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RESUMEN

La investigacion propuesta estudia la interaccion entre las especies de Heliconiinae
y los parasitoides de huevos en condiciones semicontroladas, en el Mariposario Cerro
La Vieja, Coclé, Panama. Por lo que, se realizaron muestreos durante tres afos,
recolectando 1,235 individuos de parasitoides de huevos, distribuidos en siete especies
pertenecientes a cinco géneros y seis familias. Los resultados del estudio indican una
fuerte dominancia de la especie Trichogramma soberania, la cual representd el 79% de
los individuos recolectados. El analisis de la tasa de parasitismo reveld diferencias
significativas entre las estrategias de oviposicion de los Heliconiinae. Especificamente,
se observo una tasa de parasitismo elevada en especies que ovipositan individualmente.
Condicion que sugiere que la estrategia de oviposicion influye directamente en la
vulnerabilidad de los huevos al parasitismo, cuando son ovipositados individualmente.
Ademas, el estudio identific6 una relacion positiva entre la postura de huevos
individuales en Passiflora seemannii, en condiciones climaticas en donde Ia
precipitacion pluviométrica es reducida y elevadas temperaturas. La estructura de la
red trofica identifico tres modulos o subgrupos que describen patrones de asociacion
entre Heliconiinae y el complejo de parasitoides de huevos, presentando un elevado
grado de especializacion en las interacciones troficas observadas. Por otra parte, la
conectancia y la densidad de enlaces de la red fueron significativamente menores de lo
esperado, en condiciones de un modelo aleatorio, lo que indica la existencia de barreras
o competencia entre especies de parasitoides. El reducido nivel de conectancia se
confirma en redes antagonistas y puede confirmar la estabilidad de la red trofica,
reduciendo el impacto de posibles extinciones locales. El analisis de modularidad no
permitié identificar asociaciones exclusivas entre parasitoides de huevos de
Heliconiinae, ovipositados en grupo o individualmente, lo que indica un traslape de
nicho representativo entre las especies de parasitoides. Las conclusiones de este
estudio, indica la complejidad de las interacciones ecologicas en la red tréfica, entre
los parasitoides identificados y las especies de Heliconiinae. La profundidad de esta

investigacion amerita el desarrollo de futuras investigaciones.



SUMMARY

The proposed research examines the interaction between Heliconiinae species and
egg parasitoids under semi-controlled conditions at the Cerro La Vieja Butterfly Farm in
Coclé, Panama. Sampling was conducted over three years, collecting 1,235 egg parasitoid
individuals distributed across seven species belonging to five genera and six families. The
study results indicate a strong dominance of the species Trichogramma soberania, which
accounted for 79% of the individuals collected.
The analysis of parasitism rates revealed significant differences based on the oviposition
strategies of Heliconiinae. Specifically, a high parasitism rate was observed in species that
lay eggs individually, suggesting that the oviposition strategy directly influences the
vulnerability of eggs to parasitism when laid singly. Additionally, the study identified a
positive relationship between individual egg-laying on Passiflora seemannii under climatic
conditions of reduced rainfall and elevated temperatures.
The structure of the trophic network identified three modules or subgroups that describe
association patterns between Heliconiinae and the egg parasitoid complex, demonstrating a
high degree of specialization in the observed trophic interactions. Furthermore, the
connectivity and link density of the network were significantly lower than expected under a
random model, indicating the presence of barriers or competition among parasitoid species.
The reduced connectivity level, consistent with antagonistic networks, may confirm the
trophic network's stability, mitigating the impact of potential local extinctions.
The modularity analysis did not identify exclusive associations between egg parasitoids of
Heliconiinae laid in groups or individually, indicating a representative niche overlap among
parasitoid species.
The conclusions of this study highlight the complexity of ecological interactions within the
trophic network between the identified parasitoids and Heliconiinae species. The depth of

this research underscores the need for further investigations to build on these findings.
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1.

INTRODUCCION

La subfamilia Heliconiinae ha sido objeto de un amplio estudio en varios aspectos
bioecologicos durante los ultimos 160 afios, que comprende mas de 700 publicaciones
cientificas (Bates, 1862; Jiggins, 2017). En donde se destaca su importancia como modelo
en estudios evolutivos (Mallet y Joron, 1999), ecoldgicos (Gilbert, 1991; Schluter, 2000) y
comportamentales (Deinert et al., 1994), entre otros. Las relaciones filogenéticas de los
miembros de Heliconiinae se han analizado desde una perspectiva morfologica (Penz 1999;
Penz y Peggie, 2003) y molecular (Brower y Egan, 1997; Beltran et al., 2002, 2007; Kozak

et al., 2015), reconociendo cuatro tribus: Acraeini, Heliconiinae, Argynnini y Vagrantini.

La tribu Heliconiinae que incluye los géneros Philaethria Billberg, 1820,
Podotricha Michener, 1942, Dryas Hiibner, (1807), Dryadula Michener, 1942, Dione
Hiibner, (1819), Agraulis Boisduval y Le Conte, (1835), Eueides Hiibner, 1816, y
Heliconius Kluk, 1780, de los cuales el ultimo es el mas diverso, con aproximadamente 45
especies y 200 subespecies (Lamas, 2004; Kozak et al., 2015; Zhang et al., 2019). Todas las
especies de Heliconiinae tienen como plantas hospederas miembros de las Passifloraceae,
principalmente Passiflora L. (de Castro et al. 2018). Estas evidencias se reflejan a través del
elevado niimero de estudios relacionados con la coevolucion entre mariposas y plantas
hospederas, considerando la interaccion “Passiflora-Heliconiinae” como modelo de estudio
(Ehrlich y Raven 1964; Gilbert 1972; Benson et al. 1975; de Castro et al. 2018). Sin
embargo, poco se conoce sobre la interaccion tri trofica, que involucra a las especies de

Heliconiinae y los parasitoides de huevos.

De esta manera, la relevancia de las estrategias relacionadas con la oviposicion de
especies de Heliconiinae, detalla si los huevos se presentan en masas de huevos o dispersos
(Chew y Robbins, 1984). Algunos autores han sugerido que la disposicion de los huevos sea
agrupados o individuales y dispersos sobre la planta, es una adaptacion para activar los
mecanismos de defensa de las plantas al ataque de insectos (Heliconiinae), promoviendo la
liberacion de compuestos quimicos volatiles (Stamp, 1980; Bertea et al.,2020); este proceso

también puede influir en la actividad asociada con las hormigas del género Ectatomma sp.
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(Apple y Fenner, 2001; Smiley,1986). La estrategia del comportamiento de la oviposicion
de huevos agrupados sobre la planta hospedante de dptima calidad nutricional destaca, la
reduccién del tiempo de busqueda y la probabilidad de que ocurra la depredacion de huevos
de Heliconiinae. (Stamp, 1980).

La diversidad de parasitoides de huevos de lepidopteros esta influenciada por las
caracteristicas morfologicas, fisiolégicas y nutricionales de los huevos del insecto
hospedante; aunado al tamafio y a la cantidad de huevos ovipositados. No obstante, la mayor
parte de la informacion disponible sobre parasitoides de huevos, que abarcan a las
principales familias consideradas en los programas de control biologico, entre estos las
familias Trichogrammatidae, Encyrtidae, Mymariidae, Eupelmidae y Scelionidae y
Platygastridae, interactian con insectos de importancia econdmica para la agricultura. Sin
embargo, a la fecha no existe informacion que relacione la interaccion entre los huevos de
las especies de Heliconiinae y la tasa de parasitismo de estos.

El tema abordado en el presente estudio fortalece la sinergia con otras lineas de
investigacion, aportando valor agregado a los “Servicios Sistémicos en Ecosistemas
Forestales”, en donde las areas protegidas como lo son los parques nacionales, se pueden
considerar reservorios de parasitoides, que posteriormente en base a investigaciones que
abarcan estudios sobre la “bioecologia™ podria incorporarse a los programas de control
biologico aumentativo. Por lo expuesto, la posibilidad de generar recursos financieros que
benefician directa e indirectamente a la sociedad, lo cual propicia la empleomania entre
otros aspectos socioecondmicos, por medio de iniciativas como lo es la implementacion de
“Starups”, que se transforman en empresas. En este sentido, las innovaciones tecnoldgicas
generadas a partir del presente estudio potencializan el establecimiento de empresas
dirigidas a la multiplicacion y liberacion de agentes de control bioldgico de insectos-plagas,
especificamente los macrobioldgicos (parasitoides y depredadores). No menos importante
es el desarrollo empresarial, con aporte al eco y agroturismo por medio del establecimiento
de mariposarios, en areas rurales y/o zonas de amortiguamiento de areas protegidas. Las
iniciativas mencionadas, se consideran tendencias actuales de mercado. Por lo cual el
presente estudio, tuvo entre sus objetivos determinar la interaccion entre la diversidad de
parasitoides de huevos y la estrategia de oviposicion de las especies de Heliconiinae;

aportando elementos que permitan entender la dindmica de la interaccion "Huésped (huevos
13



de Heliconiinae)-Parasitoide”. La convergencia de los objetivos previamente citados
permite caracterizar la referida interaccion, en donde se consideran diferentes estrategias
reproductivas, con especial énfasis en el comportamiento de oviposicion, en condiciones

bioticas y abidticas en condiciones semi controladas (casas de vegetacion).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Caracterizar el ensamblaje de parasitoides de huevos de las especies de Heliconiinae con

estrategias reproductivas diferentes, en condiciones semi controladas.

2.1.1. Objetivos especificos

2.1.1.1.  Identificar, caracterizar morfologica y molecularmente el complejo de

parasitoides de huevos de Heliconiinae.

2.1.1.2. Determinar la tasa de parasitismo asociada a las diferentes estrategias de

oviposicion de las especies de Heliconiinae.

2.1.1.3.  Comparar la comunidad de parasitoides de huevos de Heliconiinae,

considerando las estrategias de oviposicion.

2.1.1.4.  Identificar las interacciones biologicas entre las especies de parasitoides de

huevo y las especies de Heliconiinae.

3. HIPOTESIS DE TRABAJO

Hi: La estrategia de oviposicidon de las hembras de las especies de Heliconiinae influyen en

la diversidad de parasitoides de sus huevos.

Ho: La estrategia de oviposicion de las hembras de las especies de Heliconiinae no

influyen en la diversidad de parasitoides de sus huevos.
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4. REVISION DE LA LITERATURA

4.1. Analisis y perspectiva actual del control biolégico de insectos plagas y su impacto del
parasitismo de huevos de Heliconiinae, como limitante para el establecimiento de
mariposarios.

Los actuales desafios del mercado de agroquimicos (insecticidas), aunado a la resiliencia
al cambio climatico, confirma la utilizacién de bioinsumos y su insercion coherente con los
programas de control bioldgico, como una de las principales alternativas para el manejo
sustentable de los insectos-plagas (Bullor et al., 2023). De esta manera, la produccion
masiva y liberacion de parasitoides de huevos de insectos-plagas claves en los cultivos de
importancia econdmica, contribuye a la caracterizacion biologica, reproductiva y
multiplicacion masiva de estos agentes de control, en condiciones abidticas controladas. El
contexto del control biolégico aumentativo (CBA), destaca la importancia de los estudios
pertinentes a la interaccion entre parasitoides de huevos y las especies de insectos-plagas.
El cual es un tema de interés para la ecologia y biologia evolutiva, que permite entender el
alcance de los programas del control bioldgico, en la actualidad (Clarke et al., 2019).

