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RESUMEN

La contaminacion por metales en ambientes antropizados representa un
riesgo significativo para los polinizadores, los cuales pueden estar expuestos a
estos elementos a través de diversas vias, como el consumo de agua, néctar y
polen contaminados. Dada la importancia ecoldgica de estos organismos y la
limitada informacion disponible sobre los efectos de los metales en polinizadores
distintos a las abejas, especialmente en mariposas, el presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar el impacto del manganeso y el aluminio sobre la sobrevivencia y el
comportamiento de forrajeo de adultos de la mariposa Leptophobia aripa.

Para ello, se expuso a individuos criados en cautiverio a diferentes
concentraciones de los metales disueltos en sacarosa al 10%. Se utilizaron
concentraciones de 0-1250 mg/L para el manganeso y de 0-950 mg/L para el
aluminio, con el fin de determinar sus efectos en la sobrevivencia, la capacidad de
las mariposas para detectar y rechazar metales en el alimento y su influencia en la
constancia floral. Los resultados mostraron una relacion negativa y significativa
entre la concentracion del metal y la sobrevivencia de los individuos. Durante la
exposicion inicial, las mariposas no mostraron evidencia de deteccidn a la presencia
de metales en el alimento, ya que el tiempo de alimentacion no difirid entre
concentraciones. Sin embargo, a partir del segundo dia de exposicidn, se observd
una disminucion progresiva del tiempo de alimentacion a lo largo de 7 dias de
exposicidn, siendo esta reduccion mas pronunciada a mayores concentraciones de
los metales. Asimismo, se encontré que después de 24 horas de haber ingerido las
soluciones mas altas de manganeso, las mariposas redujeron significativamente su
tiempo de alimentacion al ser expuestas nuevamente a una solucién de sacarosa, lo
que sugiere un posible efecto condicionado. Este efecto no se observé en ninguna
de las concentraciones de aluminio evaluadas. Por ultimo, se encontré que ni el
manganeso ni el aluminio, en ninguna de las concentraciones utilizadas, afectaron la
constancia floral en L. aripa. Estos resultados aportan nueva evidencia sobre los

efectos letales y subletales de la contaminacion por metales en mariposas, y



contribuyen a ampliar el conocimiento existente, hasta ahora centrado

principalmente en abejas.



I. INTRODUCCION

Los metales pesados son elementos que presentan caracteristicas de metales y
una densidad mayor a 5 g cm™ (Weast & Astle 1984). Estos elementos se encuentran de
forma natural en el sustrato y pueden clasificarse en tres tipos, de acuerdo a sus
efectos en los organismos: metales esenciales, no esenciales y téxicos (Roane &
Pepper, 2000; Lucho et al., 2005). Los metales esenciales (e.g., cobre, manganeso y
zinc), son necesarios para el correcto funcionamiento fisioldgico de los organismos, sin
embargo, en concentraciones elevadas pueden volverse téxicos. Por otro lado los
metales no esenciales (e.g., aluminio, cadmio y plomo) no cumplen funciones
fisioldgicas conocidas y resultan toxicos en grandes cantidades, mientras los metales
toxicos son aquellos que incluso en cantidades minimas generan dafo (Cornelis &
Nordberg, 2007). Ademas de su presencia natural, la deposicion de metales también se
origina de diversas actividades humanas como la construccion, manejo inadecuado de
basura, el vertido de aguas residuales sin tratamiento previo, el transporte, el uso de
fertilizantes y pesticidas, la industria y la mineria (Bradl, 2005; Tchounwou et al., 2012; Li
et al., 2018), lo cual ha llevado a un incremento significativo de metales en las zonas
con influencia humana en el planeta (Tchounwou et al., 2012; Li et al.,, 2018). A
diferencia de otros contaminantes, los metales no se degradan, por lo que se acumulan
en el ambiente y permanecen aun después de que las fuentes de contaminacion han
sido removidas (Raffa et al., 2021). En consecuencia, los metales son considerados
como unos de los principales contaminantes ambientales actuales en el planeta y existe
una gran preocupacion por el efecto que estos pueden tener sobre la biodiversidad
(Bradl, 2005; Bahadorani & Hilliker, 2009).

En los ultimos afos ha habido un creciente interés por estudiar el efecto de los
metales sobre los polinizadores, particularmente los insectos, un grupo predominante
en ambientes antropizados y de gran importancia para el bienestar humano, el
mantenimiento de la diversidad y funcionalidad de los ecosistemas (Ben-Shahar, 2018).
Este grupo de animales puede entrar en contacto con metales o metaloide de interés
toxicolégico (MMIT) al alimentarse del polen y néctar de plantas que estan en contacto
con suelos y cuerpos de agua contaminados con estos elementos (Di et al., 2016;

Sivakoff & Gardiner, 2017), asi como, durante su desplazamiento aéreo por contacto



con particulas en suspension (Negri et al., 2015). La mayoria de los estudios realizados
sobre el efecto de los metales en insectos polinizadores se han enfocado en las abejas
y en algunos metales comunes en los suelos como el cadmio, cobre, plomo y zinc, por
lo que es escasa la informacidn que se tiene acerca de los efectos que pueden tener en
este grupo de animales (Ali et al., 2019; Scott et al., 2023).

Un grupo de insectos polinizadores con una presencia importante en los
ambientes antropizados es el de los lepidopteros (Pérez, 2017; Duran & Molina, 2020;
Canadas & Gortari, 2025). Se conoce poco sobre el efecto de metales en lepiddpteros
adultos ya que la mayoria de los estudios se han realizado en la etapa larvaria, cuando
se alimentan de la parte vegetativa de las plantas hospederas, muchos estudios se han
enfocado en especies de mariposas nocturnas de importancia econémica (Scott et al.,
2023). Por lo tanto, en este trabajo se estudié el efecto de dos metales poco
investigados en insectos polinizadores, manganeso y aluminio, el primero esencial y el
segundo no esencial para los insectos, en la sobrevivencia, comportamiento de
alimentacion y memoria de adultos de la mariposa diurna Leptophobia aripa (Boisduval,
1836) (Lepidoptera: Pieridae) basado en que la polinizacion psicoéfila, aquella realizada
por lepidopteros diurnos como L. aripa, es importante para numerosas especies de
plantas (Aguado Martin et al., 2015). Se eligié a L. aripa como organismo modelo debido
a que es una especie de facil crianza en condiciones controladas y presenta un ciclo de

vida corto, lo que facilita un periodo de experimentacion relativamente breve.



Il. ANTECEDENTES
Generalidades de la especie

Leptophobia aripa es una mariposa con un ciclo de vida promedio de 28 dias,
sus huevos son de color amarillo, los cuales normalmente son colocados por la
hembra en el envés de las hojas de sus plantas hospederas y eclosionan 5 dias
después de la puesta. Tienen cinco estadios larvales en los que presentan una
coloracion verde con ocelos negros y una banda longitudinal de color amarilla.
Durante su estado larval se alimenta de plantas de la familia Brassicaceae (Lastra et
al., 2006) y de otras especies dentro del orden Brassicales como Tropaeolum majus
(Murillo & Giraldo, 2022). La pupa es de color verde con puntuaciones negras en la
zona ventral y una linea media amarilla. El adulto se caracteriza por tener alas
blancas (con color blanco amarilloso en los machos y blanco verdoso en las
hembras), con una mancha negra en el borde de las alas anteriores y ojos de color
verde (Bustillo & De Gutiérrez, 1975). La mariposa blanca de la col, como
comunmente se le denomina, es una especie que se cria con fines lucrativos (Fig. 1)

(Sanchez, 2004).

Figura 1. Leptophobia aripa en su etapa de huevo, pupa y adulto (autoria propia).



Polinizacioén por lepidopteros diurnos

Los lepidopteros cambian su alimentacion de acuerdo con la etapa de su
ciclo de vida. La mayoria de las especies de mariposas son exclusivamente
herbivoras durante la etapa larvaria y en su etapa adulta, la alimentacién se basa
principalmente en néctar, sin embargo, agua y otros liquidos provenientes de frutos
en descomposicion o de origen animal pueden conformar parte de su dieta, en
algunos casos también se alimentan de polen y un nimero reducido de especies no
se alimenta durante la etapa adulta (Hainsworth et al., 2011; Willmer 2011). Para que
las mariposas obtengan una cantidad significativa de néctar, se requiere de hasta
una hora de alimentacion (Hainsworth et al., 2011; Willmer 2011). La alimentacion de
los adultos se lleva a cabo por medio de la proboscis, estructura que en promedio

en lepidépteros mide 17 mm (Willmer 2011).

La eficiencia en la polinizacibn de las plantas por mariposas es
aparentemente menor en comparacion con la realizada por abejas debido a que los
lepidépteros transportan el polen principalmente en la cabeza mientras que las
abejas tienen estructuras especializadas para el transporte del polen (Levin &
Berube 1972; Linhart & Mendenhall 1977; Murphy 1984; Pettersson 1991). A pesar
de esto, la polinizacidn psicdfila, aquella realizada por lepidépteros como L. aripa,

es importante para numerosas especies de plantas (Aguado Martin et al., 2015).

Existe una relacidn importante entre plantas y polinizadores que ha
favorecido la biodiversidad de ambos grupos (Kay & Sargent, 2009): las plantas
ofrecen néctar y los animales transportan el polen que puede llevar a la
reproduccion de la planta. La eficiencia de la polinizacion y consecuente formacion
de semillas se incrementa cuando los visitantes florales visitan la misma especie de
planta (Willmer, 2011), lo cual ocurre cuando los polinizadores utilizan al mismo
tiempo o en secuencia distintos sentidos para localizar los recursos (néctar y polen

principalmente) de una misma especie de planta (Weiss, 2001).

