de pupar.

Para evitar que las orugas fueran depredadas por hormigas se aplicé vaselina en el
peciolo de la hoja. Este procedimiento incrementd la tasa de supervivencia de las orugas
en pruebas previas. Durante este experimento se registrd el peso inicial, el peso al cabo de
los 4 dias que durd el tratamiento y el peso de las pupas. Se aplicdé un Manova en el que se
incluyeron como variables de respuesta el incremento en peso al cabo del tratamiento, el
peso de las pupas y el tiempo de desarrollo, y como variables independientes el tipo de
dieta, el sexo y su interaccion. Posteriormente se realizaron tres Anovas de dos vias con las
mismas variables independientes, uno por cada variable de respuesta. Todas las variables
de respuesta se sometieron a una transformacién box cox para normalizar su distribucion

(SAS Institute 2001).

Figura 2.2. a) Jaula para mantener a las orugas en la hoja de su tratamiento correspondiente
(atrincherada o no atrincherada). b) Peciolo de las hojas del tratamiento no atrincherado, al que se aplicé
vaselina. c) Peciolo de las hojas del tratamiento atrincherado, al que ademas de aplicarsele vaselina, se cortd y
sus extremos se unieron con hilo de nylon.

2. Papel de los refugios como defensa. Para determinar la eficacia de los refugios como defensa
ante los enemigos naturales se realizaron experimentos con orugas artificiales y con orugas

vivas. Las orugas artificiales se moldearon con plastilina negra, del tamafio correspondiente a
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las orugas de los ultimos tres estadios larvales. Las orugas vivas se criaron en cautiverio desde
el momento de su concepcion, para asegurar que estuvieran libres de parasitoides.

a) Orugas vivas. Se realizé una prueba piloto, en la que se colocaron 39 pares de orugas en 39
plantas distribuidas de manera uniforme en un parche. Una oruga de cada par se encontraba
en un refugio construido en cautiverio (tratamiento en refugio), amarrado a una rama de la
planta, mientras que la otra se colocé sobre el haz de una hoja en una rama opuesta
(tratamiento expuesto). Las orugas se dejaron en las plantas durante siete horas, de las 9 am
a las 4 pm. Dado que las orugas expuestas comenzaban la construccion de un refugio, el
parche fue monitoreado cada hora para interrumpir la construccion y volver a exponerlas
sobre el haz. La incidencia de depredacion fue muy baja durante esta prueba, por lo que el
experimento se repitié en las mismas plantas y con el mismo nimero de orugas, pero esta
vez, durante tres dias, como se describe a continuacion.

Se dejé que las orugas expuestas construyeran un refugio, por lo que el tiempo de
exposicién a los depredadores se limitd a las horas que les llevara construirlo. Cada dia en la
mafiana, las orugas del tratamiento “expuesto” eran sacadas de su refugio y expuestas ante
los depredadores durante la construccidn de uno nuevo; al cabo de tres horas se realizaba
un monitoreo para registrar los eventos de depredacién. Al término de los tres dias, todas las
orugas que sobrevivieron fueron colectadas y se llevaron al laboratorio, donde se
alimentaron con una dieta uniforme hasta el momento de pupar.

El destino de las orugas se clasificd en cuatro categorias: Polillas, que se refiere a las
orugas que sobrevivieron hasta pupar y emerger de manera exitosa. Depredadas, que son
aquellas cuyo evento de depredacion fue observado, o que dejaron alguna prueba del
mismo, como seda o el refugio a medio construir. Desaparecidas: que son aquellas que se
perdieron y no dejaron pruebas de haber sido depredadas, por lo que pudieron haber caido
de la planta. Y por ultimo, las muertas son aquellas cuyo cadaver fue encontrado completo y
por lo tanto es poco probable que su muerte se deba a un evento de depredacién. Para
comparar el destino de las orugas entre tratamientos, todas las larvas que no puparon
exitosamente se agruparon en una sola categoria y la comparacion se realizé con una prueba
de x°. Todas las bajas registradas en el tratamiento “expuesto” sucedieron en los periodos en

que las orugas estaban fuera del refugio.
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b) Orugas artificiales. Se realizd un experimento con tres repeticiones, una por mes en julio,
agosto y octubre de 2008. Se colectaron hojas maduras, frescas y secas, con las que se
construyeron refugios artificiales, imitando la forma de los naturales. En julio y agosto se
utilizd hilo para construirlos, mientras que en octubre se utilizd pegamento de contacto
liquido transparente. Dentro de cada refugio se colocé una oruga de plastilina en la posicion
en que normalmente se encuentran en el campo, dentro de una capsula, que también fue
cosida o pegada, segun el mes.