El tema abordado en el presente estudio aporta informacion para entender la sinergia
entre los “servicios ecosistémicos y forestales™ y la bioprospeccion en areas protegidas, en
donde se pueden encontrar parasitoides de las familias Trichogrammatidae, Mymariidae,
Eupelmidae y Encyrtidae, que se desarrollan en el interior del huevo de las especies de
Heliconiinae. Sin embargo, en contraposicion de lo descrito anteriormente la elevada tasa
de parasitismo de huevos de Heliconiinae, reduce la poblacion de las especies de
perteneciente a esta subfamilia de Lepidoptera, en condiciones semi controladas (casa de
vegetacion). Por lo que afecta la actividad comercial de los mariposarios, considerado un
nicho emergente de mercado, que ademas de promover la conciencia ambiental de la
sociedad, también genera recursos econdémicos por medio de la empleomania de la

poblacién circundante.
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4.2. Parasitoides como modelos para el estudio de la ecologia del comportamiento y de las
interacciones troficas "Plantas-Huevos de Heliconiinae-Parasitoides de huevos™.

Los parasitoides de insectos son excelentes organismos para evaluar comportamiento,
que involucra la localizacion, parasitismo y desarrollo en el huésped, el cual puede variar de
acuerdo con el desarrollo biologico (huevo, larva y pupa) de las especies de Heliconiinae,
en el presente estudio. En lo concerniente al insecto hospedante, especificamente a las
especies de Heliconiinae, el comportamiento de oviposicion posturas, agrupadas en masas
o individual, afecta la tasa de parasitismo en consideracion a la capacidad de biisqueda del
parasitoide, en donde factores fisicos y quimicos del huésped y de la planta, influyen en
consecuencia de la liberacion de compuestos o metabolitos volatiles. La liberacion de estos
compuestos volatiles liberados por planta al alimentarse por el insecto hospedante provoca
la atraccion de los parasitoides, lo que explica las interacciones troficas. Colazza et al.
(2014) y Giunti et al. (2015), confirmaron, que las etapas que comprenden la capacidad de
localizacion, reconocimiento, aceptacion y oviposicion de los parasitoides consideradas
etapas del comportamiento mencionadas y estan reguladas por factores fisicos, quimicos y
bioquimicos. Godfray (1994), también evidencio que el proceso de busqueda y parasitismo
de huevos del insecto que presenten condiciones nutricionales cuantitativa y cualitativa
Optimas y que garanticen el desempeno bioldgico y reproductivo de la progenie del
parasitoide. La diversidad de parasitoides de huevos de lepidopteros podria estar
influenciada por las caracteristicas morfologicas y fisiologicas de los huevos de la especie
hospedante de parasitoides de huevos, asi como por el tamafio y la cantidad de huevos por

postura.

La cantidad de especies coexistiendo dentro de un grupo funcional de parasitoides
podria estar limitada por la competicion por el recurso (Boivin y Brodeur, 2007). Por otra
parte, la composicion de grupos funcionales de parasitoides presenta variaciones geograficas
asociadas al rango de distribucion geografica de la planta hospedera del insecto, destaca la
interaccion trofica que involucra a las especies de Heliconiinae. De esta manera, el valor de
la riqueza de especies de una comunidad de parasitoides sobre los insectos desfoliadores, se
puede relacionar con el rango de distribucion geografica de los parasitoides y los factores

abidticos (Lill et al., 2002). La elevada diversidad de parasitoides considerados en una
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interaccion tritrofica (planta-insecto-parasitoide), se debe en gran medida a la especificidad
y el elevado grado de adaptacion de los parasitoides, en este caso a la reducida cantidad de

huevos de especies de Heliconiinae (Waage y Hassel, 1982).

4.3. Diversidad de Nymphalidae (Heliconiinae) y su funcionalidad en la preservacion de
areas protegidas en Panama.

En Panama, el primer listado de especies de mariposas de la Zona del Canal fue
elaborado por Dyar (1914), en donde fueron reportadas 167 especies. Basset et al. (2015),
analizaron los datos de abundancia y diversidad de mariposas en la isla de Barro Colorado,
entre el afio 1923 y 2013, en donde el 6% de 600 especies reportadas en 1923 se habian
extinguido. Esta evidencia se explica por medio de la "Teoria del Equilibrio de Biogeografia
de Islas”, que influye en la tasa de extincion y colonizaciébn de especies en islas,
considerando el tamafio y la distancia de la fuente de dispersion (MacArthur y Wilson,
1963).
La comunidad de mariposas diurnas del Parque Natural Metropolitano y
fragmentos de bosques cercanos fue evaluada por Valdés-Rodriguez (2018) y reportd 142
especies en cuatro fragmentos de bosques, ubicados dentro de un radio de dos kilometros en
las localidades de Corozal, Parque Natural Metropolitano, Universidad de Panama y
Albrook. Los resultados producto de esta investigacion confirmé la mayor diversidad de
mariposas en Parque Natural Metropolitano, lo cual podria explicarse por la elevada
diversidad de especies de angiospermas en esta area protegida, lo que se sustenta en base a
modelos predictivos que confirman una relacion directa entre la elevada diversidad de
fitéfagos y la diversidad de plantas (Hawkins y Porter, 2003; Siemann et al., 1998; Volterra,
1928).

Estudios realizados en la region oriental de la provincia de Panama (Santos y
Cambra, 2003; Santos et al., 2019), region central de la provincia de Panama Oeste (Padilla-
Zamora et al., 2020), meseta de Chorcha en la region occidental de Panama (Arauz et al.,
2021) y Veraguas (Aiello et al., 2005), estimaron que la diversidad de Nymphalidae para

Panama; es de aproximadamente 350 especies.
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4.3.1. Subfamilia Heliconiinae.

La subfamilia Heliconiinae ha sido objeto de estudios durante los ultimos 160 afos,
entre estos se citan los bioecologicos, evolutivos (Mallet y Joron, 1999), ecoldgicos (Gilbert
1991; Schluter 2000) y comportamentales (Deinert et al., 1994) totalizando mas de 700
publicaciones cientificas (Bates, 1862; Jiggins, 2017). Las relaciones filogenéticas de los
miembros de Heliconiinae se han analizado de manera integrativa por medio de caracteres
morfologicos (Penz, 1999; Penz y Peggie, 2003) y moleculares (Brower y Egan, 1997;
Beltran et al., 2002, 2007; Kozak et al., 2015), reconociendo cuatro tribus: Acraeini,
Heliconiinae, Argynnini y Vagrantini. La tribu Heliconiinae incluye los géneros Philaethria
Billberg, 1820, Podotricha Michener, 1942, Dryas Hiibner, (1807), Dryadula Michener,
1942, Dione Hiibner, (1819), Agraulis Boisduval y Le Conte, (1835), Eueides Hiibner, 1816
y Heliconius Kluk, 1780 (Lamas, 2004; Kozak et al., 2015; Zhang et al., 2019). Estos autores
consideran que el género Heliconiinae registra aproximadamente 45 especies y 200
subespecies. Ademas, todas las especies de Heliconiinae, interactGian con plantas
hospedantes de la familia Passifloraceae, principalmente con el género Passiflora L. (de
Castro et al., 2018). A partir de lo confirmado previamente, las evidencias sustentan la
coevolucion existente entre "Passiflora-Heliconiinae™, el cual se destaca como un modelo de
estudio coevolutivo para el estudio de interacciones “insectos-plantas™ (Ehrlich y Raven,
1964; Gilbert 1972; Benson et al., 1975; de Castro et al., 2018). No obstante, no se tiene
informacion que relacione la interaccion trofica entre las especies de Heliconiinae y los
parasitoides de huevos, aunado a la estrategia coevolutiva que esta asociacion biologica

implica.

La poblacion de especies de la tribu Heliconiinae (Nymphalidae), estan limitadas por
la disponibilidad plantas hospedantes, que sirven de alimento para las larvas (Young, 1980).
Por lo que, la explotacion y limitacion de los recursos alimenticios de las larvas,
especificamente brotes jovenes de las plantas, con mayor concentracioén de nitrégeno en sus
hojas, promueve la competencia entre las especies de Heliconiinae (Benson, 1978), lo cual
puede influir en la dindmica poblacional de los parasitoides asociados en esta relacion

trofica.
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Se han confirmado dos estrategias relacionadas con la oviposicion de especies de
Heliconiinae, una de ellas de manera agrupada o en masas de huevos e individuales y
dispersos (Chew y Robbins, 1984). Algunos autores han sugerido que la agrupacion de
huevos es una adaptacion para contrarrestar las defensas de las plantas, debido a que de esta
manera se logra evadir algunos mecanismos de defensa quimica (Stamp, 1980; Bertea et al.,
2020) y la generada por organismos simbiontes como las hormigas del género Ectatomma
sp. (Apple y Feener Jr., 2001; Smiley,1986). El tamafio de la postura de los huevos es una
posible adaptacion para contrarrestar el parasitismo, en funcion de que las masas de huevos
con mayor nimero podrian compensar la reduccién ocasionada por el parasitismo en esta
fase (Richner y Heeb, 1995). Masas con mayor cantidad huevos, pueden aumentar la
capacidad competitiva en relacion con otras especies de Heliconiinae en la misma planta
hospedante (Gilbert, 1975). En el escenario en que varias especies aprovechan el mismo
recurso, aquella con mayor cantidad de individuos presenta una ventaja competitiva, en
relacion con la escasez del recurso (Valdés, 2022; Comunicacion Personal). Sin embargo,
la postura de una masa con cantidad elevada de huevos, (superior a 50 huevos),
incrementaria la tasa de parasitismo (Dobson, 1988). Otros autores han demostrado que la
estrategia de poner masas de huevos cuando se encuentran plantas hospedantes de elevada
calidad nutricional tiene varias ventajas potenciales, entre ellas, la disminucién del tiempo
de busqueda y el riesgo de depredacion entre los eventos de oviposicion para la hembra de

Heliconiinae (Stamp, 1980).

La ventaja evolutiva de la hembra de Heliconiinae de depositar huevos
individualmente, se refleja en la reducciéon de la probabilidad de la depredacion y
parasitismo. Ademas, las especies de Heliconiinae que depositan huevos individualmente,
pueden utilizar diferentes plantas hospedantes dentro de su entorno (Stamp, 1980). La
oviposicion de huevos dispersos e individualizados sobre la planta hospedante puede reducir
la tasa de parasitismo debido a la capacidad de busqueda del parasitoide. Aunado a esta
condicion, la emision de compuestos volatiles emitidos por las escamas de los adultos sobre
los huevos individualizados de las especies de Heliconiinae, es reducida a corta distancia
(Emlen 1973). Algunos factores abiodticos como lo es el incremento de la temperatura,

reducen la tasa de parasitismo y la depredacion, cuando las posturas de los huevos son
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individualizados (Dethier,1959). Por lo tanto, la preferencia de oviposicion de las especies
de Heliconiinae sobre las plantas hospedantes, puede reducir el parasitismo (Quicke, 1997),

como estrategia de sobrevivencia.

4.4. Antecedentes de la multiplicacion de mariposas diurnas (Nymphalidae: Heliconiinae)
en condiciones bidticas y abidticas semi controlada, como actividad comercial.

Los "mariposarios” como instrumento de educacién ambiental en la poblacion
infantil y jovenes, crea la conciencia de preservacion de los ecosistemas naturales,
considerando que las especies de Lepidoptera, por su colorido y comportamiento son
especies que atraen la atencidon del publico, tornando esta actividad un nicho econémico
lucrativo. Sin embargo, en Panama y en algunos paises del continente, es una industria que
se proyecta comercialmente con elevadas expectativas, a pesar de encontrase en una etapa
incipiente de desarrollo. Sin embargo, existen evidencias de estas iniciativas ambientales y
comerciales, destacandose hitos de esta actividad en 1976 por el Sr. David Lowe en
Guernsey, Islas del Canal (Reino Unido), exponiendo especies de lepidoptera en
condiciones semi controladas, presentando condiciones ambiéntales favorables para el
desarrollo de esta. No obstante, la actividad no se popularizé hasta que a inicios de 1980 el
Sr. Clive Farrell, inauguro el mariposario “Butterfly House™ de Londres, el cual incentivo
este tipo de emprendimiento (Lemelin, 2012). A partir de esta iniciativa a finales de 1980,
ya existian mas de 50 mariposarios en el Reino Unido y muchos otros en Europa
Continental. Posteriormente en 1988, el "Butterfly World” en Coconut Creek, en Florida fue
inaugurado otro mariposario y como consecuencia del éxito de esta iniciativa, se incremento
la cantidad de mariposarios en los Estados Unidos de América y Canada (Saul-Gershenz,

2022).