Preferencia innata y constancia floral



La mayoria de los lepidopteros al momento de emerger de la crisalida
necesitan alimentarse, por lo que identificar su alimento resulta vital. La eleccién del
primer alimento de las mariposas en su etapa adulta se denomina preferencia innata
(Knoll, 1922). Leptophobia aripa es una mariposa que muestra una clara preferencia
innata por flores de color rojo en condiciones de laboratorio (Fig. 2). Cuando las
flores artificiales son amarillas, verdes, azules, rosas, blancas y rojas, individuos sin
experiencia de la “mariposa blanca de la col” eligieron significativamente mas veces

las flores rojas (Muinoz et al., 2021; Valtierra & Castellanos, 2021).
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Figura 2. Eleccién innata de color en Leptophobia aripa empleando flores artificiales

amarillas, rojas, verdes y azules (Valtierra & Castellanos, 2021).

Las mariposas, al igual que otros grupos de insectos que visitan las flores en
busca de alimento, pueden aprender a relacionar algun rasgo especifico de las
flores de una especie o morfo de flor con una recompensa, a lo cual se le ha
denominado constancia floral (Menzel et al., 1993). Esta capacidad de seleccionar
las flores de acuerdo con lo aprendido le permite a un individuo optimizar su tiempo
y energia al evitar flores con poco néctar o polen, lo que resulta util en su vida adulta

donde el tiempo para dispersarse y reproducirse es limitado (Goulson & Cory 1993).



No obstante, los insectos polinizadores estan limitados por su capacidad de
memoria para desarrollar una constancia floral a uno o mas tipos de flores (Dawkins

1971; Pietrewicz & Kamil 1981; Stanton 1984; Waser 1986).

La constancia floral varia entre los individuos de la misma especie, incluso en
organismos coloniales como las abejas debido a que depende intrinsecamente de la
secuencia de flores con las que el individuo interactua durante su forrajeo (Waser

1986).

Exposicion a los metales en lepiddpteros

Los lepiddpteros son potencialmente capaces de alimentarse de cualquier
parte de una planta en su estado larvario y como adultos generalmente se alimentan
de néctar y ocasionalmente de polen. Por lo tanto, si una planta presenta metales en
sus tejidos, los lepidépteros pueden exponerse a estos durante su alimentacion
(Meindl & Ashman 2013, 2014; Moron et al., 2014; Alengebawy et al., 2021). Las
plantas pueden adquirir metales pesados si el agua, suelo o aire en el que crecen se
encuentra contaminado (Kabata-Pendias, 2000; Hladun et al., 2013; Hladun et al.,
2016). Una manera de responder de las plantas frente a los contaminantes es
acumularlos en especial en regiones como tallos, hojas, raices, néctar, polen y
frutos. La capacidad de bioacumulacion varia dependiendo del taxon, existen
especies exclusoras que limitan la absorcidon o translocacion de metales en tejidos
aéreos. Las plantas acumuladoras absorben metales y los translocan en partes
aéreas especialmente tallos y hojas. Las especies hiperacumuladoras son capaces
de absorber y acumular metales sin presentar signos visibles de toxicidad en
concentraciones 100 veces superiores que las plantas no hiperacumuladoras (Jaffre
et al., 1976; Agnihotri & Seth 2019). Un gran porcentaje de las plantas
hiperacumuladoras pertenece a la familia Brassicaceae, siendo Brassica oleracea un

ejemplo (Al-Najar et al., 2005; Gall & Rajakaruna 2013; Nikoli¢ & Tomasevi¢ 2020).

Los lepiddpteros también pueden exponerse a metales al alimentarse de un

medio liquido contaminado, por lo que, para el presente trabajo se considera



importante mencionar algunas de las fuentes de medios liquidos de donde pueden
exponerse a metales pesados (Willmer 2011). En México los cuerpos de agua se
contaminan con agentes toxicos de origen antrépico como los metales pesados
debido al vertido de aguas residuales sin tratamiento previo. El problema ha
posicionado al pais entre los primeros en el mundo con mayor uso de agua sin tratar
(Jiménez & Asano, 2008; CONAGUA, 2015; Castro- Gonzalez et al., 2019). Los
metales pesados en los cuerpos de agua y campos agricolas representan un

problema toxicoldgico para la salud (Mancilla et al., 2012).

Efectos generales de los metales en invertebrados

El efecto de los metales que mas se ha estudiado en invertebrados, es el
letal, donde determinada dosis/concentracion del elemento genera la muerte de los
organismos a través de un dano sistémico. Se ha observado que los efectos se
pueden ver potenciados en una etapa vulnerable como la larval, o en adultos donde
puede variar en sus efectos debido al género (masculino/femenino), estado
nutricional, salud y tamafno del individuo (Bayley et al., 1995). Los efectos letales
varian dependiendo del metal, e incluso si la especie de animal es especialista o
generalista (Boyd et al., 2002). Los estudios se basan en exponer a los animales a
una unica dosis (exposicion aguda) o varias dosis (exposicion crénica) (Hladun et al.,

2012).

Los metales también pueden provocar efectos subletales modificando el
comportamiento de los individuos en actividades como la alimentacion,
reproduccion y respuesta inmunoldgica (Reinecke & Reinecke 1997; Irving et al.,
2003; Grzes 2010). Para el caso de la conducta de alimentacién, se ha estudiado
que algunos organismos pueden detectar los metales en el medio ambiente y
evitarlos, sin embargo, existe la posibilidad de que algunos de estos elementos no
puedan ser detectados y por lo tanto evitar su contacto e incluso consumo (Mogren
& Tumblr 2010). Cuando los organismos se exponen al contaminante y generan
efectos negativos, las consecuencias llegan a escalar al resto de las interacciones

en las que estos participan en el ecosistema (Fisher 1998).



Deteccion de metales por insectos herbivoros

Dado que una de las principales vias de exposicion a metales en insectos es
a través de la alimentacion (Meindl & Ashman 2013), es necesario determinar si
estos organismos son capaces de detectarlos en el alimento y generar conductas
medibles y/o identificables para evitarlos. Los insectos han desarrollado
mecanismos fisiolégicos que les permiten evitar consumir alimentos téxicos,
operando en dos niveles: uno que actua antes de la ingestién del alimento y otro
que opera después (Glendinning, 2002; Schoonhoven et al., 2005). En la fase
pre-ingestiva, los compuestos potencialmente nocivos son detectados por células
gustativas que responden de forma selectiva, permitiendo identificar y rechazar
alimentos contaminados antes de su consumo (Chapman, 2003). En la fase
post-ingestiva, el control del consumo puede estar mediado por una combinacion
de mecanismos fisiolégicos, histolégicos y conductuales. Estos incluyen efectos
adversos sobre el aparato digestivo, malestares fisiolégicos que conducen a la
supresion de la alimentacién, o asociaciones aprendidas entre la ingestion del
compuesto y sus efectos negativos (Després et al., 2007). Ademas, los insectos
cuentan con sistemas de desintoxicacion que les permiten catabolizar compuestos
toxicos antes de que sean absorbidos a nivel sistémico y eliminarlos, lo que evita la
activacion innecesaria de respuestas aversivas frente a sustancias que son
desagradables al gusto, lo cual disminuye la aparicién de un riesgo letal (Li et al.,

2007).

Los trabajos que han evaluado la capacidad que tienen los insectos
herbivoros para detectar compuestos potencialmente téxicos en el alimento antes
de ingerirlos, frecuentemente han utilizado el reflejo de la extension de la proboscis,
el tiempo durante el cual se alimentan y la eleccidn entre alimentos con compuestos
quimicos y alimentos control, como indicadores de respuestas de rechazo o
aceptacion. Por ejemplo, Monchanin et al (2022) demostraron que soluciones con
concentraciones elevadas de plomo y zinc no inducen la extension de la proboscis

en adultos de la abeja Apis mellifera, mientras que soluciones con concentraciones
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intermedias de los metales si la inducen, pero el consumo disminuye, en
comparacioén con abejas expuestas a soluciones control de sacarosa; en cambio,
para el arsénico, los autores encontraron que las abejas si extienden su proboscis e
ingieren soluciones con altas concentraciones de este metal, sugiriendo que el

arsénico no puede ser detectado por las abejas.

Para el caso de los lepiddpteros, se ha documentado que el consumo de
alimento por larvas de las polillas Ostrinia nubilalis (Crambidae) y Heliothis virescens
(Noctuidae) es significativamente menor cuando se exponen por primera vez a una
dieta con zinc en comparaciéon con una dieta control sin el metal (Sell & Bodznick
1971; Gahukar 1975). También se ha documentado que las larvas de algunos
lepidépteros pueden elegir entre alimentos con metales y alimentos control sin
metal. Por ejemplo, las larvas de dos especies de mariposas del género Pieris
(Pieridae) se alimentan significativamente menos de hojas con zinc que de hojas sin
metal cuando se les ofrecen las dos opciones (Pollard & Baker 1997; Kazemi-Dinan
et al. 2014). De manera similar, las orugas de la mariposa Pieris rapae (Pieridae)
prefieren alimentarse de hojas sin niquel que de hojas con el metal (Martens and
Boyd 1994) y las orugas de la polilla Spodoptera exigua (Noctuidae) prefieren dietas

sin selenio que con el metal (Vickerman & Trumble 1999).