Se colocaron 40 pares de orugas en plantas distribuidas de manera uniforme dentro de
un parche. Una oruga de cada par estuvo expuesta en el haz de una hoja, cerca del peciolo,
gue es un punto donde pasan gran parte del tiempo cuando construyen refugios, mientras
que la otra se colocé dentro del refugio artificial, amarrado a la planta. Las orugas se dejaron
en el campo por un periodo de tres dias, al cabo del cual se colectaron y se registraron como
depredadas (las que presentaban mordidas o piquetes) y no depredadas (que no mostraban
evidencia de haber sido atacadas). Mediante este procedimiento se subestiman los eventos
de deteccién por parte de los depredadores, porque algunos de ellos pueden detectar a la
presa, pero no la atacan a menos de que haya un segundo estimulo, como el movimiento
(Macias y Drummond 1990), del que carecen las orugas artificiales.

3. Costos fisiolégicos de la construccion de refugios. Para determinar si las orugas pierden
peso debido al gasto en seda asociado a la construccién de refugios, se pesaron 26 orugas antes
de construir un refugio, después de haberlo hecho y al dia siguiente. Las orugas se pesaron a las
10:30 am, a las 6:30 pm y por ultimo, a las 10:30 am del siguiente dia. Los refugios fueron
construidos entre las 12:00 y las 4:00 pm. Las diferencias en peso fueron comparadas con una
prueba de t pareada.

Para estimar los costos fisiolégicos de la construccion de refugios se realizé un experimento en
el que 60 orugas fueron forzadas a construir el numero de refugios correspondiente con uno de
los siguientes tres tratamientos: “varios” (3 a 4 refugios) “uno” y “ninguno” éstos tratamientos
fueron aplicados de manera continua hasta que las larvas puparon, se registré el peso de las
pupas. En una prueba piloto se determind que las condiciones de vida de las orugas asociadas a
estos tratamientos, como la dieta, tienen una influencia importante en el peso de las pupas; por lo
que todas las orugas se alimentaron con tejido fresco y se mantuvieron en cajas petri, de las que

sélo salian para construir los refugios. Los datos se analizaron con un Manova, en el que se incluyd
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al tiempo de desarrollo y al peso de las pupas como variables de respuesta y al sexo, al
tratamiento de construccién y la interaccion de éstos como variables independientes.
Posteriormente se hicieron dos Anovas de dos vias, uno por cada variable de respuesta, en los que
se incluyeron al sexo y al tratamiento de construccién como variables independientes.

4. Los refugios como mediadores de las presiones ecoldgicas ascendentes y descendentes. A
lo largo de este trabajo se investigd cdmo el habito de construccidon de refugios disminuye o
aumenta el impacto de las presiones ecoldgicas que ejercen sobre G. cynisca la planta que le sirve
de alimento y los depredadores que la consumen; utilizando tres variables: El tiempo de desarrollo
de las larvas; el peso de las pupas, que tiene una fuerte relacion con la adecuacién, y la
probabilidad de depredacién, cuya relacién con la adecuacion es directa. Para determinar en qué
medida los refugios alteran las presiones ascendentes y descendentes a las que estdn sometidas
las orugas, se hizo una comparacion de las tres variables descritas anteriormente en la situacion
dentro y fuera del refugio. Se utilizaron los datos de varios de los experimentos anteriores, como
se especifica mds adelante, porque es imposible obtener todos los datos a partir de la misma
muestra de orugas. La magnitud de los efectos ascendentes y descendentes sobre el peso de las
pupas (PP), el tiempo de desarrollo (TD) y la probabilidad de depredacién (PD) se determind de
acuerdo con Denno et al. (2003), comparando las tres variables dentro del refugio (R) y fuera del
refugio (F) de la siguiente manera: PP = In (peso promedio de las pupas F /peso promedio de las
pupas R), TD = In (tiempo desarrollo promedio F /tiempo desarrollo promedio R) y PD = In (%
depredacion F/ % depredacién R). En el denominador se colocd la situacion dentro del refugio (R)
y en el numerador la situacién fuera del refugio (F). Los promedios se obtuvieron de los
experimentos 1d para el tiempo de desarrollo (orugas alimentadas con dieta fresca vs. dieta seca);
le, para el peso de las pupas (orugas alimentadas con dieta atrincherada vs. no atrincherada) y 2a
para el porcentaje de depredacion (orugas expuestas vs. orugas dentro de un refugio). El signo de
los efectos indica si de acuerdo con la variable medida, la conducta de construccidn de refugios
confiere un costo (-) o un beneficio (+). El efecto PP se multiplicé por (-1) para que tuviera un signo
positivo, ya que se encontrd que la dieta dentro del refugio confiere un beneficio. La significancia
de cada efecto se obtuvo a partir del analisis original del experimento del que se obtuvieron los