La demanda comercial de especies de Lepidoptera y la importacion de ejemplares
vivos en la fase de pupa o criséalida, en paises como Costa Rica en donde existe una elevada
diversidad bioldgica de especies, presentan cuotas anuales de exportacion entre el 7.7y 21%
del mercado dirigidas a los Estados Unidos de América. Costa Rica es considerado como el
pais lider en esta actividad, sustentado por la exportaciéon aproximada de 2.6 millones de
doélares americanos (US Dollar) hacia los Estados Unidos de América (Aguilar y Quirds,

2022). Otros indicadores estimaron la importacion de pupas o crisalidas para Estados
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Unidos de América y Canada por el orden de 841,000 ejemplares por afio, lo que destaca
que la region neotropical exporta 361,630 crisalidas por afio, que corresponde a US$
904,075, cuyo precio promedio por pupa o crisalida es de US$ 2.50 (Rios, 2002). Por lo
referido se destaca el éxito econdmico de esta actividad, la cual también contribuye a
promover la preservacion de especies y desarrollar en la poblacion la proteccion de los

ecosistemas naturales.

La reducida longevidad del adulto de las especies de Lepidoptera de interés
comercial, entre estas las pertenecientes a la subfamilia Heliconiinae, requieren de la
produccion de pupas o crisalidas en condiciones semi controladas, con la finalidad de evitar
pérdidas econdémicas durante la exportacion del material biologico a otros paises.

4.5. Limitacion de la produccion de especies de Lepidoptera en condiciones semi
controladas por el parasitismo de huevos.

Los parasitoides pertenecientes a las familias de Trichogrammatidae y Encyrtidae se
han reportado como parasitoides de huevos de Agraulis vanillae Linnaeus y Heliconius
hecale Fabricius, entre otras especies de Heliconiinae, las cuales representan nuevas
asociaciones reportados para América Central y Panama (Woelke et al., 2019; Guerrieri et
al., 2009). Sin embargo, la mayoria de la informacion disponible sobre parasitoides de
huevos proviene de las familias utilizadas en programas de control biologico
(Trichogrammatidae, Encyrtidae, Mymaridae, Eupelmidae y Scelionidae y Platygastridae)
y se concentra en insectos-plagas de interés econdmico en la agricultura (Zachrisson,
2009). Por lo que, podrian limitar la produccion de especies de Lepidoptera y
especificamente Heliconiinae, en condiciones semi controladas. Actualmente en Panama
y para la regién neotropical, no existen registros de interacciones troficas que involucren
a parasitoides de huevos y especies de Heliconiinae, aunado a la escasez de informacion

bioecoldgica relacionada con el comportamiento de parasitismo.

La identificaciéon de nuevos reportes de especies de parasitoides con potencial
para el control biologico y la identificacion de sus reservorios naturales, como lo son las
areas protegidas, es la clave para renovar la diversidad de estos enemigos naturales que
puedan incorporarse a programas de control biologico de insectos-plagas agricolas. En este

sentido, los bosques tropicales ofrecen servicios de regulacion, sustentados por una amplia
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diversidad de plantas e insectos, que promueven la bioprospeccion de enemigos naturales,
entre estos el complejo de especies de parasitoides (Naime et al., 2020; Elizalde et al.,

2020; Ramos et al., 2020; Schowalter et al., 2018).

4.6. El modelo "Heliconiinae-Passiflora” y su aporte a los servicios sistémicos y forestales.

La diversidad y las interacciones troficas de los parasitoides en el neotropico no
estd registrada y no se tiene evidencias cientificas, por lo que es dificil conocer a
profundidad este aspecto. Por lo que, el aporte de esta informacion ofrece un valor
agregado a los servicios ecosistémicos y forestales, de manera que la elevada diversidad
de parasitoides asociada a la riqueza de especies Heliconiinae, es fundamental para

determinar el equilibrio de los ecosistemas en los bosques naturales.

El elevado numero de estudios coevolutivos entre mariposas y plantas
hospederas, aplicando el modelo biolégico "Heliconiinae-Passiflora”, permitird entender
esta interaccion (Ehrlich y Raven, 1964; Gilbert 1972; Benson et al., 1975; de Castro et
al., 2018). Sin embargo, no existen estudios a la fecha que profundicen y contribuyan a la

comprension de esta.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Recoleccion de adultos de Heliconiinae (Nymphalidae) en areas protegidas
0 poco alteradas.

Las especies de mariposas recolectadas en areas protegidas o poco alteradas por
el hombre en el presente estudio pertenecen exclusivamente a la tribu Heliconiinae
(Heliconinae), entre las cuales se encuentran, Eueides isabella eva (Fabricius, 1793),
Dryas iulia (Riley, 1926), Dione juno (Reakirt, 1866), Heliconius melpomene (Boisduval,
1870), Heliconius sara fulgidus (Stichel, 1906) y Heliconius hecale (Fabricius,1776).

Se recolectaron individuos adultos de cada especie de Heliconiinae por medio de
la red entomolégica y considerando que las areas de muestreo del material biolégico son
areas protegidas, se realiz6 el tramite legal para la obtencion del permiso de colecta con la
entidad respectiva (MiAmbiente, 2019). Las areas de capturas se realizaron en areas
previamente seleccionadas de la Estacion Bioldgica Jujuna (Figura 1c) ubicada en el
corregimiento de Chiguiri Arriba, distrito de Penonomé, Coclé (UTM 17P 588148-
957745, Datum WGS 1984).
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Ubicacion regional

Reserva Natural Privada
Estacién Biolégica Jujuna

Figura 1. Instalaciones y ubicacion del mariposario Cerro La Vieja: Vista externa de
las instalaciones (a), vista interna de la casa de malla (b), localizacion y ubicacion del
Mariposario Cerro La Vieja y la Estacion Biologica Jujuna (c).
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La recoleccion de adultos de Heliconiinae, se realizo entre los afios 2019 y 2022.
Posteriormente, la identificaciéon morfoldgica de las especies se realizo por medio de las
claves taxonémicas de deVries (1987) y Garwood (2011); y mediante la confirmacién con

especialistas de los grupos taxondémicos registrados en el presente estudio.

5.2. Manejo y cria de las especies de Heliconiinae en condiciones semi controladas.

Los individuos fueron recolectados y liberados en un area de 190 m2 de cubierto
con malla de monofilamento con sombra al 60% (Figuras 1a, 1b). Dentro de la casa de
malla se plantaron arbustos productores de néctar y polen de las especies Lantana camara
L. y Stachytarpheta cayennensis (Rich.); ademas de lianas productoras de polen de las
especies Psiguria warscewiczii (Hook. f.) y Gurania makoyana (Lem), (Murawski y
Gilbert, 1986; Young y Montgomery, 2020). Con la finalidad de obtener posturas de
huevos de las especies de Heliconiinae estudiadas, se plantaron especies las hospedantes

(Tabla 2) (Beccaloni, 2008; Vega, 2010).

Tabla 1. Relacion entre especie de Heliconiinae, planta hospedante y estrategia de
oviposicion.

Especie Planta Hospedante Tipo de Postura
Eueides isabella Fassiflora seemannii Solitaria
Dryas iulia Fassiflora auriculata Solitaria
Heliconius sara Passiflora auriculata Agrupada
Dione juno Passiflora vitifolia Agrupada
Heliconius hecale Passiflora vitifolia Solitaria
Heliconius melpomene Passiflora menispermifolia Solitaria
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5.3. Recoleccion de huevos de Heliconiinae en el ambiente semi controlado (Casa
de Malla).

Los huevos ovipositados sobre las plantas hospedantes fueron colectados
diariamente durante un afio y transferidos a un envase plastico transparente cuyas medidas
son 4 cm de didmetro por 3 cm de alto (Figura 2). Los huevos recolectados fueron
separados y codificados de acuerdo con la especie de Heliconiinae, la fecha de oviposicion
y de parasitismo de los huevos. Por lo que se registré el periodo entre el parasitismo de los
huevos de Heliconiinae y la emergencia de los parasitoides, los cuales se transfirieron a
viales con alcohol absoluto (90%) y se trasladaron al laboratorio para su identificacion. En
funcién de la dificultad para la identificacion de especies de los parasitoides emergidos en

huevos de Heliconiinae, se procedid al envié de adultos a especialistas en el exterior.

Figura 2. Envases con posturas de Heliconiinae, utilizados para la
colecta diaria de huevos.

5.4. Identificacion por medio de la taxonomia integrativa de las especies de
parasitoides de huevos de Heliconiinae.

La identificacion integrativa de los parasitoides de huevo de las especies de
Heliconiinae, consta de la caracterizaciéon morfoldgica utilizando las claves taxondmicas
de Gauld y Bolton (1988); Goulet y Huber (1993); Hanson y Gauld (1995), Noyes (1980),
Johnson (1984), Pinto (2006), Masner (1980), Querino y Zucchi (2019); ademas la
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caracterizacion molecular de adultos mediante la secuencia COI del ADN mitocondrial y

el ITS-2.

La identificacion de las especies de parasitoides recolectadas se realizo a nivel de
género, mediante las claves taxondmicas correspondiente a cada grupo. La identificacion
de los géneros de los parasitoides, correspondientes a los grupos de Himenoptera
recolectados, pertenecientes a la regidon neotropical, fueron remitidas a taxénomos para la
identificacion de las especies. Los adultos de los parasitoides emergidos de las especies de
Heliconiinae, seran depositadas una vez se confirme las especies, en la coleccion de
referencia del Programa Centroamericano de Maestria en Entomologia (PCMENT) y en el

Museo de Invertebrados Graham Bell Fairchild de la Universidad de Panama (MIUP).

5.4.1. Identificacion taxonomica de los parasitoides de huevos de las especies
de Heliconiinae, por medio de caracteres morfologicos relevantes.

Los adultos de hembras y machos de cada genero fueron macerados a 80°C en
solucion de hidroxido de sodio 10% durante tres minutos y posteriormente neutralizadas
con acido acético glacial y deshidratadas, pasando por una bateria de alcoholes a
concentraciones de 70%, 80 y 100%. La preparacion del montaje de las ldminas considerod
las estructuras morfologicas relevantes en la identificacion de los adultos de los
parasitoides, entre estas las alas anterior y posterior, genitalia de los machos, antenas y
patas. El proceso de montaje de los adultos de los parasitoides consistio en la transferencia
del material biologico a “pocillos” con aceite de clavo de olor, para aclarar las estructuras
morfologicas y luego se procedio a la preparacion final utilizando el liquido de Hoyer
(Noyes, 1982). Las estructuras morfoldgicas fueron observadas y fotografiadas con el uso
de un estereoscopio Olympus ZSX10 y microscopio Olympus CX 43, ambos equipados
con camara y el software cellSens 4.2.1. Por lo que, se facilito la identificacion a nivel de
género y sirvido de soporte a los taxonomos especialistas en los grupos, que también
recibieron el material bioldgico montado en ldminas, para la identificacion de las especies

de los parasitoides.
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5.4.2. Analisis molecular de los parasitoides recolectados en huevos de
Heliconiinae.

Los adultos de los parasitoides emergidos de los huevos de Heliconiinae fueron
preservados en alcohol absoluto (100%) y enviadas al Instituto de Biodiversidad de
Ontario, Universidad de Guelph para establecer los "Codigos de Barra del ADN™ del
material biologico (BoldSystems, Ontario, Canadd). Las secuencias recibidas de
“"BoldSystems™ fueron alineadas utilizando el programa MAFFT version 7.0 (Katoh et al.,
2019) y posteriormente visualizadas y editadas en Mesquite version 3.81 (Madisson y
Madisson, 2023) para eliminar vacios. La comparacion y busqueda de la similaridad entre
las secuencias obtenidas y de la base de datos de secuencias de GenBank (Benson et al.,
2012), se realizo utilizando el soporte bioinformatico BLASTn+ (Camacho et al., 2009).
Las secuencias fueron depositadas en el proyecto PARM de la base de datos del Barcode
of Life Data System (http://www.barcodinglife.org/index.php). La integracion de los datos
moleculares con las identificaciones taxondémicas basadas en la morfologia de los
parasitoides, permitieron confirmar los géneros y considerar la posible aparicion de

especies cripticas.