Los trabajos en los que se ha investigado la deteccion de metales en
lepiddpteros adultos han estudiado si los metales pueden influir en la oviposicion de
las hembras, lo cual afectaria el alimento al que sus crias estarian expuestas al
emerger de los huevos. Uno de estos estudios es el de Vickerman et al., (2002),
quienes encontraron que las hembras de la polilla Spodoptera exigua (Noctuidae)
eligen ovipositar en las hojas de plantas sin selenio que en las hojas de plantas con
el metal. Los autores también reportaron que las larvas que se alimentan de hojas
con selenio presentaron una menor sobrevivencia que aquellas que se alimentaron

de hojas control (Vickerman et al., 2002).

No se encontraron trabajos publicados que reporten si los lepidopteros
adultos pueden detectar metales en su alimento en la etapa pre-ingestiva, pero si

para otros compuestos téxicos. Por ejemplo, Lépez et al. (2010) evaluaron la
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capacidad que tienen los adultos de la polilla Helicoverpa zea (Noctuidae) para
detectar un insecticida. Los autores encontraron que las polillas extienden su
proboscis y la mantienen dentro de soluciones de sacarosa con bajas
concentraciones de benzoato de emamectina, pero no presentan estos
comportamientos cuando son expuestas a soluciones de sacarosa con altas

concentraciones del insecticida (Lépez et al., 2010).

Para evaluar si los insectos herbivoros pueden detectar y evitar compuestos
quimicos potencialmente téxicos después de su ingestion, se han identificado dos
patrones de comportamiento que pueden manifestarse después de la ausencia de
una senal de rechazo inmediata. El primero consiste en un rechazo explicito del
alimento que contiene el compuesto, y el segundo en una disminucién del interés
por un alimento normalmente apetecible tras la exposicion previa al toxico (Bernays

& Chapman, 1994; Glendinning 2002).

Por ejemplo, el insecto herbivoro Schistocerca gregaria consume cantidades
similares de alimento al exponerse por primera vez a dietas que contienen zinc y a
dietas control sin el metal. Sin embargo, después de 4 horas, los individuos reducen
el consumo de alimento con zinc en comparacion con el alimento sin el metal
(Behemer et al., 2005). Los autores atribuyeron la reduccion en el consumo del
alimento con zinc a una retroalimentacién directa a los receptores gustativos,
posiblemente mediada por la hemolinfa 0 a una asociacién aprendida entre alguna

caracteristica del alimento y algun malestar (Behmer et al., 2005).

En el caso particular de los insectos polinizadores, Di et al. (2016)
demostraron que, tras consumir soluciones de sacarosa con altas concentraciones
de cadmio, cobre y plomo, las abejas adultas de A. mellifera mostraron un menor
interés por soluciones de sacarosa sin metales, en comparacion con abejas
previamente alimentadas con soluciones control de sacarosa. Los autores
propusieron dos posibles explicaciones para este comportamiento: 1) una
adaptacién conductual que permitiria a las abejas evitar alimentos contaminados, o
2) una respuesta de rechazo derivada de un estado fisiologico de malestar inducido

por la exposicion a los metales (Di et al., 2022). De manera similar, Hladun et al.
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(2012) encontraron que abejas adultas de A. mellifera expuestas a soluciones de
sacarosa con selenio también redujeron su consumo de soluciones de sacarosa sin
el metal, en comparacion con abejas alimentadas unicamente con sacarosa. Este
cambio conductual fue interpretado como una respuesta adversa en las abejas, que
podria tener consecuencias negativas a nivel de la colonia, ya que un rechazo
persistente a la sacarosa puede traducirse en una menor actividad de forrajeo y, en

consecuencia, en una menor recoleccion de néctar (Hladun et al., 2012).

No se encontraron trabajos publicados que reporten efectos post-ingestivos
causados por metales en lepiddpteros, pero si para otros compuestos toxicos. Uno
de estos estudios es el de Messchendorp et al. (2000), quienes encontraron que
larvas de la mariposa Pieris brassicae (Pieridae) consumen cantidades similares de
alimento al exponerse por primera vez a hojas que contienen confertifolina, un
metabolito secundario encontrado en algunas especies de plantas, y a hojas sin el
compuesto, pero después de 1 hora de exposicion, las larvas expuestas a la
confertifolina presentaron una inhibicion en los comportamientos de alimentacion y
locomocidén en comparacion con aquellas expuestas al alimento control. Los autores
explicaron que el efecto inhibidor retardado que se manifiesta al alimento con la
confertifolina podria deberse a efectos toxicos post-ingestivos o sensoriales

producido por el compuesto (Messchendorp et al., 2000).
Justificacion de la utilizacion del manganeso y aluminio

El manganeso es un metal que ocurre naturalmente en muchos tipos de
rocas y suelos en el planeta, pero también es liberado al ambiente a través de
diversas actividades humanas como las emisiones industriales, quema de
combustibles fosiles y aplicacion de pesticidas y fertilizantes (ATSDR, 2012). Este
metal no esta disponible de forma pura en el ambiente, se presenta combinado con
otros elementos como el oxigeno, azufre o cloro. Puede estar presente en el aire,
suelo y agua y puede ser absorbido por las raices de las plantas que crecen en
suelos contaminados con el metal y estar presente en diferentes tejidos de las

plantas como el polen y néctar (ATSDR, 2012). El manganeso es un metal que esta
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presente en adultos de L. aripa, en adultos de la abeja A. mellifera
(Hernandez-Medina et al.,, 2025) y en los suelos de la zona metropolitana de
Pachuca, Hidalgo (Pérez-Segovia, 2018), la cual es la localidad en la que se

colectaron los organismos con los que se realizo esta tesis.

El manganeso es un metal esencial para los insectos y otros animales debido
a su papel como cofactor y regulador de un gran numero de enzimas (Crossgrove &
Zheng, 2004; Pankau & Cooper, 2022); sin embargo, en concentraciones elevadas,
es toxico para vertebrados e invertebrados (Crossgrove & Zheng, 2004; Pankau &
Cooper, 2022), por lo que la sobreexposicién al manganeso es una preocupacion
toxicoldgica (ATSDR, 2012).

En poblaciones humanas expuestas a altas concentraciones de manganeso
se ha visto que los individuos presentan una menor capacidad cognitiva
(Santos-Burgoa et al., 2001), deterioro de la memoria (Al-Lozi et al.,, 2017) y
comportamiento hostil (Rodrigues et al. 2018). A nivel fisiolégico, la exposicion al
manganeso reduce los niveles de dopamina en diversas regiones del cerebro en
algunos primates (Bird et al., 1984) y en ratas altera la homeostasis (Fordahl et al.,
2010) y la viabilidad <celular de neuroblastomas (Candia-Puma &
Ramirez-Choquehuanca, 2016).Ademas, el manganeso puede afectar
negativamente el funcionamiento de algunos neurotransmisores en vertebrados
(Takeda, 2003) e invertebrados como los insectos (Bonilla-Ramirez et al. 2011). En
seres humanos se han documentado casos de exposiciones elevadas al manganeso
que resultan en una disminucion en la fertilidad y un aumento en anormalidades
fetales (ATSDR, 2012). En diferentes especies de ratas se ha demostrado que
concentraciones elevadas de manganeso disminuyen la fertilidad y aumentan la

mortalidad (ATSDR, 2012).

Existen pocos trabajos en los que se ha estudiado el efecto del manganeso
en los insectos polinizadores ya que la mayoria se han enfocado en los metales
comunmente presentes en los suelos como el cadmio, cobre, plomo y zinc (Scott et

al., 2023). Se ha documentado que la sobreexposicion al manganeso causa
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mortalidad en abejas adultas de A. mellifera, las cuales presentan concentraciones
letales de 50% (LCy,) con exposiciones a 1294 mg/L de manganeso (Khooshe et al.,
2023). También se ha visto que la sobreexposicion al manganeso afecta
negativamente el comportamiento de forrajeo de A. mellifera ya que deteriora el
sistema hormonal de insulina generando que no puedan seleccionar las flores con la
mejor calidad de néctar (Cashion et al., 1996; Kaptanoglu et al., 2007; Sevik et al.,
2015). El manganeso también puede generar efectos neuroldégicos negativos en A.
mellifera debido a que se acumula en la region cerebral de las abejas adultas, lo
cual lleva a que las abejas inicien su etapa recolectora de alimento en edades mas
tempranas disminuyendo la recolecta de alimento y afectando la salud de la

colmena (Ben-Shahar et al., 2004; Savik et al., 2015).

No se encontraron trabajos publicados en los que se haya alimentado a
lepiddpteros adultos con algun metal. Existen trabajos en los que se ha expuesto a
larvas de lepidopteros a algunos metales con el objetivo de evaluar el efecto en los
adultos que emergen de las larvas expuestas al metal, sin embargo, en este tipo de
estudios no se han utilizado el manganeso y el aluminio. Uno de estos estudios es el
de Yang et al. (2022), quienes alimentaron larvas de la polilla Spodoptera litura
(Noctuidae) con dieta artificial y diferentes concentraciones de cobre y encontraron
que, en las concentraciones mas elevadas, la sobrevivencia de las larvas es menor y
los individuos que emergen como adultos son de menor tamafo y presentan una
menor fecundidad en comparacion con larvas expuestas a una dieta sin el metal. En
otro estudio se encontré que los adultos de la polilla Spodoptera exigua (Noctuidae)
que emergen de larvas alimentadas con cadmio presentan copulas de menor
duracion que aquellos que emergen de larvas alimentadas sin el metal (Su et al.
2021).