datos.
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Resultados

1. Atrincheramiento y calidad alimenticia del follaje de P. stipulaceum

a. Contenido de agua en el follaje. Como era de esperarse, las hojas secas tuvieron
significativamente menos agua que las frescas (F; 956 = 72.9, P < 0.0001). El contenido de agua
en las hojas secas fue en promedio, de 0.72 + e.e. 0.006 g de agua por gramo de tejido (n =
77), mientras que en las hojas frescas fue de 0.78 + 0.002 g de agua por gramo de tejido (n =

79, Fig. 2.3).
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Figura 2.3. Contenido de agua en las hojas atrincheradas y no atrincheradas (promedio * e.e.).

Contenido de agua (g agua/g tejido)

b. Contenido de nitrégeno y fosforo en el follaje. No se encontraron diferencias significativas en
cuanto al contenido de nitrégeno y fésforo en el follaje (Nitrégeno: x;° = 0.86, P = 0.35;
Fc')sforo:)(l2 =1.7, P=0.19, n = 50). Los niveles encontrados de estos nutrientes fueron de 15y

0.015 % respectivamente (Fig. 2.4).
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Figura 2.4. Contenido de fésforo y nitrégeno en el follaje fresco y seco (la linea horizontal corresponde a la

mediana, la caja al intervalo entre el 25y el 75 % y los bigotes al intervalo entre el 10 y el 90 %).
c. Aceptabilidad. Como se muestra en la figura 2.5, las orugas no mostraron una preferencia por
el consumo del tejido fresco o seco, independientemente de que las hojas fueran jovenes (ts

= 1.36, P =0.185, n = 29) o maduras (t;3 = 0.34, P =0.736, n = 44).
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Figura 2.5. Area consumida en los experimentos de aceptabilidad empleando a) hojas jévenes y b) hojas maduras

(promedio t e.e.).

d. Desempeiio de las larvas alimentadas con dieta fresca y seca. El Manova (Wilks’ A = 0.31,
Fo756 = 5.2, P =0.0001) revel6 efectos significativos de la dieta (F33; = 0.59, P = 0.0022, n = 37)
y el sexo (F33; = 0.93, P = 0.0001), pero no de su interaccidn (F33; = 0.07, P = 0.52) sobre el
modelo. Los analisis de covarianza individuales indicaron que el tipo de dieta (fresca vs. seca)
tuvo un efecto significativo sobre el tiempo de desarrollo, ya que las larvas alimentadas con
follaje fresco puparon dos dias antes que las que se alimentaron de follaje seco (Fig. 2.6a,

Tabla 2.1). De la misma manera, el tipo de dieta tuvo un efecto significativo sobre el peso
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después de 10 dias de tratamiento ya que las larvas alimentadas con follaje fresco pesaron

casi el doble que las larvas alimentadas con follaje seco (Fig. 2.6b, Tabla 2.1). En contraste, el

peso de las pupas no se vio afectado por el tipo de dieta (F33; = 6.04, P = 0.0021, n = 37, Fig.
2.6¢, Tabla 2.1).

El sexo tuvo un efecto en el tiempo de desarrollo y el peso de las pupas, ya que las

hembras son mas pesadas que los machos y tienen una etapa larvaria mas larga; sin embargo, este

efecto fue independiente del tratamiento (Tabla 2.1).
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Figura 2.6. Efecto del tipo de dieta (fresca vs. seca) en a) el tiempo de desarrollo, b) el peso de las larvas después de 10
dias de tratamiento y c) el peso de las pupas (n = 37; promedio * e.e.)).
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Tabla 2.1. Anova de dos vias del efecto del tratamiento (dieta fresca vs. seca) y el sexo sobre 1) el peso 1 de las larvas, 2)
el peso de las pupas y 3) el tiempo de desarrollo.