5.5. Analisis bioldgicos y diversidad de las especies de Heliconiinae y del complejo
de parasitoides de huevos.

5.5.1. Determinacion de la tasa de parasitismo de las especies emergidas de
los huevos de Heliconiinae.
Se determind la tasa de parasitismo en funcion del total de huevos parasitados
por lote colectados en la planta hospedante para cada especie de Heliconiinae utilizando la

ecuacion siguiente:

T d iti (%) = N° huevos parasitados X 100
asa de parastismo t/o) = N° total de huevos
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El promedio de las tasas de parasitismo asociadas con las diferentes estrategias
de oviposicion (agrupada e individual) fue analizado mediante una prueba de Analisis de
Varianza (ANDEVA), con la finalidad de determinar si existen diferencias significativas
entre el promedio de las tasas de parasitismo, para cada una de las estrategias de
oviposicion.

5.5.2. Analisis de diversidad del complejo de especies de parasitoides
emergidos de huevos de Heliconiinae.

Se determino la riqueza (S), frecuencia relativa y abundancia (n) de los diversos
géneros y/o especies de parasitoides emergidas de los huevos de Heliconiinae. Por lo que,
se pretende determinar si la riqueza y abundancia de parasitoides, se explica en funcion de
las variables, estacionalidad, planta hospedante y si la postura de huevos de Heliconiinae

es agrupada o individual.

5.5.3. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos experimentales obtenidos se realizdé mediante
un modelo lineal generalizado con distribucion Poisson (GLM), considerando las
variables, la planta hospedante, cantidad de huevos de Heliconiinae, recolectados
mensualmente y la conformacion de la postura de huevos (agrupados o individuales).
Ademas, también se contemplaron en los andlisis las condiciones abioticas, como la

temperatura y la humedad relativa, de la “casa de malla™.

5.5.4. Analisis de la red bipartita.

La frecuencia relativa de las especies de parasitoides y de Heliconiinae se registrd
en una matriz de interaccion, en donde la primera columna corresponde a las especies de
Heliconiinae, que representan el primer nivel de la red, mientras que las columnas
siguientes presentan a las especies de parasitoides, las cuales conforman el segundo nivel.
La matriz de interaccion fue analizada con el paquete "Bipartite” (Dorman et al., 2008) del
software R (R Core Team, 2022) para generar una red bipartita (Motten, 1982), modelando

las interacciones troficas entre las especies parasitoides de Heliconiinae.
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La descripcion de la estructura de la interaccion trofica de los parasitoides de
Heliconiinae, se fundamento6 por medio de los descriptores topoldgicos, como conectancia,

densidad de enlaces, coeficiente de especializacion H2” y modularidad.
5.5.5. Conectancia.

La conectancia es un parametro que determina el porcentaje de enlaces
observados con base al total de enlaces posibles dentro de la red bipartita (Jordano, 1987);
ademads determina la especializacion de la red trofica de parasitoides de Heliconiinae que
varia de 0 (totalmente especializada) a 1 (totalmente generalizada). En donde, las posibles
interacciones entre las especies de Heliconiinae (H) y los géneros y/o especies de
parasitoides (P) y el numero registrado de interacciones (L), permitieron evaluar la
conectancia (C). La cual considera dos pardmetros: a) conectancia y b) densidad de enlaces

la red trofica.

La conectancia representa la proporcion de interacciones registradas con respecto
al total de interacciones posibles entre las especies de Heliconiinae y los géneros y/o

especies de parasitoides de huevos. Esta se calculd utilizando la siguiente foérmula:

o L
~ (HxP)

5.5.6. Conectancia ponderada.

La conectancia ponderada, se determina en funcion de la division de la densidad
de enlaces entre el nimero total de enlaces en la red trofica de parasitoides de Heliconiinae.
El pardmetro descrito ofrece informacion adicional sobre los géneros y/o especies que no
participan en las interacciones observadas, entre estas los huevos de Heliconiinae que no

son parasitados dentro de la red. (Tylianakis et al., 2007).
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5.5.7. Densidad de enlaces de la red trofica de parasitoides de Heliconiinae.

La densidad de enlaces se define como la diversidad de interacciones troficas,
ponderadas en los totales marginales descritos, tanto en filas como en las columnas en la
matriz de contingencia (Bersier et al., 2002). Por lo que, los andlisis se efectuaron
utilizando el paquete “Bipartite” (Dormann et al., 2009) del software R (R Core Team,

2023) aplicando la siguiente férmula:

. L
(H+P)

5.5.8. Coeficiente de especializacion H2'.

Es una medida de especializacion a nivel de red tréfica cuyo rango varia entre 0
(sin especializacion) a 1 (completamente especializada) (Bluthgen et al., 2008). El mismo
es un indice que se utiliza para comparar la especializacion entre diferentes redes bipartitas
y se determin6 mediante la funcion “networklevel” del paquete "Bipartite” (Dormann et al.,

2009).

5.5.9. Modularidad.

La modularidad se manifiesta cuando las interacciones dentro de una red se
agrupan, condicion constatada en una red trofica, en donde cuando algunos parasitoides
presentan preferencia de parasitismo por un subconjunto reducido de especies (modulo),

en relacion al resto de la comunidad (Martinez-Falcon et al., 2019).

El método utilizado permite determinar si las comunidades de parasitoides de
huevos de Heliconiinae, presentan diferencias entre las especies que ovipositan agrupados
o individualmente. La estimaciéon de modularidad de la red tréfica de parasitoides de
Heliconiinae, se realiz6 aplicando la funcién “computeModules a la matriz de adyacencia,
que determina el valor de “likelihood” (equivalente al valor de modularidad) (Dormann y

Satrauf3, 2014).
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5.6. Competencia aparente y traslape de nicho ecolégico.

El potencial de competicion aparente entre el complejo de géneros y/o especies
de parasitoides se evaluo con la funcion “plotPAC” del paquete “Bipartite” (Dormann et
al., 2009). El concepto de competicion aparente supone que cada parasitoide que emerge
de un huésped, en consideracion a los huevos de Heliconiinae, presenta la capacidad de
parasitar otras especies de Heliconiinae, lo que se considera como traslape de nicho
(Morris et al., 2005). Por lo cual, el traslape de nicho entre los géneros y/o especies de
parasitoides se estimé mediante la funcion “grouplevel”, lo cual permitié determinar la

distribucion de los recursos los parasitoides de huevos de Heliconiinae.

5.7. Modelos nulos.

La conectancia, especializacion y otras propiedades estructurales de las redes
ecologicas pueden verse influenciadas por la estocasticidad, el esfuerzo de muestreo y los
posibles sesgos entre los parametros citados. A pesar de esto, las interacciones entre
especies podrian estar estructuradas por procesos evolutivos y/o ecoldgicos, como la
coevolucion y/o las preferencias fisiologicas, lo que puede afectar los procesos neutros,
entre estos la abundancia relativa de los huéspedes (Dormann et al., 2009). En este sentido,
el método de modelos nulos, determina si los patrones de interaccion son representativos
de los procesos ecoldgicos y/o evolutivos “reales™ (Bluthgen, 2010). Por lo que, la
comparacion por medio del modelo nulo permite determinar si el indice observado es
diferente al esperado, lo que confirma si los parasitoides y las especies de Heliconiinae
interactiian aleatoriamente o a través de los procesos ecologicos y/o evolutivos. El andlisis
de los datos experimentales, por medio de los modelos nulos, se realizdo por medio del

paquete “EconullnetR” (Vaugham et al., 2017).
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacion morfologica y molecular de parasitoides de Heliconiinae.

En el periodo de muestreo se recolectaron parasitoides, pertenecientes siete

familias y siete géneros, descritos a seguir.
6.1.1 Caracteristicas de la familia Trichogrammatidae.

Avispas diminutas, entre 0.2 y 1.5 mm de longitud, cuerpo compacto y alargado,
de color amarillo claro o pardo oscuro. Antenas con segmentos flagelares, variando entre
dos y nueve flagelos. Mesosoma con pronoto corto y notauli completos. Los tarsos
presentaron tres tarsomeros, y las alas anteriores presentaron forma redonda y angosta y

alargada, en el apice. La vena postmarginal es ausente o muy corta (Pinto y Hanson, 2006).

6.1.1.1. Trichogramma soberania (Fursov y Woelke, 2019).

Se examinaron y separaron 973 adultos, los cuales fueron identificados mediante
caracteres morfoldgicos, que corresponden a la especie Trichogramma soberania, la cual
fue recolectada en huevos de Heliconius melpomene, Heliconius hecale, Eueides isabella,

Dryas iulia y Heliconius sara, en el area experimental delimitada en el presente estudio.
6.1.1.2. Diagnosis morfologica.

El macho y la hembra son presentan coloracion parda en el abdomen y en el
mesoescutelo la coloracion se observa mas clara (Figura 3a, b). El ala posterior presenta
una sola hilera de setas cortas (Figura 3c). La vena marginal (VM) (Figura 3d) en el ala
anterior, presenta setas en el borde posterior y tres setas robustas en la superficie dorsal.
(Figura 3d). La lamina dorsal (LD), no observa el l6bulo lateral y tampoco evaginacion,
presentaindose mas ancha en la base que en el apice, con carina dorsal ausente la cual se
extiende mas alla de la base del proceso intervolselar (PIV) (Figura 3f), que se observa
largo y angosto. La antena observa segmentos flagelares fusionados que se fusionan en
una sola estructura, las setas de las antenas ahusadas y moderadamente largas miden

aproximadamente 2.5 veces el ancho de la clava (Figura 3g).
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Figura 3. Caracteres diagnosticos de Trichogramma soberania. Macho adulto (a); Hembra adulta
(b); Ala anterior indicando la vena marginal (VM) (c); Ala anterior (d); Vista dorsal de la genitalia
masculina indicando la lAmina dorsal (LD) (e); Vista ventral de genitalia masculina con detalle de

proceso intervolselar (PIV) (f); Antena del macho (g).
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6.1.1.3. Diagnosis molecular.

Las secuencias COI obtenidas a partir de 28 individuos emergidos de huevos de
H. melpomene, H. hecale, E. isabella, D. iulia y H. sara, fueron idénticas y con una
longitud de 652pb. Las secuencias coinciden con un BIN de BOLD (Barcode of Life
Database BOLD: AEP1975) en 99.78% con Trichogramma sp. recolectada en Punta

Arenas, Costa Ricay 100% con Trichogramma soberania recolectada por De Jong (2024)

en Gamboa, Panama.
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Figura 4. Grafica de distancias del marcador COI-5P, utilizando el modelo de distancias
Kimura 2 con secuencias de Trichogramma soberania. (E1 sombreado contiene las

secuencias de esta investigacion).

35



6.1.2. Caracteristicas de la familia Scelionidae.

Avispas de distribucion cosmopolita, registrados en diversos habitats incluyendo
bosques, areas agricolas e intervenidas. El tamafio varia entre 1 a 2.5 mm, no obstante

Hanson y Gauld (2006) reportan variacion de tamafo entre 0.5 a 10 mm.

Esta familia se presenta tres subfamilias: Scelioninae, Teleasinae y Telenominae.
La subfamilia Telenominae se caracteriza por la longitud excepcional de su segundo
segmento tergal, que es mayor que el tercer segmento tergal. Las hembras de esta
subfamilia poseen 11 flagelomeros en la antena, aunque ocasionalmente pueden presentar

diez. En contraste, los machos presentan 12 flagelomeros en la antena (Hanson y Gauld,

2006).