Se encontraron cuatro estudios en los que se ha evaluado el efecto del
manganeso en larvas de lepiddépteros. Uno de estos trabajos es el de Zeng et al.,
(2021), quienes encontraron que el manganeso en concentraciones de 0.40 mmol/g
afecta la composicidn de especies y la actividad enzimatica de la microbiota y

disminuye el peso de las orugas de la polilla Lymantria dispar (Erebidae). Otro de los
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estudios es el de Kula et al. (2014), quienes alimentaron larvas de la polilla Lymantria
dispar (Erebidae) con hojas de la planta Betula pendula impregnadas con soluciones
de 0, 0.5, 5 y 10 mg/ml de manganeso y encontraron que la mortalidad de las
larvas, su tiempo de desarrollo a adulto y el consumo de alimento incrementan
conforme aumenta la concentracién del metal. En el tercer estudio Martinek et al.
(2020) expusieron a larvas de la polilla Cabera pusaria (Geometridae) a hojas de B.
pendula impregnadas con soluciones de 0.5, 5, y 10 mg/ml de manganeso y
encontraron que conforme aumenta la concentracion del metal, aumentd la
mortalidad de las larvas y aquellas que sobreviven a la exposicion del metal,
consumen mas alimento. En el cuarto estudio se expuso a orugas de la polilla
Antheraea assamensis (Saturniidae) a diferentes concentraciones de manganeso
(0.02, 0.03, 0.04 y 0.05 mg/L) y se evalud su efecto en el tiempo de desarrollo a
adulto, peso corporal y la actividad de enzimas antioxidantes (Islam et al., 2019).
Los autores no encontraron que el manganeso afecte el tiempo de desarrollo a
adulto y peso corporal, pero a partir de concentraciones de 0.04 mg/L, la actividad

enzimatica disminuy® significativamente. (Islam et al., 2019).

El aluminio ocurre de manera natural en la corteza terrestre y es el metal mas
abundante en el planeta (ATSDR, 2008). Este metal también es liberado al ambiente
a través de diversas actividades humanas como la mineria, la produccion de
metales que contienen aluminio, la quema de carbdn y la mala gestion de desechos
solidos y aguas residuales (ATSDR, 2008). El aluminio no esta disponible de forma
pura en el ambiente y se presenta combinado con otros elementos como el oxigeno,
silicio y fluor y puede estar presente en el aire, suelo y agua (ATSDR, 2008). Es un
metal que también puede ser absorbido por las raices de las plantas y estar
presente en diferentes tejidos de las plantas como el polen y néctar (Chicas-Mosier
et al. 2019). El aluminio es un metal que esta presente en adultos de la abeja A.
mellifera (Hernandez-Medina et al., 2025) y en los suelos de la zona metropolitana
de Pachuca, Hidalgo (Pérez-Segovia, 2018), la cual es la localidad en la que se

colectaron los organismos con los que se realizd esta tesis.
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A diferencia del manganeso, el aluminio no es considerado un metal esencial
para los animales (Chicas-Mosier et al., 2019) y la sobreexposicion a este metal es
una preocupacion toxicolégica debido a que puede afectar negativamente a
vertebrados e invertebrados (ATSDR, 2008). La sobreexposicién al aluminio en
humanos genera problemas neurolégicos como confusién debido a que llega a
impedir la trasmision de la informacién en las células nerviosas (Wills & Savory,
1985; Macdonald et al., 1987; Ingerman et al., 2008). En algunas especies de ratas,
el aluminio puede provocar problemas en el aprendizaje y la memoria, en el sistema
inmunoldgico y en la adecuada formacion de los huesos (ATSDR, 2008; Cao et al.,
2016). En seres humanos también se han reportado dafnos pulmonares como

consecuencia de inhalar particulas de aluminio (ATSDR, 2008).

Existen pocos trabajos en los que se ha estudiado el efecto del aluminio en
los insectos polinizadores y la mayoria se han hecho con abejas (Scott et al., 2023).
En la abeja A. mellifera, la sobreexposicion al aluminio disminuye su sobrevivencia,
observandose efectos letales desde dosis de 40 mg/L (Chicas-Mosier et al., 2019).
El aluminio presente en el polen se puede acumular en abejorros de la especie
Bombus terrestris que ingieren polen contaminado con el metal, lo cual reduce su
peso (Meindl & Ashman 2013; Exley et al., 2015). El aluminio también afecta la
actividad alimentaria de A. mellifera al no permitir que el sistema hormonal de
insulina funcione correctamente generando que las abejas adultas no elijan el
alimento de la mejor calidad (Cashion et al., 1996; Kaptanoglu et al., 2007). Por
ultimo, se ha encontrado que el aluminio afecta negativamente la constancia floral
en la abeja A. mellifera al generar que cambien su constancia floral a un color de flor
que previamente eligieron debido a que este contenia una recompensa, en
comparaciéon con abejas expuestas a un tratamiento control sin el metal

(Chicas-Mosier et al., 2017).

Se encontraron dos estudios en el que se evalud el efecto del aluminio en
lepiddpteros. En uno de los estudios, los autores reportaron que la sobrevivencia, el
tiempo de desarrollo a adulto y el peso de las larvas de la polilla Bombyx mori

(Bombycidae) disminuyen conforme aumenta la concentracion de aluminio
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utilizando de 0 a 0.5 mg de aluminio por larva cuyo peso era entre 0.60 y 0.70 g (Liu
et al. 2018). En el otro trabajo, Feng et al. (2021) estudiaron el efe<cto de diferentes
concentraciones de aluminio (0-334 mg /L) sobre la citotoxicidad y expresion génica
de las orugas de la polilla Spodoptera frugiperda (Noctuidae). Los autores
encontraron que altas concentraciones de aluminio provocan alargamiento celular,
ruptura de la membrana celular, disminuyen la viabilidad celular, causan apoptosis,
inhiben la expresion de la proteina asociada a la regulacion de mTOR e inducen
dafno oxidativo intracelular (Feng et al. 2021). Para las mariposas diurnas, solamente
se encontré un estudio que reportd que las larvas de la mariposa monarca, al
consumir distintos metales, entre ellos el aluminio, retienen estos elementos, los
cuales se detectan posteriormente en sus alas después de haber emergido como
adultos, sin embargo, no se estudid el efecto que puede tener el metal en la

mariposa (Reich et al., 2023).

Con respecto a la deteccidn del manganeso y el aluminio por insectos
polinizadores, se han realizado muy pocos trabajos. Para el manganeso se encontrd
un trabajo con orugas de la polilla Cabrera pusuaria (Geometridae), las cuales no
parecen detectar el metal en concentraciones de hasta 3198 mg/ Kg debido a que el
consumo no se redujo significativamente entre tratamientos, sin embargo, los
autores no incluyeron un tratamiento control en su trabajo, y la mortalidad de las
orugas fue muy elevada en los tratamientos con las mayores concentraciones del
metal, reduciendo el poder estadistico de sus analisis (Martinek et al. 2020). En
abejas se cuenta con un trabajo en el que se encontré que A. mellifera no detecta el
manganeso en el alimento (Gémez-Sanchez & Castellanos, 2025). Para el aluminio
se ha reportado que A. mellifera, Bombus impatiens y B. terrestris no lo detectan en
el alimento (Meindl & Ashman 2013; Chicas-Mosier 2019, 2022). No se encontraron
trabajos en los que se haya reportado si los lepidopteros pueden detectar el

aluminio en el alimento.
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ll. JUSTIFICACION

Los metales son elementos que forman parte natural del planeta, no
obstante, sus concentraciones se han incrementado debido a actividades
antrépicas como la mineria, la industria, la agricultura y la urbanizacién. Estos
metales pueden encontrarse en diferentes matrices ambientales, incluyendo el
suelo, el agua y el aire. Se consideran contaminantes de gran preocupacion debido
a su persistencia, su capacidad de bioacumularse en los organismos y a su alto
potencial toxicoldgico.

En ambientes contaminados, muchas especies vegetales absorben metales a
través de sus raices, lo que conduce a la acumulaciéon de estos elementos en
diversos tejidos, incluidos el néctar y el polen. Esta via representa una fuente directa
de exposicién para animales que dependen de recursos florales, como los insectos
polinizadores; a pesar de la relevancia ecolégica y econdmica de estos organismos,
aun es poco el conocimiento sobre los efectos fisioldégicos y conductuales que los
metales generan en ellos, asi como sobre la capacidad para detectar y evitar dichos
contaminantes.

El desconocimiento es mayor en el caso de los lepidopteros, grupo que
incluye especies polinizadoras importantes pero que han sido poco estudiadas en
comparacion con abejas y abejorros, por lo que el presente trabajo se enfocd en
evaluar los efectos del manganeso y aluminio sobre adultos de L. aripa. una
mariposa diurna comun en ambientes tropicales. Se expuso a los organismos a
diferentes concentraciones de manganeso y aluminio para analizar su efecto en la
sobrevivencia, el comportamiento alimentario y la constancia floral, con el objetivo
de aportar conocimiento sobre los impactos potenciales de estos contaminantes en

interacciones planta-polinizador.
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IV. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto de metales pesados
(manganeso y aluminio) en la sobrevivencia y comportamiento de forrajeo de la
mariposa Leptophobia aripa exponiendo a individuos adultos a diferentes

concentraciones de los metales.

Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto del manganeso y aluminio en la sobrevivencia en adultos de
L. aripa.

2. Evaluar si L. aripa detecta el manganeso y aluminio en su alimento.

3. Evaluar el efecto del manganeso y aluminio en la constancia floral de L. aripa.
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V. HIPOTESIS

Se espera que al aumentar las concentraciones de manganeso y aluminio

disminuya la sobrevivencia de la mariposa L. aripa.

Se espera que el comportamiento alimentario de L. aripa se modifique

conforme aumenten las concentraciones de manganeso y aluminio.