1) Efecto del tratamiento en el peso 1 de las larvas

Fuente de variacion gl Suma de cuadrados  F p

Dieta 1 0.0015 18.438 <0.001
Sexo 1 51x10"° 0.632 0.43
Dieta x Sexo 1 4x10-7 0.005 0.94

2) Efecto del tratamiento en el peso de las pupas

Fuente de variacion gl Suma de cuadrados  F p

Dieta 1 5.31x 102 0.002 0.96
Sexo 1 0.0004 17.18 <0.001
Dieta x Sexo 1 5.31x10-° 0.229 0.63

3) Efecto del tratamiento en el tiempo de desarrollo

Fuente de variacion gl Suma de cuadrados F p
Dieta 1 58.642 10.434 0.002
Sexo 1 89.040 15.843  <0.001
Dieta x Sexo 1 3.841 0.683 0.41

e. Desempefio de las larvas alimentadas con dieta atrincherada vs. no atrincherada. El Manova
revel6 efectos significativos de la dieta (F33 = 0.37, P = 0.0092) y el sexo (F336 = 1.06, P <
0.0001), pero no de su interaccidn (F33¢ = 0.02, P = 0.8441, n = 42). Cuando se analizaron los
efectos por separado por medio de analisis de covarianza, la dieta no explicé de manera
significativa la variacién en el incremento en peso de las larvas (F,30 = 0.92, P = 0.41, n = 42,
Fig. 2.7a) ni en el tiempo de desarrollo de las mismas (F,39 = 0.62, P = 0.54, n = 42, Fig. 2.7b).
Sin embargo, el tipo de dieta si tuvo un efecto significativo sobre el peso de las pupas (Tabla
2.2), siendo las larvas alimentadas con tejido atrincherado 3 mg mds pesadas que las
alimentadas con tejido no atrincherado (Fig. 2.7c). Al igual que en el experimento anterior, el
sexo tuvo un efecto importante, sin embargo la interaccion entre éste y el tratamiento no fue

significativa (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2. Anova de dos vias del efecto de la dieta (hojas atrincheradas vs. no atrincheradas) sobre el peso de las pupas.

Fuente de variacion gl Suma de cuadrados F P
Dieta 1 0.00023 12.850 <0.001
Sexo 1 0.00071 39.197 < 0.0001
Dieta x Sexo 1 0.00001 0.622 0.440
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Figura 2.7. Efecto del tipo de dieta (atrincherada vs no atrincherada) sobre a) el incremento en peso después de 4 dias
de tratamiento, b) el peso de las pupas y c) el tiempo de desarrollo (promedio + e.e.).

2. Papel de los refugios como defensa

a. Orugas vivas. En la tabla 2.3 se muestra el destino de las orugas sometidas al experimento de
depredacién de acuerdo con su tratamiento, no se registré ningun evento de parasitoidismo.
La proporcién de larvas que no sobrevivieron fue significativamente mayor en el grupo de las

expuestas que en el de las que se encontraban dentro del refugio (x° = 12.41, P = 0.0004; Fig.
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2.8). La unica oruga que fue depredada dentro del refugio fue consumida por una larva de

coledptero.

Tabla 2.3. Destino de las orugas sometidas al experimento de depredacidén.
Tratamiento Supervivientes Depredadas Desaparecidas Parasitadas Muertas Total

Refugio 35 1 3 0 0 39
Expuestas 21 11 5 0 2 39
40 1
3 Supervivientes
[ No supervivientes
30 A
[%]
]
2 20
=]
=
10 A

Refugio Expuestas

Tratamiento

Figura 2.8 Orugas supervivientes (emergieron exitosamente como polillas), vs orugas no supervivientes (murieron,
fueron depredadas o desaparecieron) n = 78.

b. Orugas artificiales. En los experimentos de julio y agosto tanto las orugas en refugio como las
expuestas fueron atacadas con la misma intensidad (Julio: )(2 pearson = 0.704; P = 0.401; 1 gl;
Agosto: )(2 pearson = 2.621; P = 0.105; 1 gl; Fig. 2.9) mientras que en octubre las orugas

expuestas fueron mas atacadas que las cubiertas (X° pearson = 8.66; P = 0.003; 1 gl; Fig. 2.9).
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Figura 2.9. Destino de las orugas de plastilina en julio, agosto y octubre. La seccién lisa de las barras representa el
porcentaje de orugas de plastilina encontradas intactas, mientras que la seccion rayada a las que fueron depredadas; n =

40 cada mes.
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3. Costos fisioldgicos de la construccion de refugios
Las orugas no perdieron ni ganaron peso durante la construccion de un refugio (t,; = 1.023; P=
0.317; Fig. 2.10), pero su peso si se incrementd al dia siguiente a este proceso (t =7.11; 25gl; n =

26; P < 0.0001; Fig. 2.10).
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Figura 2.10. Peso de las larvas antes, después y al dia siguiente de la construccidn de un refugio n = 26 (promedio t e.e.).