Algunas especies de la familia Scelionidae son relevantes en programas de control
bioldgico, especialmente para el manejo de insectos de importancia agricola, forestal y

médica.

6.1.2.1. Telenomus sp.1.

Se examinaron y separaron 115 especimenes adultos identificados como
Telenomus sp.1 recolectados en huevos de Heliconius melpomene, Heliconius hecale y

Dryas iulia.

6.1.2.1.1 Diagnosis morfologica.

La cabeza y el cuerpo presentan variacion en la coloracion que varian entre
marron oscuro y negro, con tamafo entre 1.6 y 2.2 mm (Figura 5a). Antena con cinco
flagelomeros en el funiculo y la clava en el 4pice (Figura 5b). Las coxas anteriores
presentan una variacion de color que va desde el marron amarillento hasta el marrén
oscuro. El ala anterior observa la vena postmarginal (VPM) més corta que la vena marginal
(PM), las cuales se presentan proximas al margen anterior del ala (Figura 5¢). La genitalia
de los machos se distingue por la presencia de denticulos largos y robustos (DEN), asi
como laminas volselares estan dispuestas en forma de dos varillas ventrales esclerotizadas,
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las cuales se encuentran proximas entre si y pueden unirse parcialmente a lo largo de la
estructura (Figura 5d). Ademas, en esta especie, el 16bulo aedeagal (LAE) se presenta
moderadamente larga y con el dpice truncado. El metasoma es liso y sin esculturaciones

(Figura 5Se).

Figﬁra 5. Caracteres diagnésticos de Telenomus sp.l. Adulto vista lateral (a);

Antena del macho (b); Ala anterior indicando vena marginal (VM) y vena
postmarginal (VPM) (c¢); Vista ventral de la genitalia masculina con los denticulos

(DEN) y l6bulo aedeagal (LAE) (d); Vista dorsal del metasoma (e).
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6.1.2.1.2 Diagnosis molecular.

Las secuencias COI obtenidas a partir de 14 individuos emergidos de H.

melpomene, H. hecale y D. iulia midieron 634 pb. El alineamiento de las secuencias con

el Barcode of Life Data System utilizando el algoritmo BLASTn, indic6 una similitud de

99.2% con una especie no descrita de Telenomus, recolectada en Alajuela y Heredia, Costa

Rica (Barcode of Life Database BOLD: AEN8320)

Las secuencias del marcador ITS-2 obtenidas a partir de ejemplares emergidos de

H. melpomene resultaron similares en 90.8% a una especie no descrita de Telenomus

(NBCI: MN613534.1) y 90.5% similares a Telenomus kolbei (NBCI: MW632099).

Scelionidae. Simiyu,Tanzania

Telenomus sp. Penonome, Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus sp. Heredia, Costa Rica. (BIN AEN 8320)
Telenomus sp. Heredia, Costa Rica (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl.Penonome,Panama. (BIN AEN8320)

<] Telenomus spl. Penonome, Panama. (BIN AENS320)
Telenomus sp. Paramaribo,Surinam. (BIN AEL6821)
Telenomus sp. Paramaribo,Surinam. (BIN AEL6821)
Telenomus sp. Paramaribo,Surinam. (BIN AEL6821)
Telenomus sp. Paramaribo,Surinam. (BIN AEL6821)
Telenomus sp. Paramaribo,Surinam. (BIN AEL6821)
Telenomus sp. Paramaribo,Surinam. (BIN AEL6821)
Telenomus sp. Paramaribo,Surinam. (BIN AEL6821)
Telenomus sp. Paramaribo,Surinam. (BIN AEL6821)

Telenomus sp. Paramaribo,Surinam. (BIN AEL6821)
Telenomus sp. Paramaribo,Surinam. (BIN AEL6821)

q Telenomus sp. Cuzco, Perti. (AFI4314)
Telenomus sp. Cuzco, Perti. (AFI4314)

Telenomus sp. Limpopo, Sudafica. (BIN ADS5266)

4 Telenomus sp. Guanacaste, Costa Rica
Telenomus sp. Guanacaste, Costa Rica

Figura 6. Grafica de distancias del marcador COI-SP utilizando el modelo de distancias
Kimura 2, con secuencias de Telenomus sp. (El sombreado contiene las secuencias de

esta investigacion).
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6.1.2.2. Telenomus sp. 2.

Se examinaron y separaron 11 ejemplares adultos identificados como Telenomus

sp.2, recolectados en huevos de Eueides isabella y Heliconius sara.

6.1.2.2.1. Diagnosis morfologica.

Los ejemplares examinados de Telenomus sp. 2. presentaron metasoma corto y
robusto de color café oscuro, tamafio diminuto entre 1 a 1.5 mm, patas de coloracion
amarilla con extremo apical de las tibias posteriores fuscas, la antena de los machos con
10 flagelomeros de color pardo, escapo amarillo (Figura 7a). EI mesoescutelo con finas
reticulaciones, notauli ausente, la longitud del segundo tergito es varias veces superior al
tercero. El fronto-vertice presenta micro escultura coriacea, el rostro entre toruli y el
frontovertex es liso y brillante y los ojos compuestos son glabros (Figura 7b). Genitalia del
macho con l6bulo aedeagal (LAE) corto, con apice triangular, denticulos (DEN) cortos y
gruesos, laminas volselares esclerotizadas y fusionadas (Figura 7¢). El ala anterior con
vena marginal corta, vena postmarginal (VPM) més corta que la vena estigmal (VE)

(Figura 7d).
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Figura 7. Caracteristicas diagnoésticas de Telenomus sp. 2. Adulto vista lateral (a); Vista lateral

de la cabeza (detalles del ojo compuesto) (b); Genitalia del macho destacando el l6bulo
aedeagal (LAE) y denticulos (DEN) (c); Ala anterior destacando la venacion vena marginal
(VM), vena postmarginal (VPM) y vena estigmal (VE) (d).
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6.1.2.2.2. Diagnosis molecular.

Las secuencias COI obtenidas a partir de cuatro individuos emergidos de E.
isabella y H. sara midieron 643pb y resultaron semejantes. Las secuencias coinciden con
un BIN de BOLD (Barcode of Life Database BOLD: AFX4187) en 92.78% que

corresponde a una especie no descrita de Telenomus recolectada en Heredia, Costa Rica.

Telenomus sp2. Penonome, Panama. (BIN AFX4187)
Telenomus sp2. Penonomé, Panama. (BIN AFX4187)
Telenomus sp2. Penonomé, Panama. (BIN AFX4187)
Telenomus sp2. Penonome, Panama. (BIN AFX4187)
Telenomus sp2. Penonomé, Panama. (BIN AFX4187)
Telenomus spl. Penonomé, Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl. Penonomé, Panamd. (BIN AEN8320)
Telenomus spl. Penonome, Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl. Penonome, Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl. Penonomé, Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl. Penonome, Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl. Penonome, Panama. (BIN AEN8320)

E
Telenomus spl. Penonome, Panama. (BIN AEN8320)
Telenomus spl. Penonomé, Panamé. (BIN AEN8320)

(

(

(

Telenomus spl. Penonomé, Panama. (BIN AENS8320)
Telenomus spl: Penonome: Panamd. (BIN AEN8320)
Telenomus spl. Penonomé, Panamd. (BIN AEN8320)
Telenomus spl. Penonome, Panama. (BIN AEN8320)

Telenomus spl. Penonomé, Panama. (BIN AEN8320)

Telenomus sp.Heredia, Costa Rica.
Telenomus sp. Alajuela, Costa Rica.
Telenomus sp. PNM.Panama. (BIN AGAS803)
Scelionidae. Monte Libano, Libano

Scelionidae. Guancaste,Costa Rica.
Scelionidae. Guancaste,Costa Rica.
Scelionidae. Guancaste,Costa Rica.

Scelionidae. Guancaste,Costa Rica,
Scelionidae. Free State, Sudafrica.
Scelionidae. Free State, Sudafrica.
Scelionidae. Free State, Sudafiica.
Scelionidae. Free State, Sudafrica.
Scelionidae. Free State, Sudafiica.
Scelionidae. Free State, Sudafrica.

Figura 8. Grafica de distancias del marcador COI-5P utilizando el modelo de distancias
Kimura 2. (El recuadro agrupado con negro contiene las secuencias Telenomus sp. 2./ El

recuadro agrupado con gris contiene las secuencias de Telenomus sp. 1.)
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6.1.3 Caracteristicas de la familia Aphelinidae.

Aphelinidae es una familia de diminutas avispas parasitoides que rara vez exceden
1 mm de longitud y cuenta con 44 géneros reconocidos y aproximadamente 1,120 especies
(Hayat, 1983; Myartseva et al., 2013). Presentan una distribucion cosmopolita y en la
region Neotropical se citan 457 especies (Noyes, 2007). La mayoria de los parasitoides
pertenecientes a la familia Aphelinidae, son parasitoides primarios de Sternorryncha

(Homoptera) y Lepidoptera.

6.1.3.1. Encarsia sp.

Se recolectdé una hembra, emergida de un huevo de Eueides isabella, cuyas

caracteristicas son compatibles con el género Encarsia (Forster, 1878).

6.1.3.1.1. Diagnosis morfologica.

El ejemplar identificado presenta 0.8 mm de longitud, cabeza transversa con
rostro en posicion ventral, cuerpo aplanado y sin constriccion aparente entre el metasoma
y mesosoma (Figura 9a), presentando color amarillo oscuro. Cabeza con antena de color
amarillo, flagelo con seis flagelomeros alargados que presentan estrias longitudinales y la
clava con dos flagelomeros parcialmente fusionados (Figura 9b), Las alas anteriores estan
desprovistas de setas en la base y presentan dos setas fuertes en la vena submarginal
(Figura 9c¢). El tarso anterior y posterior observa cinco tarsdmeros, mesotarso con cuatro

tarsomeros (Figura 9d). El escutelo presenta esculturas reticulares uniformes (Figura 9e).
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250 um

Figura 9. Caracteres diagnésticos de Encarsia sp. Adulto vista dorsal (a); Cabeza
y antena (b); Ala anterior (c); Mesotarso y metatarso (d), Esculturaciones del

escutelo (e).
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6.1.4. Caracteristicas de la familia Encyrtidae.

Las avispas de la familia Encyrtidae presentan un cuerpo corto y robusto, venas
marginal y postmarginal muy reducidas, mesopleuras largas y convexas, condicién que
caracteriza su aspecto morfologico. Las coxas medias se encuentran situadas proxima a la
mitad de la mesopleura y mesotibias, con espolones fuertemente desarrollados con

adaptaciones para el salto, tarsos de cinco tarsomeros, raramente con cuatro (Noyes, 1980).

Los principales hospedantes son insectos del orden Homoptera, pero se han
registrado encirtidos parasitoides de huevos de Diptera, Lepidoptera, Coleoptera e
Hymenoptera. La diversidad se estima entre 450 a 600 géneros y mas de 3000 especies.
(Trijpitzin et al., 2008). El género Ooencyrtus parasita huevos de Hemiptera, Lepidoptera

y ocasionalmente arafias (Noyes, 1985).

6.1.4.1. Ooencyrtus aff. pinguis.

Se examinaron y recolectaron 11 especimenes de Qoencyrtus emergidos de
huevos de Dryas iulia y Heliconius hecale, cuyas caracteristicas morfoldgicas coinciden

con la descripcion de Qoencyrtus pinguis (Noyes, 1985).