Se espera que al aumentar las concentraciones de manganeso y aluminio se
presente una pérdida de memoria del color de la flor con el que L. aripa adquiere

una constancia floral.
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VI. METODOLOGIA
Area de estudio, colecta y crianza de mariposas

Se utilizaron individuos de la especie Leptophobia aripa criados en
condiciones controladas. Para iniciar la crianza de los organismos utilizados en el
objetivo 1 se colectaron con el permiso de colecta SEMARNAT
SGPA/DGVS/05481/21, huevos y adultos de L. aripa en la zona metropolitana de
Pachuca, Hidalgo, la cual se encuentra entre las coordenadas geograficas 19°50’ y
20°10°N y los 98°41’ y 98°57°0 a 2,400-2,800 m.s.n.m. (INEGI, 2010). La
temperatura media anual es de 16.1°C y su precipitacion media es de 486.9 mm
(INEGI, 2017). La vegetacidon nativa consiste de matorral xerdfilo representada
principalmente por diversas especies de cactaceas, magueyes y yucas, mientras
que la vegetaciéon introducida esta constituida por especies exdticas como pirul
(Schinus molle), eucalipto (Eucalyptus sp.), pino (Pinus spp.), enebro (Juniperus
spp.), fresno (Fraxinus uhdei), y diferentes especies de pastos (Carb6-Ramirez y
Zuria, 2011). La zona metropolitana de Pachuca tiene una poblacion de 557,093
habitantes y se encuentra dentro de las 5 areas metropolitanas con el mayor
crecimiento urbano de México (INEGI, 2015). La zona presenta diferentes metales
en el suelo, incluyendo el aluminio y el manganeso como resultado de diferentes
fuentes de contaminantes, incluyendo a la actividad minera (Menezes et al. 2010;
Pérez-Segovia, 2018; Lopez et al. 2019), Asi mismo, se ha encontrado la presencia
de aluminio y el manganeso en los tejidos de algunas plantas (Hernandez-Acosta et
al., 2019) e insectos polinizadores que habitan en la zona metropolitana de Pachuca

(Hernandez-Medina et al., 2025).

Los adultos colectados fueron introducidos dentro de jaulas de 30 x 30 x 30
cm con una de sus plantas hospederas (Fig. 3), Tropaeolum majus (Tropaeolaceae)
(mastuerzo), una esponja con agua y papel absorbente previamente sumergido en
agua con sacarosa al 10% (Sigma-Aldrich S9378-500G) que actué como su
alimento. Posterior a 3-4 dias de la colecta se colocaron a los adultos con la planta

hospedera para la puesta de huevos, los cuales a lo largo de su desarrollo y durante
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sus etapas larvarias se mantuvieron en macetas. Las plantas fueron regadas con
agua purificada previamente analizada para conocer los niveles de metales que

contienen y asi evitar una posible exposicion a los metales en su etapa larvaria.

Figura 3. Jaulas con Tropaeolum majus donde se realizé la crianza de Leptophobia aripa.
Para la crianza de los organismos utilizados en el objetivo 2 y 3 (deteccion de
metales por L. aripa y efecto de los metales en la constancia floral), los individuos de
L. aripa se colectaron en su etapa de huevo, obtenidos de una de sus plantas
hospederas Tropaeolum majus de la que se alimentaron durante su etapa larvaria y
posteriormente se trasladaron a un envase plastico de 30 x 30 x 30 cm cubierto con
tela (tul), donde permanecieron hasta adultos. Tras emerger de la crisalida, se
mantuvieron en ayuno durante un dia completo antes de iniciar con el tratamiento

de exposicion.
Objetivo 1: Efecto de los metales en la sobrevivencia

Para analizar el efecto de los metales sobre la sobrevivencia de las mariposas
adultas se criaron en total 360 mariposas, las cuales se dividieron en dos grupos de
180 individuos, uno para el manganeso (Mn) y el otro para el aluminio (Al). Los
grupos se colocaron sobre dos mesas de laboratorio iluminadas con luz blanca

artificial en un ciclo de 12 h, acomodado en 12 grupos (uno para cada
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concentracion del metal, ver debajo) de 15 individuos (Tabla 1), colocando cada
mariposa en un recipiente de plastico transparente de 1 L cubierto con tela tul
sujetada con una banda elastica. Se les identificé por medio de un marcaje en el
recipiente que consistia en el numero de individuo, dia de eclosién y concentracién

de metal asignado.

Después de un dia de eclosién, a cada adulto del grupo “Mn” se le asigné
una concentracién diferente de manganeso (0 mg/L, 20 mg/L, 40 mg/L, 80 mg/L,
160 mg/L, 320 mg/L, 640 mg/L, 500 mg/L, 650 mg/L, 800 mg/L, 950 mg/L, 1250
mg/L) (Sigma-Aldrich 328146-500G) en una solucion de sacarosa al 10%
(Sigma-Aldrich S9378-500G). A cada adulto del grupo “Al” se le asigné una
concentracion diferente de aluminio (0 mg/L, 15 mg/L. 30 mg/L, 60 mg/L, 120 mg/L,
240 mg/L, 480 mg/L, 350 mg/L, 500 mg/L, 650 mg/L, 800 mg/L, 950 mg/L)
(Sigma-Aldrich 237051-5G) en una solucién de sacarosa al 10% (Sigma-Aldrich
S9378-500G). Las concentraciones de los metales que fueron utilizadas en los
experimentos se encuentran dentro del rango de valores reportados para estos
metales en el néctar (Ben-Shahar et al., 2004; Soevik et al., 2015; Chicas-Mosier et

al., 2019).

Durante este segundo dia se colocd en los recipientes de 1 L una flor artificial
que consistid en una tapa de color rojo con una solucion control de 6 ml de
sacarosa al 10% y una concentracion especifica de metal para cada grupo (Fig. 4).
Los individuos expuestos a las diferentes concentraciones se observaron durante 3
h después de la alimentacion y posteriormente, cada 24 h, para registrar el
porcentaje de sobrevivencia (Goulson & Cory 1993). Durante los dias de

observacion se alimentaron con sacarosa al 10% para evitar decesos por inanicion.

Tabla 1. Condiciones utilizadas para medir el efecto de los metales en la sobrevivencia en

adultos de Leptophobia aripa
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Factor Condicion
Temperatura 25° +/- 2

Fotoperiodo 12:12 hrs luz/oscuridad
Humedad relativa 44 5% +/- 5

Edad de mariposas de prueba 28 dias

Numero de individuos por tratamiento 15 (3 réplicas)

Numero de concentraciones mas el contro|12

Individuos por envase 1

Alimentacion Agua destilada + sacarosa
Tiempo de exposicién 1 dia

Tiempo de observacion 31 dias

Variable de respuesta Sobrevivencia

Figura 4. Mesas y recipientes donde se realizd el experimento en el que se evalué el efecto
de diferentes concentraciones de manganeso y aluminio sobre la sobrevivencia de

Leptophobia aripa.

Analisis estadisticos

Los efectos letales de diferentes contaminantes se evaluaron utilizando la
tasa de sobrevivencia después de una exposicion al contaminante (INE-SEMARNAT
2003; Kuperman et al., 2004; Arrieta & Lujan, 2007). En el presente trabajo se utilizd
un tiempo de 10 dias después de la exposicion a las concentraciones de
manganeso Yy aluminio. Para cuantificar la sobrevivencia causada por cada

concentracion después de 10 dias de la exposicidén, se realizaron analisis de
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regresion lineal entre la concentracion de cada metal y la sobrevivencia de L. aripa

(Hammer et al., 2001; Kuperman et al., 2004).

Objetivo 2: Deteccion de metales por Leptophobia aripa

Se evalud si los adultos de L. aripa detectan el manganeso y aluminio en su
alimento antes de ingerirlos y después de haberlos ingerido. Para el primer caso se
determind si las mariposas que no habian sido expuestas a los metales: a)
descienden en flores artificiales con soluciones de diferentes concentraciones de los
metales, b) desenrollan su proboscis al exponerse a soluciones con diferentes
concentraciones de los metales y c) difieren en el tiempo durante el cual se
alimentan por primera vez de soluciones con diferentes concentraciones de los
metales. Con las pruebas postingestion se evalud si: a) las mariposas rechazan una
solucién de sacarosa después de 1 dia de haber sido expuestos a los metales y b)
el tiempo durante el cual se alimentan de soluciones con diferentes concentraciones

de los metales difiere a lo largo de 7 dias de exposicion.

Previo a medir las respuestas de las mariposas a los metales, estas fueron
alimentadas en flores amarillas, para asi tener referencia de su comportamiento de
alimentacion antes de la exposicion a los metales. Para alimentar a los grupos de
individuos en las flores amarillas, a estas flores se les colocé agua destilada y
sacarosa al 10%. Cada flor se construyé de una caja Petri tapada con tela tul
(autoria propia) y tres circulos de papel de 3 cm de diametro de color amarillo
(Astrobrights Cardstock Color aid Corporation; Rodrigues & Weiss, 2012) colocados
encima del tul para facilitar la alimentacion (Fig. 5). Las soluciones se colocaron

dentro de la caja Petri (Fig. 5).
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Figura 5. Flor artificial elaborada con cajas Petri, tela tul y circulos de color amarillo que

simulan los pétalos (autoria propia).