De acuerdo con el Manova ( Wilks” A = 0.43, Fio136 = 7.14, P = 0.0001) , se encontré un efecto del
sexo (F,e3 = 1.06, P < 0.0001) pero no del tratamiento de construccion (F,es = 0.09, P = 0.214) ni de
la interaccion de éste con el sexo (F,63 = 0.027, P = 0.76) en el modelo. Los andlisis individuales
mostraron que el tratamiento de construccion de refugios (varios, ninguno, uno) no tuvo un efecto
significativo sobre el peso de las pupas (Tabla 2.4, Fig. 2.11 a), ni sobre el tiempo de desarrollo de
las larvas (Tabla 2.4, Fig. 2.11,). El sexo fue la Unica variable del modelo que explicd la variacién
encontrada (Tabla 2.4) ya que el peso de las pupas asi como el tiempo de desarrollo de los machos

es menor al de las hembras.
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Figura 2.11. Efecto del tratamiento de intensidad de construccién de refugios (varios, uno, ninguno) sobre a) el peso de
las pupas y b) el tiempo de desarrollo de las larvas (promedio  e.e.).

Tabla 2.4. Efecto del tratamiento de construccidn (varios, uno, ninguno) sobre 1) el peso de las pupas y 2) el tiempo de

desarrollo de las larvas.

1) Efecto del tratamiento de construccion sobre el peso de las pupas

Fuente de variacion gl Suma de cuadrados  F p
Tratamiento 2 0.000076 2.042 0.138
Sexo 1 0.00127 66.06 <0.0001
Tratamiento x Sexo 2 0.000015 0.387 0.680

2) Efecto del tratamiento de construccion en el tiempo de desarrollo

Fuente de variacion Gl Suma de cuadrados  F p
Tratamiento 2 2.926 0.35 0.706
Sexo 1 97.79 23.394  <0.0001
Tratamiento x Sexo 2 2.8597 0.3421 0.712

4. Los refugios como mediadores de las presiones ecologicas ascendentes y descendentes

En la figura 2.12 se presentan las magnitudes de los efectos del habito de construccion de refugios

de G. cynisca sobre el tiempo de desarrollo, el peso de las pupas y la probabilidad de depredacion.

Los efectos se calcularon a partir de individuos diferentes sometidos a distintos experimentos. El

efecto mds grande fue positivo y se refiere a la probabilidad de depredacién (PD). Considerando la

calidad del alimento, los refugios tuvieron un efecto negativo sobre el tiempo de desarrollo (TD) y

positivo sobre el peso de las pupas (PP).
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Figura 2.12. Tamafio del efecto del habito de construccion de refugios sobre el peso de las pupas (PP), el tiempo de
desarrollo (TD) y la probabilidad de depredacién (PD). Los niveles de significancia se muestran sobre las barras y se
obtuvieron a partir de los andlisis de los experimentos le para PP, 1d para TD y 2a para PD. El signo de los efectos indica
si la conducta de construccion de refugios confiere un costo (-) o un beneficio (+). En el experimento de depredacién no
se considero el sexo de las orugas, ya que fue imposible determinarlo, por eso se asigné el mismo valor del efecto PD a
hembras y machos.

Discusion

Este estudio muestra que los refugios atrincherados que construyen las orugas de G. cynisca son
un mecanismo que les permite lidiar simultdneamente con las presiones ecoldgicas ascendentes y
descendentes a las que estan sometidas. Por un lado, los refugios atentan las presiones
descendentes al disminuir la probabilidad de depredacion de las larvas y por otro, las trincheras
interfieren con las presiones ascendentes ya que disminuyen el efecto de los mecanismos de
defensa de su planta hospedera. El atrincheramiento tuvo dos efectos principales; por un lado,
mejoré la calidad del tejido foliar, ya que las pupas de las orugas alimentadas con tejido
atrincherado alcanzaron un mayor peso que las que se alimentaron de tejido no atrincherado y
por otro, provoco la pérdida de agua en el tejido, que tuvo como consecuencia un incremento en
el tiempo de desarrollo de las larvas. No se encontraron costos asociados a la construccién de
refugios por medio de los experimentos disefiados para este fin, pero no se descarta que existan.