6.1.4.1.1. Diagnosis morfologica.

El cuerpo es generalmente de color marrén oscuro a negro, cabeza con un
brillo muy débil, verdoso o plrpura, tamafio de 2 a 3 mm. Las coxas y fémures son de
color marrén oscuro, el 4pice distal de cada fémur ligeramente amarillento, tibias amarillas
con bases conspicuamente infuscadas, tarsos amarillos y géaster uniformemente marrén
purpura (Figura 10a, b). La antena con el escapo y la base del pedicelo de color marrén
aun posterior al procedimiento del clareado de la estructura (10c); el resto de la antena
observa una coloracion amarilla testaceo con la clava ligeramente mas oscura y el escapo
subcilindrico de color amarillo (10d). El ala anterior presenta la vena postmarginal (VPM)
al menos tan larga como la estigmal (VE) y las setas de la celda basal estan organizadas
en lineas no uniformes con 4 y 5 setas (10e). El adulto de O. pinguis puede diferenciarse
de O. caligo por la vena postmarginal méas corta y las proporciones de los segmentos de

las antenas y la coloracion de las patas. La genitalia del macho sin parameros, el digitus de
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aproximadamente tres veces mas largo que ancho, con dos ganchos apicales e aedeago

delgado y apicalmente truncado (10f).

Figura 10. Caracteres diagnosticos de Qoencyrtus aff. pinguis. Vista lateral del macho
(a); Vista dorsal del macho posterior al aclarado (b); Antena del macho (¢); Antena de
la hembra (d); Ala anterior detallando la vena postmarginal (VPM) y vena estigmal (VE)
(e); Genitalia del macho (f).
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6.1.4.1.2. Diagnosis molecular.

Las secuencias COI obtenidas a partir de 14 individuos emergidos de D. iulia y
H. hecale midieron 609 pb. El alineamiento de las secuencias con el Barcode of Life Data
System utilizando el algoritmo BLASTn, indic6 una similitud de 98.01% con una especie
del género Qoencyrtus, recolectada en el area de conservacion La Amistad Caribe, Limon,

Costa Rica (Barcode of Life Database BOLD: AEU1621).

Ooencyrtus aff pinguis. Penonomeé Panama. (BIN AEU1621)
Ooencyrtug affp. Penonomé.Panama. (BIN AEU1621)
Ooencyrtus aff'p Penonomeé. Panama. (BIN AEU1621)
Ooencyrtug affp. . Penonomé. Panama. (BIN AEU1621)
QOoencyrtus aff pinguis. Penonomé. Panama. (BIN AEU1621)
Ooencyrtug aff pinguis. Penonomé.Panama. (BIN AEU1621)
QOoencyrtus sp. Limon, Costa Rica. (BIN AEU 1621)
Ooencyrtug sp. Guanaste, Costa Rica.
Ooencyrtus sp. Parque Natural Metropolitano. Panama
Ooencyrtug sp. Parque Natural Metropolitano, Panaméa
1 Ooencyrtus sp. Guanacaste, Costa Rica. (BIN AEH0744)
Qoencyrtug sp. Guanacaste, Costa Rica.(BIN AEH0744)
(| Ooencyrtus sp. Guanacaste, Costa Rica. (BIN AEH0744)

.| Ooencyrtus sp. Guanacaste, C'osta Rica.(BIN AEH0744)
Y Ooencyrtus sp. Guanacaste, Costa Rica. (BIN AEH0744)
| Ooencyrtug sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtug sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtug sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtug sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtug sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtug sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtug sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtug sp. Huila, Colombia
Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
Ooencyrtug sp. Huila, Colombia
\ Ooencyrtus sp. Huila, Colombia
" Ooencyrtus sp. Huila, Colombia

Encyrtidae. Ratchasima, Tailandia.

Figura 11. Grafica de distancias del marcador COI-5P utilizando el modelo de distancias
Kimura 2, con secuencias de Qoencyrtus aff. pinguis. (El recuadro sombreado contiene
las secuencias de esta investigacion).
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6.1.5. Caracteristicas de la familia Figitidae

La familia Figitidae es cosmopolita y esta compuesta por 130 géneros y 1,400
especies descritas (Hanson y Gauld, 2006). Las principales caracteristicas que permiten
identificar la familia son el mesoescudo, que usualmente es brillante, la celda marginal
cerrada, la carena pronotal prominente o la placa pronotal bien definida y elevada; ademas

el tercer tergo del metasoma mayor grande que el resto de la estructura.

A la fecha, se ha realizado un nimero limitado de estudios taxondémicos centrados
en la fauna afrotropical, lo que sugiere que solo se ha documentado una fraccion del
conjunto total de especies a nivel mundial. La falta de descripcion en la mayoria de las
regiones y las especies sin describir, aunado a la identificacion erronea, indica la ausencia
de caracteres que confirmen la identificacion correcta de las especies de esta familia,

destacando la ausencia de informacion filogenética (Buffington et al., 2020).

6.1.5.1. Eucoilinae.
Se examino y colectd, un solo espécimen con caracteristicas morfologicas de una

especie no determinada perteneciente a la subfamilia Eucoilinae, emergido de Heliconius

melpomene.

6.1.5.1.1. Diagnosis morfologica.

Las caracteristicas del espécimen examinado son, antena de 11 flagelomeros,
cuticula principalmente lisa, pubescencia dispersa en la base del metasoma, placa pronotal

angosta, celda marginal no esclerotizada, placa escutelar elevada con esculturaciones.
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Figura 12. Vista lateral de adulto de Eucoilinae, recolectado en huevos de

Heliconius melpomene.

6.1.6 Caracteristicas de la familia Mymarommatidae.

La familia Mymarommatidae se caracteriza por su tamafio diminuto, inferior a 1
mm, color amarillo pardo, fosas antenales proximas entre si, las antenas de las hembras
entre 9 y 11 flagelomeros y la clava entre uno y dos segmentos, la ala anterior es reticular
con setas largas marginales, que se originan en la membrana y las alas posteriores
reducidas o ausentes. El espolon apical de la tibia puede ser recto y simple o curvo y

bifurcado. El metasoma peciolado con los dos primeros segmentos tubulares (Hanson y
Gauld, 2006).
6.1.6.1. Mymaromma sp.

Se examinaron y recolectaron tres hembras de Mymarommatidae emergidos de
huevos de Dryas iulia cuyas caracteristicas morfoldgicas se asemeja a la descripcion del

género Mymaromma (Giraut 1920).
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6.1.6.1.1. Diagnosis morfoldgica.

Avispa diminuta de 0.6 mm, flagelo con seis segmentos funiculares y clava (CL)
de un segmento (Figura 10 a). El ala anterior con linea de setas cortas (SC), que separan
las setas largas (SL) basales de las setas largas apicales (Figura 10 b). El mesopleura y
metapleura parcialmente fusionados, con presencia de una sutura (S) oblicua (Figura 10

c), espolon apical (SAP) de la protibia simple y recto (Figura 10 d). El mesonoto y

metanoto con esculturas reticulares irregulares.

Figura 13. Caracteres diagnosticos de Mymaromma sp., Vista lateral del adulto (a);
Detalle de la base del ala anterior destacando la posicion y tipo de setas (b); Detalle

del mesopleura y metapleura fusionados (c); Detalle del espoléon apical de la protibia

(d).
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. Relacion de la tasa de parasitismo asociada a la estrategia de oviposicion de
las especies de Heliconiinae.

Se recolectaron un total de 67,884 huevos de Heliconiinae pertenecientes a las
especies Dione juno, Dryas iulia, Eueides isabella, Heliconius hecale, Heliconius sara 'y
Heliconius melpomene, determinandose el nimero de huevos total muestreado por especie,

la frecuencia relativa y la tasa de parasitismo (Tabla 2).

Tabla 2. Numero total de huevos, frecuencia relativa y tasa de parasitismo por
especie de Heliconiinae.

Especie Huevos  Frecuencia relativa Tasa de parasitismo
Dione juno 10,925 16.0% 1.0%
Dryas iulia 5,073 7.0% 34.0%
FEueides isabella 22,649 33.0% 46.0%
Heliconius hecale 1,327 2.0% 44.0%
Heliconius sara 20,605 30.0% 0.41%
Heliconius melpomene 7,305 11.0% 61.0%
Total 67,884

Las especies con mayor tasa de parasitismo fueron: Heliconius melpomene,
Eueides isabella, Heliconius hecale y Dryas iulia (Tabla 2). Sin embargo, las especies con
menor tasa de parasitismo fue Heliconius sara y Dione juno, las cuales ovipositan los
huevos agrupados o en masas, en las plantas hospedantes. El analisis de los resultados,
confirman que los huevos depositados individualmente presentan una tasa de parasitismo
significativamente mayor, mientras que los huevos agrupados exhiben una tasa de
parasitismo estadisticamente inferior (p <0.125). El promedio de la tasa de parasitismo en
los huevos ovipositados e individualmente, fueron estadisticamente diferentes (p<0.001).
El ANDEVA indico que la tasa de parasitismo en los huevos depositados individualmente,
difieren estadisticamente de los solitarios por medio de la prueba de "t (p < 0.001) (Figura

14).
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Figura 14. Grifico de la prueba de ANDEVA para la tasa de parasitismo
por estrategia de oviposicion.

La confirmacién de una asociacion estadisticamente significativa entre la tasa de
parasitismo fue superior en los lotes de huevos de Heliconiinae colocados de forma aislada,
sobre hojas de Passiflora seemannii durante el mes de febrero. Por lo que, se generaron
siete modelos (GLM) ajustados mediante el criterio de informacion de Akaike (AIC),
utilizando como variables independientes las plantas hospedantes, estrategia de
oviposicion y mes, como aproximacion de las condiciones climaticas. El primer modelo:
(Tasa de parasitismo ~ planta hospedante + estrategia de oviposicion +mes de colecta), fue
seleccionado para su posterior discusion (Tabla 3). El anélisis de los modelos analizados
(Tabla 3), indica el nivel de significancia de cada variable de la siguiente manera: * p<0.01;
** p<0.001; *** p<0,0001; en donde K, indica la cantidad de variables del modelo y AAIC
es la diferencia entre los valores AIC entre los modelos y el modelo con el valor minimo

de AIC (Tabla 3).

51



Tabla 3. Resultados de analisis GLM para las variables mes y planta hospedante.

Modelo Variable dependiente ~ variables K AIC AAIC
independientes

Tasa de parasitismo ~ planta hospedante®** + 3 887.07 0
estrategia de oviposicion*** +mes de
colecta**
Tasa de parasitismo ~ planta hospedante ***+ 2 893.45 6.38
estrategia de oviposicion***
Tasa de parasitismo ~ mes de colecta®* + 2 906.7 19.63
estrategia de oviposicion***
Tasa de parasitismo ~ estrategia de 1 920.4 33.33
oviposicion***
Tasa de parasitismo ~ planta hospedante*** + 2 1015 127.93
mes de colecta***
Tasa de parasitismo ~ planta hospedante*** 1 1033 145.93
Tasa de parasitismo ~ mes de colecta*** 1 1108 220.93

De acuerdo con la informacidon historica recolectada, la temperatura y
precipitacion del corregimiento de Chiguiri Arriba, durante el mes de febrero, presenta
durante los ultimos 15 afios la menor precipitacion y temperaturas elevadas (Batista et al.,
2021). De esta manera, se identificaron los efectos ambientales y relaciones troficas con la
planta hospedante, que inciden en el parasitismo de las especies de Heliconiinae,

constatados en el presente estudio.

7.1. Comunidad de parasitoides de huevos de Heliconiinae.

A partir de los huevos parasitados se colectaron 1,235 parasitoides de huevos de
Heliconiinae, pertenecientes a siete morfoespecies distribuidos en seis familias del orden
Hymenoptera. En general, los indices presentados, indican que la comunidad de
parasitoides de huevos de Heliconiinae estd dominada por unas pocas especies que son
extremadamente abundantes en comparacion con el resto de la comunidad (Tabla 4). La
diversidad se encuentra entre baja y moderada (Shannon = 0.71), con poca equitatividad
en la distribucion de los individuos entre las especies. Aunque la riqueza de especies es
baja, la comunidad est4 claramente dominada por una o dos especies, como lo confirma la
alta dominancia (D = 0.64), el indice de Berger-Parker (0.79) y el indice de Simpson (1-D
=0.36).
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Tabla 4. Principales indices de diversidad alfa de parasitoides de huevos de Heliconiinae
en el Mariposario Cerro La Vieja.