Grupos de seis mariposas y 4 cajas Petri con flores artificiales de diferente
color fueron introducidas dentro de jaulas de tul (Figs. 6 y 7) durante 2 h (11:00 a
13:00) iluminadas con lamparas de luz blanca 12:12 hrs luz/ oscuridad con una
intensidad de 255 lumenes (modelo SPOT PAR38 SL PROLIGHT 20W), este
procedimiento se repitié durante 5 dias (Kandori & Ohsaki, 1996). Cada flor se
construyé de una caja Petri tapada con tela tul y tres circulos de papel de 3 cm de
diametro de cada color (Astrobrights Cardstock Color aid Corporation; Rodrigues &
Weiss, 2012) colocados encima del tul para facilitar la alimentacion. Este disefio
experimental permitié evaluar si, tras la exposicién al metal, las mariposas eran
capaces de detectarlo y, en consecuencia, modificar su comportamiento alimentario

al cambiar de color floral en busca de una fuente de néctar sin contaminantes.
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Figura 6. Flores artificiales elaboradas con cajas Petri, tela tul y circulos de diferentes

colores que simulan los pétalos (autoria propia).
Pruebas preingestion

Después de haber alimentado a las mariposas durante 5 dias con una
solucion de sacarosa al 10% en flores amarillas, estas permanecieron un dia sin
alimento dentro de las jaulas de tul en grupos de 6 individuos (3 réplicas para cada
concentracion). Posteriormente, cada grupo de 6 mariposas fue expuesto a las 4
flores artificiales, las flores de color amarillo contenian una concentracién de
manganeso o aluminio de acuerdo al grupo. Las flores de color verde, azul y rojo
contenian Unicamente agua destilada, para evitar que las asociaran a una

recompensa.

28



Las concentraciones que se utilizaron para el manganeso fueron de 0 mg/L,
160 mg/L, 650 mg/L y 950 mg/L y para el aluminio de 0 mg/L, 240 mg/L, 650 mg/L y
800 mg/L, con agua destilada y sacarosa al 10% (Kandori et al., 2009; Snell-Rood et
al. 2009; Sevik et al., 2015). Se seleccionaron estas concentraciones para abarcar el
rango de las concentraciones utilizadas en el objetivo 1 (efecto de los metales en la
sobrevivencia). Las jaulas se colocaron en el Laboratorio de Interacciones Biolégicas
del Area Académica de Biologia de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo,
iluminadas con ldmparas de luz blanca 12:12 hrs luz/ oscuridad con intensidad de

255 lumenes (modelo SPOT PAR38 SL PROLIGHT 20W, Fig. 7).

Figura 7. Jaulas para mariposas de 30 x 30 x 30 cm utilizadas en los experimentos.

A las mariposas que descendieron en las flores artificiales, se les registraron
las siguientes variables de respuesta: a) si desenrollan su proboscis, b) si introducen
su proboscis en la solucion y c) el tiempo durante el cual insertan su proboscis
dentro de la solucion durante un periodo de 5 minutos a partir del momento de la

insercion (Morgano et al., 2010, Chicas-Mosier et al., 2017; 2019).
Pruebas postingestion

Un dia después de haber expuesto a las mariposas a diferentes
concentraciones de manganeso y aluminio, se evalué si estas presentaban

descenso en la flor amarilla, desenrollamiento de la proboscis e insercion de la
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proboscis en la solucion. Lo anterior para determinar si habia una disminucion en el
interés por una solucidon de sacarosa al 10% y agua destilada ofrecida en las flores
de color amarillo. Esta prueba se realizé para determinar si un unico evento de
exposicion al metal es capaz de modificar el consumo de un alimento normalmente
aceptable para L. aripa (Martinek et al., 2018). El grado de interés se cuantificd a
través del tiempo durante el cual insertan la proboscis en la solucion de sacarosa

durante un periodo de 5 minutos.

Posteriormente se realizd una segunda prueba postingestién, la cual
consistio en determinar si el tiempo durante el cual se alimentan las mariposas de
una solucion con el metal difiere a lo largo de 7 dias de exposicion. Se utilizaron 4
concentraciones de manganeso (0, 320, 640 y 1250 mg/L) y 4 concentraciones de
aluminio (0, 240, 480y 950 mg/L) con agua destilada y sacarosa al 10%. Se
seleccionaron estas concentraciones para abarcar el rango de las concentraciones
utilizadas en el objetivo 1 (efecto de los metales en la sobrevivencia). Durante cada
uno de los 7 dias se le permitié a cada mariposa alimentarse en las flores amarillas
durante 5 minutos de una solucion con la misma concentracion de metal y se

registrd el tiempo durante el cual se alimenta.
Anadlisis estadisticos

Se utilizd la prueba de chi cuadrada para comparar la frecuencia de
respuestas alimentarias (desenrollamiento e inserciéon de proboscis) entre
tratamientos de ambos metales. No obstante, al observarse una respuesta uniforme
(100% de respuestas positivas) en todos los tratamientos y concentraciones, el
analisis resultd en valores constantes (x> = 0, p = 1), lo cual impide una

interpretacion estadistica diferenciada entre grupos.

Para comparar el tiempo durante el cual insertan la proboscis en la solucién
de sacarosa 1 dia después de haber sido expuestas a las diferentes
concentraciones del metal (pruebas post-digestion), se utilizd una prueba ANOVA y

una prueba de Tukey de comparaciones multiples cuando el ANOVA fue
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significativo. Para analizar si el tiempo durante el cual insertan la proboscis en las
diferentes soluciones cambia a lo largo de 7 dias se utilizd una regresion lineal y un
PERMANOVA. Los andlisis estadisticos se realizaron en los programas Microsoft
Excel y PAST (version 3.0). Para comprobar la normalidad de los datos, se aplico la
prueba de Shapiro-Wilk. Esta prueba permitié determinar si los datos se ajustaban a

una distribucién normal antes de seleccionar las pruebas estadisticas posteriores.

Objetivo 3: Efecto de los metales en la constancia floral

Desarrollo de la constancia floral

Para medir el efecto de los metales en la constancia floral de las mariposas,
se utilizaron 120 individuos adultos que emergieron en el laboratorio. Los adultos
recién emergidos se dividieron en 2 grupos de 60 individuos (uno para el
manganeso y el otro para el aluminio) y cada grupo se dividié en cuatro subgrupos
de 15 individuos (uno para cada concentracion de cada metal). Cada subgrupo se
coloco en jaulas para mariposas de 30 x 30 x 30 cm (Fig. 7), donde permanecieron
un dia en ayuno. Para evitar trabajar con flores de color rojo por el que muestran
preferencia innata (Muhoz et al., 2021; Valtierra & Castellanos, 2021), las mariposas
fueron acondicionadas para que formaran una constancia floral a las flores
artificiales de color amarillo. Durante el acondicionamiento las jaulas fueron
iluminadas con lamparas de luz blanca 12:12 hrs luz/ oscuridad con una intensidad

de 255 lumenes (Modelo SPOT PAR38 SL PROLIGHT 20W).

Para acondicionar a los individuos a las flores amarillas, a estas flores se les
colocé agua destilada y sacarosa al 10% y fueron ofrecidas con flores artificiales de
color azul, rojo y verde, las cuales unicamente tenian agua destilada, para evitar que
las relacionaran con una recompensa. Cada flor se construyé de una caja Petri
tapada con tela tul (autoria propia) y tres circulos de papel de 3 cm de diametro de
cada color (Astrobrights Cardstock Color aid Corporation; Rodrigues & Weiss, 2012)
colocados encima del tul para facilitar la alimentacion (Fig. 6). Las soluciones se

colocaron dentro de la caja Petri (Fig. 6).
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Grupos de seis mariposas y 4 cajas Petri con flores artificiales de diferente
color fueron introducidas dentro de jaulas de tul (Figs. 6 y 7) durante 2 h (11:00 a
13:00) iluminadas con lamparas de luz blanca 12:12 hrs luz/ oscuridad con una
intensidad de 255 lumenes (Modelo SPOT PAR38 SL PROLIGHT 20W). Este
procedimiento se repitié durante 5 dias, ya que 3 dias son necesarios para que L.
aripa aprenda la relacién color-recompensa (Valtierra & Castellanos, 2021), lo cual
también se ha visto para otra mariposa de la familia Pieridae, Pieris napi (Goulson &
Cory, 1993). En cada dia de la etapa de acondicionamiento se cambiaron de lugar
las flores artificiales para evitar que los individuos formaran una memoria respecto al
lugar en el que se encontraba la flor con alimento agua y sacarosa (Kandori &

Ohsaki, 1996).
Exposicion

Posterior a los 5 dias de acondicionamiento, las mariposas pasaron un dia en
ayuno antes de exponerlas durante 7 dias a los metales (Goulson & Cory 1993). Para
exponer a las mariposas a los metales, se utilizaron flores negras para evitar que
hubiera una posible relacion negativa hacia el color amarillo al alimentarse de una
solucidon con los metales. Las concentraciones de los metales que se colocaron en
las flores negras fueron de 0, 320, 640 y 1250 mg/L para el manganeso y de 0, 240,
480 y 950 mg/L para el aluminio, utilizando agua destilada y sacarosa al 10%. Se
seleccionaron estas concentraciones para abarcar el rango de las concentraciones

utilizadas en el objetivo 1 (efecto de los metales en la sobrevivencia).

Las flores artificiales de color negro y las mariposas se colocaron dentro de
jaulas de 30 x 30 x 30 cm (Fig. 7) iluminadas con lamparas de luz blanca 12:12 hrs
luz/ oscuridad con una intensidad de 255 lumenes (Modelo SPOT PAR38 SL
PROLIGHT 20W). Dentro de las jaulas, a las mariposas se les permitié alimentarse
durante 15 minutos de las diferentes soluciones de los metales. Terminado ese
tiempo de exposicion, se introdujeron las 4 flores artificiales de color azul, rojo,
verde y amarillo (con solucion de sacarosa al 10%) (Fig. 6) para que se alimentaran
durante 25 minutos donde se registr6 como variable de respuesta en qué color de

flor artificial descienden para alimentarse (Fig. 8). Posteriormente, se removian las 4
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flores artificiales. La alimentacion de las diferentes soluciones de los metales
utilizando flores de color negro, la introduccion de las flores de colores y el registro
del color de la flor sobre la cual descienden las mariposas se realizé cada 24 horas

durante 7 dias.