El atrincheramiento provocd alteraciones en la calidad alimenticia del follaje de P.
stipulaceum por medio de dos mecanismos diferentes. Por un lado, provoca la desecacién del

tejido foliar; y ésta podria ser la causa de que las orugas que se alimentaron con tejido seco
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tardaran mas tiempo en desarrollarse. Kursar et al. (2006) demostraron que el tiempo de
desarrollo de 39 morfoespecies de orugas que se alimentan de Inga sp. (Fabaceae) se correlaciona
con el contenido de agua en las hojas que ingieren, pero no con el de nitrégeno. Por otro lado, los
resultados indican que el atrincheramiento confiere algun beneficio nutricional porque las pupas
de las orugas alimentadas con hojas atrincheradas alcanzaron un peso mayor que el de las que se
alimentaron con hojas no atrincheradas. Sin embargo, con este estudio no es posible determinar la
causa de este patrdn, ya que no se encontraron diferencias en el contenido de nutrientes entre el
follaje seco y el fresco. Existen al menos dos posibilidades, la primera es que el atrincheramiento
evite la exportacion de nutrientes de la hoja al resto de la planta, maximizando asi la ingestion de
nitrégeno por las orugas. La segunda es que el atrincheramiento minimice la importacion de
metabolitos secundarios en las hojas, que son inducidos en el momento en que la planta detecta
que estd siendo consuminda; en este caso lo mas probable es que se trate de alcaloides, ya que su
produccion ha sido reportada en otras especies de éste género (Dodson et al. 2000). Para
determinar si la funcién principal del atrincheramiento es interrumpir la importacién de defensas
o la exportacidon de nutrientes seria necesario hacer comparaciones del contenido de nutrientes y
alcaloides en el follaje atrincherado y no atrincherado, sometido al dafio por herbivoros. La
funcion del atrincheramiento como mecanismo de sabotaje de defensas ha sido ampliamente
estudiada (Dussourd y Denno 1991, 1994, Clarke y Zaluki 2000, Chambers et al. 2007), pero su
papel al impedir la exportacion de nutrientes de las hojas no se habia considerado.

El tiempo de desarrollo de las orugas alimentadas con dieta atrincherada no se
incrementd, pero si el de las alimentadas con dieta seca. Probablemente esto se debe a que por
razones logisticas las orugas del experimento que involucra dieta atrincherada y no atrincherada
estuvieron sometidas al tratamiento durante sélo cuatro dias, mientras que las orugas que se
alimentaron de dieta fresca o seca se sujetaron al tratamiento respectivo durante toda la etapa
larvaria. En este sentido también es importante sefialar que se observaron diferencias
significativas en el peso de las pupas de orugas sometidas a dieta atrincherada vs. no atrincherada,
a pesar de que el periodo de tratamiento fue de sélo cuatro dias, probablemente gracias a que el
tratamiento se aplicd durante el periodo ontogenético en que las larvas consumen mas follaje.
Estos resultados son similares a los de Chambers et al. (2007), que también encontraron que las

larvas de Trichoplusia ni (Noctuidae) alimentadas con tejido atrincherado de Pastinaca sativa
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(Umbelliferae) tuvieron un mayor peso que las alimentadas con tejido no atrincherado. No se
encontraron otros reportes sobre el efecto de las trincheras en la duracion del desarrollo.

El ataque de los enemigos naturales ejerce una presién sobre la duracidn del desarrollo
larval, ya que mientras menor sea su duracidon, menor sera también el periodo de exposicién a los
depredadores (Lindroth y Bloomer 1991; Benrey y Denno 1997). Por esto, se esperaria que las
orugas prefirieran el consumo de tejido fresco, que minimiza el tiempo de desarrollo. Esa
preferencia no se encontrd en este estudio, probablemente porque los refugios representan una
mejor opcidn para escapar de los enemigos naturales que el escape en el tiempo. La eleccién de
las plantas hospederas puede estar influida por factores como la competencia, el parasitismo y la
disponibilidad de las plantas (Dicke 2000; Lill et al. 2002; Kursar et al. 2006), de esta manera, los
herbivoros pueden preferir el consumo de hojas de peor calidad nutricional porque les confieren
proteccidn ante los depredadores (Singer et al. 2004).