Indice Valor
Riqueza S 7
Individuos 1,235
Dominancia_D 0.64
Simpson_1-D 0.36
Shannon H 0.71
Evenness e"H/S 0.29
Brillouin 0.70
Menhinick 0.29
Margalef 0.84
Equitability J 0.36
Fisher alpha 0.98
Berger-Parker 0.79
Chao-1 8

La curva de rarefaccion de los parasitoides de Heliconiinae alcanzé la asintota,
con una completitud de muestreo del 99%, lo que sugiere que el muestreo realizado fue
representativo de la comunidad de parasitoides de huevos de Heliconiinae, observada

durante el periodo de estudio. La cual estimo¢ la riqueza esperada de 8 + 1 especies (Figura
15).
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Figura 15. Curva de rarefaccion de especies de parasitoides de Heliconiinae.

La comunidad de parasitoides de los huevos de la tribu Heliconiinae estuvo
dominada por la familia Trichogrammatidae, representada mayoritariamente por
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Trichogramma soberania. La recoleccion de 973 individuos de esta especie corresponde
al 79.0% de la frecuencia relativa de los parasitoides de Heliconiinae (Figura 16). La
familia Trichogrammatidae se caracteriza por su comportamiento de parasitismo gregario,
lo que explica la mayor frecuencia relativa observada en esta familia y particularmente en

T. soberania.

Por otro lado, la familia Scelionidae estuvo representada por dos especies,
Telenomus sp.1'y Telenomus sp. 2, las cuales representaron 20 % de la frecuencia relativa
del total de parasitoides. Especificamente, Telenomus sp. 1 fue mas frecuente,
cuantificando 157 individuos, mientras que Telenomus sp. 2 presentd 89 especimenes.
Ademds, se reportaron especies de Encyrtidae, Figitidae, Aphelinidae vy
Mymarommatidae, cada una de estas representada por una Unica especie, las cuales
representan 1.3% de la frecuencia relativa de parasitoides de huevos de Heliconiinae. Esto
confirma la reducida frecuencia de los parasitoides de las familias anteriormente citadas,
en comparacion con las familias dominantes, tales como Trichogrammatidae y Scelionidae

(Figura 16).

Parasitoides de Heliconiinae

T.soberania1

Telenomus_sp1 -

Familia
Telenomus_sp.21 . Aphelinidae
tj—)" . Encyrtidae
i O.pinguis- | Figitidae
Lmu Mymmaromatidae
Mymaromma_sp. | B sceiioniae

Trichogrammatidae

Encarsia_sp.

Eucoilinae

0 20 40 60 80
Frecuencia relativa

Figura 16. Frecuencia relativa de parasitoides de huevos de Heliconiinae.
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7.2. Interacciones bioldgicas entre parasitoides de huevo y las especies de
Heliconiinae.

A partir de los datos recolectados se generd la matriz de interacciones (Tabla 5)
que relaciona los parasitoides emergidos para cada especie de Heliconiinae. Los huevos de
Heliconiinae fueron parasitados por siete morfoespecies de parasitoides y se confirmo la
prevalencia significativa de parasitoides de los géneros Trichogramma y Telenomus. La
asociacion de Trichogramma soberania fue reportada en los huevos de Dryas iulia y
Eueides isabella, aunque también se reportd con menor frecuencia en huevos de las
especies de Heliconiinae recolectadas en los muestreos realizados en este estudio. Por lo
que se considera que 7. soberania es una especie con un amplio rango de parasitismo, en

especies de Lepidoptera (Tabla 5).

Telenomus sp.1 mostr6 una fuerte interaccion tréfica con Heliconius melpomene
y en menor grado con Dryas iulia y Eueides isabella. Telenomus sp. 2 parasité en menor
proporcion los huevos de Heliconius sara y de Eueides isabella. Las especies de
QOoencyrtus aff. pinguis, Mymaromma sp. y Encarsia sp., tuvieron menos interacciones

troficas (Tabla 5).

Tabla 5. Nuevos reportes de interacciones troficas entre parasitoides y huevos de
Heliconiinae.

parasitoide / O Eucoilinae  Encarsia.sp  Mymaromma Telenomus Telenomus T

Heliconiinae pinguis sp. sp.1 sp.2  soberania
Heliconius melpomene 1 114 26
Heliconius sara 78 6
Heliconius hecale 5 10 95
Eueides isabella ——- ——- 1 i L 1 376
Dryas iulia 6 —- — 3 33 . 424
Dione juno 6

'0bservacion: El recuadro gris indican nuevos reportes de interaccion parasitoide y especie de Heliconiinae.
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Las especies hospedantes Heliconius melpomene, Heliconius hecale y Dryas iulia
interactuaron con tres parasitoides cada una, la especie con menor cantidad de
interacciones de parasitoides fue Dione juno, siendo parasitada exclusivamente por
Trichogramma soberania. Los huevos de Heliconius sara, fueron parasitados
principalmente por Telenomus sp. 2 y la menor tasa de parasitismo fue registrada por
Trichogramma soberania. (Figura 17). La red bipartita de relaciones troficas entre los
parasitoides de huevos y las especies de Heliconiinae, se explica a través del ancho de las

bandas, indicando la mayor interaccion trofica entre ambos organismos (Figura 17).

Telenomus_sp1 Mymaromma_sp. Telenomus_sp2

Eucoilinae Q.pinguis T.soberania Encarsia.sp

v

Heliconius_melpomene Dryas_julia Dione_juno Eueides_isabella

Heliconius_hecale Heliconius_sara

Figura 17. Red bipartita de relaciones tréficas entre parasitoides de huevos y mariposas
de la subfamilia Heliconiinae, en el Mariposario Cerro La Vieja.

7.2.1. Topologia de la red de relaciones troéficas.

La conectividad entre las especies de parasitoides y de Heliconiinae, que
interactian en una comunidad, delimitada en este caso por el area correspondiente al
mariposario, se da directa o indirecta. Por lo que, la topologia o estructura de la red trofica,

se da en funcion de la identificacion de las especies con el mayor nimero de interacciones

56



y por el grado de especializacion de cada especie de parasitoide, lo cual permite su

configuracion (Tabla 6).

Tabla 6. Analisis topologico mediante un modelo nulo para la red de relaciones

troficas de parasitoides de Heliconiinae.

Limite
Descriptor Observado Null inferior Limite superior Test*
Conectancia 0.38 0.64 0.58 0.69 inferior
Densidad de Enlaces 2.34 3.35 3.27 343 inferior
Conectancia Ponderada 0.17 0.24 0.24 0.25 inferior
H2’ 0.54 0.01 0.01 0.02 superior

* Indica si la interaccion observada es significativamente superior o inferior a lo esperado, de acuerdo con el modelo nulo
[es decir, si el valor observado es superior o menor al limite de confianza]. O si es consistente con el modelo nulo [ns: con

el valor observado dentro del intervalo de confianza].

El analisis del modelo nulo revela que los descriptores de conectancia, densidad
de enlaces y conectancia ponderada, fueron significativamente inferiores a lo esperado en
consideracion a un modelo aleatorio. De acuerdo con los resultados presentados (Tabla 6),
el coeficiente de especializacion de la red (H2') es superior al nivel explicado por la
condicion aleatoria del modelo, lo que sugiere que la estructura de la red trofica es mas

especializada de lo esperado (Tabla 6).

7.2.2. Conectancia.

El indice de conectancia (C), indica la proporcion entre las interacciones
observadas y el total posible dentro de la red trofica. El nlimero de especies del nivel trofico
superior fue de siete y el inferior, de las cuales 42 interacciones potenciales, se registraron
solamentel6 (Figura 17). El indice de conectancia (Cobs) fue 0.38, wvalor

significativamente inferior al obtenido por el modelo nulo (Cnull=0.64) (Tabla 6).
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7.2.3. Conectancia ponderada

El indice de conectancia ponderando los enlaces (Cpobs.) fue de 0.17,
significativamente inferior al valor obtenido del modelo nulo (Cp null=0.24), el cual

corresponde con el indice de conectancia (C) observado (Tabla 6).

7.2.4. Densidad de enlaces

La densidad de enlaces (Deobs.) fue de 2.34 y se define como la diversidad
interacciones ponderadas por los totales marginales por especie, el valor observado es
significativamente inferior al obtenido por el modelo nulo (Denull =3.35), lo que significa
que hay menos enlaces o nodos entre especies de parasitoides y de Heliconiinae de los

esperados aleatoriamente, sugiriendo que existen especies especialistas.

7.2.5. Coeficiente de especializacion H2’

El indice de especializacion de la red (H2 obs) observo un valor de 0.54,
significativamente superior al del modelo nulo (H2 null =0.01), lo que sugiere la presencia
de una red especializada, aunque presenta una complejidad restringida, de acuerdo con lo
observado en la red bipartita (Figura 17). La relevancia de reportar Trichogramma
soberania en huevos de todas las especies de Heliconninae estudiadas, confirma la
adaptacion biologica y nutricional de este Trichogrammatidae a los diversos hospedantes.
Sin embargo, los parasitoides Telenomus sp. 1 y Telenomus sp. 2, evidenciaron una
adaptacion nutricional limitada a las especies de Heliconius melpomene y Heliconius sara

respectivamente. Modularidad de la red de parasitoides de Heliconiinae.

A partir de los datos obtenidos, se lograron identificar tres mdodulos o subgrupos
(indice de modularidad Q = 0.26) que describen patrones de asociacion entre los
parasitoides de huevos de Heliconiinae (Figura 18). El primer médulo estd conformado
por la interaccion tréfica del parasitoide Telenomus sp.1 con de Heliconius melpomene; el

segundo moédulo lo conforman Telenomus sp. 2 y Heliconius sara; y el tercer modulo
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incluyen a los parasitoides Qoencyrtus aff. pinguis y Trichogramma soberania en
interaccion con H. hecale, E. isabella, D. iulia y D. juno. La reducida frecuencia de
registros de Mymaromma sp., Encarsia sp., y Qoencyrtus aff. pinguis, impidid que se

representaran en el tercer modulo (Figura 18).

La aplicacion del analisis de modularidad, indicé que no fue posible discriminar
las interacciones diferenciadas entre los parasitoides y las especies de Heliconiinae, en
relacion con la oviposicidon agrupada o individual, lo que se puede atribuir a la competicion

aparente o traslape de nicho ecologico (Figura 18).

Heliconius_melpomene

Heliconius_sara

Heliconius_hecale

Eueides_isabella

Dryas_iulia
Dione_juno

Eucoilinae
Telenomus_sp1
Telenomus_sp2

O.pinguis
Encarsia.sp
Mymaromma_sp.
T.soberania

Figura 18. Grafico de modularidad de la red.

El concepto de competicion aparente se basa en la premisa de que cada parasitoide
que emerge de un hospedante tiene la capacidad de atacar a otras especies hospedadoras,
lo que implica un traslape de nicho entre las especies involucradas. De acuerdo con esta
idea, a medida que mas parasitoides emergen de un determinado hospedante, mayor es el
potencial de estos para influir en la reduccion de la competencia entre las especies

hospedantes. En donde la seleccion de los hospedantes presenta igual probabilidad de
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parasitismo y no confirman preferencias marcadas para una especie de Heliconiinae en

particular.