Figura 8. Adultos de Leptophobia aripa alimentandose de flores artificiales de color amarillo

(autoria propia).
Analisis estadisticos

Para analizar los efectos en la constancia floral se realizé una prueba de X2
de bondad de ajuste para evaluar si la proporcion de visitas a las flores de los cuatro

colores difteria una distribucion esperada (25% cada color).
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VII. RESULTADOS
Objetivo 1: Efecto de los metales en la sobrevivencia

Al analizar la relacion entre la concentracion de manganeso y la sobrevivencia
de L. aripa se encontrd una relacion lineal negativa y significativa entre la
concentracion de manganeso y la sobrevivencia de los adultos (P < 0.05, R? =

0.767; Fig. 9, Tabla 2).
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Figura 9. Relacién entre la concentraciéon de manganeso a la que fueron expuestos

individuos adultos de Leptophobia aripa y su sobrevivencia.

Tabla 2. Valores dosis-respuesta obtenidos con adultos de Leptophobia aripa durante los 10

dias posteriores a la exposicidén de diferentes concentraciones de manganeso.

Concentracion (mg/L)] n |Mortalidad %| Mortalidad |Media + DE
0 45 6.67 3 141
20 45 26.67 12 4+1
40 45 20.00 g 3+1
80 45 13.33 B 2+2
160 45 40.00 18 61

320 45 26.67 12 4+2
640 45 100.00 45 15+ 2
500 45 73.33 33 11+£2
650 45 60.00 27 9+265
800 45 93.33 42 10+2
950 45 86 67 39 14+ 3
1250 45 66 67 30 13 + 361
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Nota: Se presentan los valores como media + desviacion estandar (DE) de mortalidad por

tratamiento. n = 45 individuos por concentracién. "Mortalidad %" corresponde al

porcentaje de individuos muertos respecto al total expuesto.

De igual manera se encontré una relacion lineal negativa y significativa entre

la concentracion de aluminio y la sobrevivencia de adultos de L. aripa (P < 0.05, R? =

0.611; Fig. 10, Tabla 3).
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Figura 10. Porcentaje de sobrevivencia de individuos adultos de Leptophobia aripa

expuestos a concentraciones de aluminio.

Tabla 3. Valores dosis-respuesta obtenidos con adultos de Leptophobia aripa durante los 10

dias posteriores a la exposicidon de diferentes concentraciones de aluminio.

Concentracion (mg/L)| n |Mortalidad %| Mortalidad |Media + DE
0 45 6.67 3 1
15 45 6.67 3 1
30 45 33.33 15 5
60 45 40.00 18 B
120 45 33.33 15 5
240 45 40.00 18 G
480 45 46 67 21 7
350 45 40.00 18 B
I 500 45 40.00 18 G
' 650 45 46 67 21 7
800 45 53.33 24 8
850 45 5333 24 8

Nota: Se presentan los valores como media + desviacion estandar (DE) de mortalidad por
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tratamiento. n = 45 individuos por concentracion. "Mortalidad %" corresponde al

porcentaje de individuos muertos respecto al total expuesto.
Objetivo 2: Deteccion de metales por Leptophobia aripa
Pruebas preingestion

El 100% de las mariposas desenrollaron su proboscis en soluciones que
contenian manganeso y el 100% insertaron la proboscis en la solucién con metal, la
probabilidad de que este resultado se debe al azar es de 0.0005 (X? = 12, g.l. =1).
De forma similar para el aluminio, el 100% desenrollaron su proboscis en solucion
con el metal y el 100% insertaron la proboscis en soluciones con el metal, la
probabilidad de que este resultado se debe al azar es de 0.0005 (X? = 12, g.l. = 1).
En ambos metales los resultados fueron significativamente mayores a lo esperado

por azar (proporcion esperada del 50%).

Se encontrd que el tiempo durante el cual se alimentan los adultos de L. aripa
por primera vez de soluciones con diferentes concentraciones de manganeso
(tiempo de insercion de la proboscis) no difirio significativamente (F =0, g.l. =3, P =
1; Fig. 11). Aunque es un resultado extremo, cumple con el requisito estadistico y

refleja la total ausencia de efecto del metal sobre la conducta alimentaria.
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Figura 11. Tiempo de alimentacion (insercidén de la proboscis en la solucion) de adultos de
Leptophobia aripa en diferentes concentraciones de manganeso (P > 0.05). Las barras

representan el error estandar del promedio.

Para el aluminio, también se encontré que el tiempo de insercion de la
proboscis no difirid significativamente al alimentarse por primera vez de diferentes

soluciones de este metal (F =0; g.l. = 3; P = 1; Fig. 12).
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Figura 12. Tiempo de alimentacion (insercidén de la proboscis en la solucion) de adultos de
Leptophobia aripa en diferentes concentraciones de aluminio (P > 0.05). Las barras

representan el error estandar del promedio.
Pruebas postingestion

Se encontr6 que después de 24 horas de haberse alimentado de las
concentraciones utilizadas de manganeso, el tiempo de alimentacion disminuyd
significativamente al exponerse a una solucion de sacarosa al 10% (F =577.4; g.l. =
3; P = 0.000005; Fig. 13). El tiempo de alimentacién en las concentraciones de 650 y
950 mg/L de manganeso de acuerdo con la prueba de Tukey, fue significativamente
menor que en la solucion de sacarosa y en la solucion con 160 mg/L del metal (P =
0.0001) y no difirié significativamente al comparar la solucién con sacarosa y la

solucién con 160 mg/L de manganeso (P < 0.05; Fig. 13).
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Figura 13. Tiempo de alimentacion (insercién de la proboscis en la solucion) de adultos de
Leptophobia aripa en soluciones de sacarosa al 10% un dia después de haber sido
expuestos a diferentes concentraciones de manganeso. Letras diferentes representan

diferencias significativas (P < 0.05). Las barras representan el error estandar del promedio.

Se encontr6 que, al dia siguiente de haberse alimentado de las
concentraciones utilizadas de aluminio, el tiempo de alimentacion no disminuyo
significativamente al exponerse a una solucion de sacarosa al 10% (F = 1.008; g.l.=

3; P = 0.3983; Fig. 14).
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Figura 14. Tiempo de alimentacién (insercién de la proboscis en la solucion) de adultos de
Leptophobia aripa en diferentes concentraciones de aluminio (P > 0.05). Las barras

representan el error estandar del promedio.
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Al analizar los tiempos de alimentaciéon (tiempo en que mantienen la
proboscis dentro de la solucidn) a lo largo de 7 dias de exposicién al manganeso, se
encontré que la regresion que mejor se ajusta para explicar la relacidon entre la
concentracion del metal y el tiempo de alimentacion fue una regresién cuadratica
(Fig. 14). Al comparar el tiempo durante el cual insertan la proboscis en las
soluciones de manganeso durante los siete dias de exposicién con un PERMANOVA
de dos vias, se encontré que la concentracion (F = 806.81, g.l. = 3,62, P < 0.05) los
dias de exposicion (F = 83.83, g.l. = 6,62, P < 0.05) y la interaccién entre ambos
factores (F = 31.74, g.l. = 3,62, P < 0.05) influyen significativamente en el tiempo de

alimentacion de las mariposas (Fig. 15).
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Figura 15. Tiempos de alimentacion de adultos de Leptophobia aripa durante 7 dias de
exposicion a diferentes concentraciones de manganeso (mg/L) con regresiones de tipo

cuadratico.

Los tiempos de alimentacion (tiempo en que mantienen la proboscis dentro
de la solucidén) a lo largo de 7 dias de exposicion al aluminio también difirieron
significativamente. La regresion que mejor se ajusta para explicar la relacion entre la
concentracion de aluminio y el tiempo de alimentacién fue una regresion cuadratica
(Fig. 16). Al comparar el tiempo durante el cual insertan la proboscis en las
soluciones de aluminio durante los siete dias de exposicion con un PERMANOVA de
dos vias, se encontré que la concentracién (F = 1087.2, g.l. = 3,133, P < 0.05), los

dias de exposicion (F = 233.54, g.l. = 6,133, P < 0.05) y la interaccion entre ambos
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factores (F = 53.36, g.I. =18,133, P < 0.05) influyen en el tiempo de alimentacion
(Fig. 16).
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Figura 16. Tiempos de alimentacion de adultos de Leptophobia aripa durante 7 dias de
exposicion a diferentes concentraciones de aluminio (mg/L) con regresiones de tipo

cuadratico.
Objetivo 3: Efecto de los metales en la constancia floral

No se encontré que el manganeso tuviera un efecto en la constancia floral
durante 7 dias de exposicion al metal ya que el 100% de las mariposas
descendieron en las flores artificiales de color amarillo para alimentarse (X2 = 45, g.l.
=3; P =0.0001; Figs. 17-20). Este resultado difiere de lo esperado si las mariposas
hubieran elegido al azar entre los cuatro colores, en cuyo caso se esperaba una

proporcién del 25% para cada color.
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Figura 17. Numero de mariposas de Leptophobia aripa que descendieron en flores de
diferentes colores. Las mariposas previamente habian desarrollado una constancia floral al
color amarillo y fueron expuestas a una concentracién de 10% de sacarosa y 0 mg/L de
manganeso durante 7 dias. El 100% de las mariposas descendieron en la flor amarilla