Al igual que en Omphalocera munroei (Pyralidae; Damman 1987) y Polyhymno sp.
(Gelechiidae; Eubanks et al. 1997), los refugios si brindaron una proteccion efectiva ante los
depredadores, ya que la supervivencia de las orugas fue mayor dentro que fuera de ellos. Ninguna
de las orugas del experimento de depredacién fue parasitada. Es posible que esto se deba a que el
experimento de depredacion se realizd en septiembre, cuando los parasitoides eran menos
abundantes, o a que las avispas no atacan a las larvas de los estadios constructores. Se sabe que
los parasitoides pueden preferir atacar orugas pequeinas porque las grandes son capaces de
defenderse y mutilarlos o incluso matarlos (Reavey 1993).

Las orugas artificiales fueron atacadas de la misma manera dentro que fuera de los
refugios cuando éstos se construyeron con hilo. En contraste, cuando los refugios fueron
construidos con pegamento, las orugas dentro de los refugios fueron menos atacadas. El hilo es un
mal material de construccién porque las puntadas dejan huecos por los que caben los
depredadores, a diferencia de la seda, que no dafia la hoja y sella todo el contorno de la capsula.
Las diferencias en la depredacién de las orugas de plastilina en los dos tipos de refugio podrian
indicar la importancia de la cdpsula, ya que una cdpsula bien sellada brinda proteccién eficaz en
contra de los depredadores. Sin embargo, es importante considerar que el pegamento podria
emitir sefiales quimicas que alejen a los depredadores, por lo que no es posible asegurar que la

mayor eficacia de las capsulas construidas con pegamento se debe a que estan mejor selladas.
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Entre los costos fisioldgicos que se han atribuido a la construccién de refugios estan la
disminucidn en la tasa de crecimiento y el incremento en la duracion del desarrollo, ya que
durante el proceso de construccidn los organismos no se alimentan (Damman 1987; Hunter y
Willmer 1989). Sin embargo, en este estudio no se encontraron dichos costos. Las orugas no
bajaron de peso durante la construccion, probablemente porque durante este proceso si ingieren
un poco de tejido foliar, al cortar el peciolo y al morder la base de la hoja. Existen otros estudios
que tampoco han encontrado costos fisiolégicos en la construccion de refugios por orugas. En un
experimento muy similar con Psilocorsis quericella (Oecophoridae) Lill et al. (2007) encontraron
que las orugas sometidas al tratamiento de mayor construccion tuvieron menor supervivencia,
pero el peso de las pupas de las supervivientes no se afectd. De la misma manera, Loeffler (1996)
encontré que el tratamiento de construccion no afecté la tasa de crecimiento, pero si la
supervivencia de las larvas de Dichomeris leucontella (Gelechiidae). En el caso de G. cynisca la
supervivencia de las larvas no se vio afectada. Sin embargo, estos experimentos no
necesariamente indican que los costos no existen, porque tal vez la manera de medirlos no fue
adecuada. Probablemente la asignacion de recursos a la produccion de seda es fija y por eso no se
encontraron diferencias en el peso ni en el tiempo de desarrollo de las orugas sometidas a los
distintos tratamientos. De esta manera, la comparacion tendria que ser entre el éxito reproductivo
y la supervivencia de especies o grupos de especies con diferentes patrones de asignacion de
recursos.

El analisis del papel de los refugios como mediadores de los efectos ascendentes vy
descendentes reveld que aunque brindan beneficios al mitigar ambos tipos de fuerzas, el efecto
mas importante de los refugios fue sobre la depredacion. Este analisis reveld también un efecto
negativo de los refugios sobre el tiempo de desarrollo. El incremento en la duraciéon del periodo de
desarrollo puede considerarse un costo cuando se relaciona con una mayor probabilidad de
depredacion, pero en este caso las orugas estan protegidas, por lo que a pesar de ser un efecto
negativo de la construccion de refugios, su papel como costo no estd claro. Dado que el mayor
beneficio que obtienen las larvas de G. cynisca de la construccion de refugios atrincherados estd
relacionado con la depredacion, es probable que este comportamiento esté moldeado en mayor

medida por las presiones descendentes.
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Discusion general y conclusiones

Las consecuencias del habito de construccion de refugios en G. cynisca cambian a través del
tiempo. En la figura 3.1 se muestra de manera grafica el cambio de la calidad del alimento y la
vulnerabilidad ante los depredadores durante el periodo de construccidon y ocupacién de los
refugios. Esta grafica se construyd con base en las observaciones de historia natural y en los

resultados de los experimentos de la segunda seccion de este trabajo.