A partir del grafico se puede interpretar que la mayoria de las especies de
Heliconiinae en el estudio comparten parasitoides entre si, lo que sugiere una red de
interacciones compleja. Sin embargo, esta relacion de comparticidn no es simétrica.
Especificamente, Dryas iulia y Eueides isabella podrian estar contribuyendo, a través de
interacciones indirectas, a una mayor tasa de parasitismo en otras especies como Dione
juno, Heliconius hecale y Heliconius melpomene. Esto sugiere que algunas especies actiian
como nodos clave en la red, facilitando la transferencia de parasitoides hacia otras,
incrementando asi el impacto del parasitismo en determinadas especies de la comunidad

(Figura 19).
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Figura 19. Traslape de nicho de la comunidad de parasitoides de Heliconiinae.
(Circulos representan las mariposas de la familia Heliconiinae, y las lineas entre
ellas indica los parasitoides compartidos).
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8. DISCUSION

8.1. Nuevos registros de interaccion la “parasitoide-huésped™ en especies de
Heliconiinae.

La especie Trichogramma soberania, fue descrita por Woelke et al., (2019) a
partir de ejemplares emergidos de Agraulis vanillae vanillae colectados en Passiflora
foetida var. isthmia en el camino del oleoducto, Parque Nacional Soberania.
Posteriormente se reporta 7. soberania como parasitoide de Dryas iulia, recolectada sobre
Passiflora biflora en los laboratorios del Smithsonian Tropical Research Institute (STRI)
en Gamboa, Panama (de Jong, 2024). El presente estudio constituye el primer reporte de
T. soberania como parasitoide de huevos de Dione juno, Heliconius hecale, Heliconius
melpomene, Eueides isabella y Heliconius sara, en la localidad de Cerro La Vieja ubicado

a 75 km al oeste del sitio de colecta del espécimen tipo.

Las especies del género Telenomus han sido reportadas como parasitoides de las
siguientes familias de Lepidoptera: Geometridae, Noctuidae, Lymantriidae, Arctiidae,
Lasiocampidae, Sesiidae, Saturniidae, Nymphalidae (Johnson, 1984). Montero (2007),
registra el parasitismo de Telenomus sp. en huevos de Dione juno, Heliconius cydno 'y
Heliconius hecale. Sin embargo, los resultados presentados en este estudio indica el primer
reporte del parasitismo del Telenomus sp. en Heliconius melpomene, Heliconius sara y
Dryas iulia. No obstante, el analisis molecular realizado para el complejo de especies de
Telenomus sp. recolectados en huevos de Heliconiinae, no discrimina las especies de este
parasitoide, en funcion del andlisis molecular, siguiendo el rigor de la taxonomia
integrativa, que involucra tanto los caracteres morfologicos, como la caracterizacion
molecular. Por lo que, se sugiere realizar estudios que permitan discriminar los nuevos
registros entre Telenomus sp. y las especies de Heliconiinae consideradas en el presente

estudio.

Los parasitoides del género Encarsia se reportan principalmente como
parasitoides de Sternorryncha (Polaszek A., 1991). Sin embargo, existen registros de

Encarsia sp. emergiendo de huevos de 17 especies de Lepidoptera, entre estas Rachiplusia
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nu, Colias vauthieri, Eucosma aporema, Anagasta kuehniella, Agrotis subterranea ,

Plutella xylostela, Helicoverpa zea y Cydia pomonella.

Los hospedantes conocidos de FEncarsia meritoria son: Aleuroglandulus
malangae, Aleurothrixus porteri, Aleyrodes spiraeoides, Bemisia tabaci, Dialeurodes sp.,
Siphoninus phillyreae, Tetraleurodes acaciae, Trialeurodes abutiloneus Haldeman, T.
floridensis, T. vaporariorum y T. variabilis (Schauff y Evans, 1996). De acuerdo con lo
enunciado anteriormente, este registro representa la primera evidencia de parasitismo de

Encarsia en Eueides isabella (Nymphalidae) y nuevo reporte del género para Panama.

Recientemente fue confirmado que Mymaromma menehune, que se describid en
2022 en el archipi¢lago de Hawai y se considera un parasitoide solitario de huevos de
Psocoptera, el cual es el primer registro en este hospedero (Honsberger et al., 2022). No
existen conocimientos sobre la historia natural y la biologia de la mayoria de los miembros
de la familia Mymarommatidae, en donde la mayor parte de los registros provienen de
trampas, uso de redes y registro fosil en ambar (Gibson et al., 2007). Por su pequefio
tamafio se presume que son parasitoides de huevos (Hanson y Gauld, 1995). De acuerdo a
las evidencias observadas en el presente estudio, se considera el primer reporte de
Mymaromma para Panama y primer registro de la especie como parasitoide de especies de
Lepidoptera.

8.2. Tasa de parasitismo asociada a las diferentes estrategias de oviposicion de las
especies de Heliconiinae.

La mayor tasa de parasitismo se encontrd sobre especies que ovipositan
individualmente en Passiflora seemannii, durante el mes de febrero, mes que presentd una
reducida precipitacion pluviométrica y temperaturas promedio elevadas, en el area de
estudio. No obstante, no se encontraron correlaciones que expliquen la menor tasa de
parasitismo en huevos de especies de Heliconiinae que ovipositan en masas o agrupadas.
El comportamiento observado, puede atribuirse a la interaccion entre los compuestos
volatiles liberados por las plantas evaluadas y su interaccidbn con las especies de
Heliconiinae reportadas en el presente estudio. Las interacciones troficas observadas entre

las especies de Heliconiinae y las plantas hospedantes, sugieren la influencia de la
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liberacion de feromonas, encontradas sobre los huevos del complejo de especies de
Lepidopteros estudiados, interfieran en el comportamiento de oviposicion de los
parasitoides. Se destaca que la oviposicion de huevos agrupados o en masas, es una
adaptacion fisiologica que depende de la alimentacion de las larvas o de la tasa
reproductiva de las hembras de los parasitoides (Young, 1983). No se descarta que la
distribucion del alimento en parches aislados y la mayor eficiencia en el consumo del
follaje, influya en la oviposicion individual de las posturas. Otros autores proponen que la
oviposicion de huevos en masas o agrupados, se da especificamente cuando estos
presentan coloracion aposematica, lo que podria explicarse en funcion de la emision de las

sefales de advertencia para los enemigos naturales.

Los huevos de insectos y especificamente de las posturas de los parasitoides
oofagos o de huevos, se encuentran sobre la planta hospedante y dependen de defensas
morfolégicas como escamas, setas, espinas y coloracion (Hui, y otros, 2021). Ademas, se
ha reportado la presencia de defensas quimicas en huevos de los lepidopteros,
especificamente en Utetheisa ornatrix (Eisner y otros, 2000) y Eumaeus minyas (Castillo-

Guevara y Rico-Gray, 2002).

La presente investigacion, confirmo, la reduccion de la tasa de parasitismo en
huevos de D. juno y H. sara, condicion que no se puede explicar por la relacion tréfica con
las plantas hospederas P. vitifolia y P. auriculata, respectivamente. Contrario a lo
observado en los huevos D. iulia y H. hecale, recolectados en las mismas plantas
hospedantes. La interpretacion ecoldgica, de la reducida tasa de parasitismo en huevos
colocados en grupos, cuando comparados con los ovipositados individualmente, no es
precisa. Por lo que, la interpretacion a los resultados presentados sugiere que los huevos
agrupados envian sefales de advertencia relacionados con el contenido téxico de los
huevos de H. sara y D. juno. No obstante, esta hipotesis tendra que ser considerada en

investigaciones futuras.
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8.3. Interacciones bioldgicas entre las especies de parasitoides de huevo y las
especies de Heliconiinae.

Los resultados obtenidos proporcionan una vision detallada de la diversidad y
especificidad en las interacciones entre Heliconiinae y los parasitoides de huevos,

destacando la complejidad de estas relaciones ecoldgicas.

La recoleccion de Heliconiinae en condiciones semicontroladas permitid
identificar una muestra representativa de parasitoides de huevos u o6fagos de las especies,
Heliconius. melpomene, H. hecale, H. sara, Dryas iulia, Dione juno'y Eueides isabella. El
comportamiento y estrategias de oviposicion discutido anteriormente, destaca que D. juno
y H. sara, se caracteriza por ovipositar sus posturas en masas o agrupados en plantas de
Passiflora seemannii, P. edulis y P. auriculata. Sin embargo, H. melpomene, H. hecale,
D. iulia, y E. isabella, realizaron sus posturas individualmente en P. menispermifolia, P.

seemannii, P. biflora, P. auriculata, P. y P. edulis.

El registro de menor cantidad de interacciones que las esperadas por el modelo
nulo, sugiere la existencia de barreras o del posible desplazamiento por competidores.
(Bluthgen et al., 2008). La interaccion trofica observada se explica en funcion de los
valores reducidos de conectancia determinados en este estudio. Los valores reducidos de
conectancia, se presentan redes troficas antagonistas y podria ser consecuencia de la
competencia por los recursos, principalmente alimenticios (Villa-Galaviz et al., 2012).
Algunos autores sugieren que la reducida conectancia ofrece a la red una elevada
estabilidad, la cual disminuye los efectos negativos, en presencia de posibles extinciones

puntuales (Martinez-Falcon et al., 2019).

La dominancia de 7. soberania en la comunidad de parasitoides de Heliconiinae
y el traslape de nicho explicarian la competencia, la menor cantidad de interacciones
tréficas y reducida conectancia de la red. Sin embargo, es posible identificar algiin grado
de especializacion, significativamente superior al grado de especializacion explicado por
la aleatoridad de la red tréfica. La especializacion evaluada en funcion de la modularidad
de la red trofica, confirm6 que 7. soberania es el principal parasitoide de E. isabella, D.

juno'y D. iulia y Telenomus sp.2., como principal parasitoide de H. sara. Sin embargo, la
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interaccion entre Telenomus sp.2. y H. sara, debe confirmarse debido a que la
caracterizacion entre las especies Telenomus sp.1.y Telenomus sp.2., no fueron separadas

por medio de la caracterizacion molecular.
9. CONCLUSIONES

1. La comunidad de parasitoides de huevos de Heliconiinae en condiciones
semicontroladas en el Mariposario Cerro La Vieja, fue parasitada por
Trichogramma soberania, confirmando la dominancia de esta especie en la
red tréfica estudiada.

2. Las especies de Heliconiinae que ovipositan individualmente, presentan una
tasa de parasitismo superior, en comparacion de la oviposicion agrupada o en
masas de huevos.

3. La reducida tasa de parasitismo en huevos agrupados de Dione juno y
Heliconius sara, debe estudiarse a profundidad, debido a la estrategia de
defensa pasiva observada, la cual reduce la tasa de parasitismo.

4. La estacionalidad, representada por el mes de recoleccion, influyo
significativamente en la diversidad de parasitoides. Especialmente, durante
los meses con precipitaciones pluviométrica reducidas y temperaturas
elevadas. La evidencia presentada, confirma una relacion directa entre las
condiciones climaticas (factores abidticos) y la tasa de parasitismo.

5. La seleccion de la planta hospedante tuvo un efecto notable sobre la tasa de
parasitismo, con Passiflora seemannii relacionada con las elevadas tasas de
parasitismo, cuando presentan posturas de huevos individuales.

6. El indice de especializacion de la red tréfica fue elevada, lo que indica que
las interacciones entre Heliconiinae y los parasitoides oofagos, estdn
condicionadas por procesos ecologicos especificos.

7. Serealizo el primer reporte de Trichogramma soberania parasitando huevos
de diversas especies de Heliconiinae, en la localidad de Cerro La Vieja,

Panama.
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10. RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar estudios adicionales sobre los posibles mecanismos de defensa
pasiva, como la coloracidon aposematica, que pueden influir en la reduccion de la
tasa de parasitismo, sobre la oviposicion de los huevos agrupados o en masas, en
lagunas de las especies de Heliconiinae. La comprension de estos mecanismos
puede proporcionar nuevas perspectivas estudio, para la biologia evolutiva

relacionada con la relacion trofica entre parasitoides de huevos y sus huéspedes.

Se recomienda ampliar el monitoreo de parasitoides de Heliconiinae en otros
ecosistemas de Panama. Por lo que, permitiria identificar nuevas especies de
parasitoides de huevos y evaluar la consistencia de los patrones de comportamiento
observados en este estudio, contribuyendo al conocimiento de las interacciones

troficas en los diferentes ecosistemas.
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