Calidad del alimento

saJopepatdap so| ajue pepijiqesauinp

Construccion Anexar una nueva hoja
Tiempo

Figura 3.1. Patron de variacion temporal en la calidad del alimento y la vulnerabilidad ante los depredadores durante el
periodo de construccidn y ocupacion de los refugios de las orugas.

La grafica comienza en un punto en el que la calidad del alimento es baja porque las
orugas vienen de una puesta y las hojas que forman las puestas muestran signos de exportacion
de nutrientes, por lo que es razonable suponer que tienen una calidad alimenticia menor a la de
las hojas intactas. Los refugios frescos ofrecen el alimento de mayor calidad porque brindan los
beneficios del atrincheramiento (mayor cantidad de nutrientes y/o menor cantidad de metabolitos
secundarios) conservando un alto contenido de agua. Después la calidad de la hoja disminuye
conforme pasan los dias porque va perdiendo agua. Posteriormente, si las orugas anexan otra hoja
atrincherada, la calidad del alimento vuelve a subir al punto maximo.

En cuanto a la proteccién ante los depredadores, al inicio las orugas provienen de un sitio

protegido (la puesta) y durante el proceso de construccidon alcanzan el punto de exposicién
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maximo. Posteriormente, cuando el refugio estd terminado, la vulnerabilidad baja al minimo y ahi
se mantiene hasta que la oruga tiene que abandonar su refugio momentaneamente para anexar
una nueva hoja. El incremento en la vulnerabilidad dependerd del tiempo que pase fuera del
refugio, pero es menor al de la construccidon de uno nuevo, porque el atrincheramiento y la union
con seda de la nueva hoja son actividades mas sencillas y menos tardadas que la construccién de
un refugio completo.

Desde el punto de vista ontogenético es mas dificil hacer aseveraciones, ya que no se
realizaron experimentos con las orugas pequenas; sin embargo, las observaciones de historia
natural sugieren que los estadios de cabeza negra son los mas vulnerables a la depredacidon ya que
las puestas y los refugios abandonados parecen ser menos efectivos que los refugios individuales
porque carecen de cdpsula. Ademas es muy probable que los estadios mds grandes no sean
atacados por parasitoides porque en el experimento de depredacidon ninguna oruga fue
parasitada, ademas de que en las observaciones de historia natural no se registraron orugas de los
ultimos dos estadios de cabeza rojiza con parasitoidismo, por lo que lo mas probable es que la
infeccion se dé en una etapa anterior, muy posiblemente en la de cabeza negra, cuando las larvas
tienen menos posibilidades de defenderse. En cuanto a las presiones ascendentes, los primeros
estadios también son los mas vulnerables, ya que se alimentan de de follaje de peor calidad y se
enfrentan con el riesgo de caer de la planta por la abscisién de la hoja que habitan. Probablemente
es resultado de estas presiones que la etapa larvaria de cabeza negra dure alrededor de siete dias,
mientras que la etapa de cabeza rojiza dura alrededor de 20 dias.

A partir de este estudio no es claro cudl es el papel de los parasitoides como depredadores
de G. cynisca, ya que la presencia de la especie desconocida impidié determinar con seguridad la
tasa de parasitoidismo, ademads, es posible que las orugas encapsulen a los parasitoides dentro de
su cuerpo y continten desarrollandose (Bukobinszky et al. 2009), por lo que algunos eventos de
depredacion pasarian desapercibidos. A pesar de esto, las observaciones de historia natural y el
experimento de depredacién indican que los parasitoides atacan a las larvas antes de la
construccién del refugio y aprovechan la proteccién que éste les brinda, ya que lo ocupan hasta el
momento de emerger.

Este trabajo demuestra que los refugios de G. cynisca brindan proteccién ante los
depredadores, con la consecuencia negativa de incrementar el tiempo de desarrollo. Parece claro

que proveen un beneficio nutricional al interrumpir el flujo de sustancias entre la hoja y la planta,
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Yy no se encontraron costos fisiolégicos asociados a la construccién. No se descarta que los refugios
puedan conservar la humedad, sin embargo su funcion como mejoradores del microclima no fue
evaluada. En conclusién, los refugios parecen ser una buena estrategia para lidiar con las
presiones ascendentes que enfrenta G. cynisca, sin embargo su principal funcién parece ser
brindar proteccidén ante los depredadores. Finalmente, es importante sefialar que el estudio de la
construccién de refugios y el atrincheramiento se ha estudiado desde el punto de vista ecoldgico y
descriptivo, sin embargo hacen falta estudios formales sobre la evolucion de estos

comportamientos.
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