durante los 7 dias de exposicién a la sacarosa.
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Figura 18. Numero de mariposas de Leptophobia aripa que descendieron en flores de
diferentes colores. Las mariposas previamente habian desarrollado una constancia floral al
color amarillo y fueron expuestas a una concentracién de 10% de sacarosa y 320 mg/L de

manganeso durante 7 dias. El 100% de las mariposas descendieron en la flor amarilla

durante los 7 dias de exposicion al metal.
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Figura 19. Numero de mariposas de Leptophobia aripa que descendieron en flores de
diferentes colores. Las mariposas previamente habian desarrollado una constancia floral al

color amarillo y fueron expuestas a una concentracién de 10% de sacarosa y 640 mg/L de
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manganeso durante 7 dias. El 100% de las mariposas descendieron en la flor amarilla

durante los 7 dias de exposicidn al metal.
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Figura 20. Numero de mariposas de Leptophobia aripa que descendieron en flores de
diferentes colores. Las mariposas previamente habian desarrollado una constancia floral al
color amarillo y fueron expuestas a una concentracion de 10% de sacarosa 'y 1250 mg/L de
manganeso durante 7 dias. El 100% de las mariposas descendieron en la flor amarilla
durante los 7 dias de exposicion al metal. No se registraron elecciones en los dias 6y 7

debido a que los individuos no sobrevivieron.

No se encontrd que el aluminio tuviera un efecto significativo en la constancia
floral durante 1 a 7 dias de exposicidon al metal, ya que el 100% de las mariposas
descendieron en las flores artificiales de color amarillo para alimentarse (X2 = 45, g.l.
=3; P =0.0001; Figs. 21-24). De acuerdo a la prueba, la preferencia fue

significativamente diferente a lo esperado al azar.
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Figura 21. Porcentaje de mariposas de Leptophobia aripa que descendieron en flores de
diferentes colores. Las mariposas previamente habian desarrollado una constancia floral al
color amarillo y fueron expuestas a una concentracién de 10% de sacarosa y 0 mg/L de
aluminio durante 7 dias. El 100% de las mariposas descendieron en la flor amarilla durante

los 7 dias de exposicion a la sacarosa.
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Figura 22. Porcentaje de mariposas de Leptophobia aripa que descendieron en flores de
diferentes colores. Las mariposas previamente habian desarrollado una constancia floral al
color amarillo y fueron expuestas a una concentracién de 10% de sacarosa y 240 mg/L de
manganeso durante 7 dias. El 100% de las mariposas descendieron en la flor amarilla

durante los 7 dias de exposicidon al metal.
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Figura 23. Porcentaje de mariposas de Leptophobia aripa que descendieron en flores de
diferentes colores. Las mariposas previamente habian desarrollado una constancia floral al
color amarillo y fueron expuestas a una concentracién de 10% de sacarosa y 480 mg/L de
manganeso durante 7 dias. El 100% de las mariposas descendieron en la flor amarilla
durante los 7 dias de exposiciéon al metal.
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Figura 24. Porcentaje de mariposas de Leptophobia aripa que descendieron en flores de
diferentes colores. Las mariposas previamente habian desarrollado una constancia floral al
color amarillo y fueron expuestas a una concentracién de 10% de sacarosa y 950 mg/L de
manganeso durante 7 dias. El 100% de las mariposas descendieron en la flor amarilla

durante los 7 dias de exposicion al metal.
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VIII.DISCUSION
Efecto en la sobrevivencia

En este trabajo se encontrdé que la sobrevivencia de los adultos de L. aripa
disminuy6 conforme aumentaron las concentraciones de manganeso y aluminio, tal
como se planted en la hipodtesis. Estos resultados coinciden con trabajos previos
que reportan que la mortalidad de diversos grupos de insectos aumenta con la
concentracion de estos metales (Kuperman et al., 2004; Kijak et al., 2014; Son et al.,
2016; Chicas-Mosier et al., 2019; Martinek et al., 2020).

Aunque el manganeso es un metal esencial para los insectos, la
sobreexposicion al metal resulta téxica y tiende a aumentar con la concentracion,
sin embargo, la sensibilidad de los organismos varia en funcion de la presencia o
ausencia de diversos mecanismos de tolerancia al metal (Martinek et al. 2020). Por
ejemplo, las larvas de la polilla Lymantria dispar (Erebidae) pueden tolerar
concentraciones de hasta 632 mg/L sin efectos adversos en su sobrevivencia
debido a que durante la ecdisis, el proceso de muda en el que las larvas cambian de
exoesqueleto, eliminan gran parte del manganeso acumulado en tejidos externos
como la cuticula. Este mecanismo fisioldgico de excrecién les permite reducir la
carga interna del metal y minimizar su toxicidad (Kula et al., 2014). Ademas, se ha
reportado que la exposicién al manganeso puede inducir la activacién de enzimas
como la Glutatién S-transferasa (GST), que favorecen la desintoxicacion en etapas
larvales de L. dispar, dependiendo del tiempo y la dosis de exposicion (Zeng et al.,
2021). En contraste, los adultos de L. aripa probablemente presentan una reducida
capacidad para eliminar el manganeso, en parte por la ausencia del proceso de
ecdisis. Asimismo, el hecho de que los individuos analizados contaban con mas de
28 dias de edad podria haber influido en su sensibilidad al manganeso, ya que la
toxicidad del metal aumenta con la edad de los individuos. En Drosophila
melanogaster, por ejemplo, los efectos téxicos del manganeso se intensifican en
organismos de mayor edad debido a un incremento en el estrés oxidativo y a una
reduccion en la actividad de enzimas antioxidantes y en la funcidn mitocondrial

(Mohandas et al., 2017). Se ha reportado que el manganeso también puede ser
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excretado y acumulado en tejidos del cuerpo para evitar sus efectos adversos; por
ejemplo, los escarabajos de la especie Phyllobius arborator (Curculionidae) pueden
tolerar concentraciones de manganeso de hasta 6335 mg/L sin efectos adversos
aparentes (Martinek et al., 2017). Aunque en este trabajo no se analizaron estos
mecanismos de tolerancia, es probable que los adultos de L. aripa no los posean ya
que a partir de concentraciones de 20 mg/L, su sobrevivencia comienza a reducirse.

Las concentraciones de manganeso que afectaron negativamente a L. aripa
son menores a las se han reportado previamente para otros insectos. Por ejemplo,
la sobrevivencia de orugas de la polilla Cabera pusaria se redujo 50% con
concentraciones de 370 mg/L (Martinek et al., 2020), la del colémbolo Folsomia
candida se redujo 50% con concentraciones de 1209 mg/Kg (Kuperman et al. 2004),
en orugas del lepidéptero Lymantria dispar la concentracion de manganeso que
redujo su sobrevivencia a 40% fue de 8000 mg/Kg, (Kula et al., 2014) y en adultos
de la abeja A. mellifera, la concentracion que redujo la sobrevivencia a 50% fue de
1294 mg/L (Khooshe et al., 2023). En comparacion con C. pusaria, F. candida, L.
dispar y A. mellifera, los adultos de L. aripa son mas sensibles, debido a que la
concentracion de manganeso que redujo su sobrevivencia a 40% fue de 160 mg/L.
Incluso, algunos autores consideran que el limite de toxicidad del manganeso para
los insectos herbivoros es de 160-1000 mg/L (Kula et al., 2014; Martinek et al.,
2020), por lo que se puede concluir que los adultos de L. aripa son
considerablemente mas sensibles al manganeso que los insectos herbivoros
previamente evaluados. Seria interesante determinar en un estudio futuro, si la

sensibilidad de L. aripa difiere entre adultos y larvas.

El aluminio es un elemento no esencial para los organismos y existe
evidencia que su toxicidad incrementa con la concentracion en diferentes grupos de
insectos (Witters et al., 1984; Massie et al., 1985; Herrmann & Anderson, 1986; Kijak
et al., 2014; Exley et al., 2015; Liu et al., 2018; Chicas-Mosiet et al., 2019). El
aluminio se une a la enzima acetilcolinesterasa (AChE) y reduce su actividad, lo cual
provoca en los adultos de A. mellifera un aumento en la motilidad que genera un

desgaste fisiologico y, eventualmente la muerte (Chicas-Mosier et al., 2019). En
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orugas de la polilla Bombyx mori se encontrd que el aumento en la concentracion de
aluminio en el alimento esta asociado positivamente con el estrés oxidativo y
negativamente con la viabilidad celular y la sobrevivencia (Liu et al 2018). El efecto
negativo del aluminio en la sobrevivencia de L. aripa pudo ser influenciada por los

efectos del metal en la motilidad, estrés oxidativo y sistema nervioso.

A diferencia del manganeso, la tolerancia de L. aripa al aluminio es mayor
que la de otros insectos herbivoros previamente evaluados. Por ejemplo, en abejas
de la especie A. mellifera se ha observado que desde concentraciones de 10.4 mg/L
de aluminio, la sobrevivencia de los organismos se ve afectada negativamente
(Chicas-Mosier et al., 2019) y en larvas de la polilla Bombyx mori una concentracion
de 0.5 mg/L redujo la sobrevivencia 18% (Liu et al., 2018), mientras que la
sobrevivencia de los adultos de L. aripa fue afectada con concentraciones de
aluminio mayores a 15 mg/L (Tabla 3). En Drosophila melanogaster |la sobrevivencia
del 80% se observd en la concentracién de 2.70 mg/L (Massie et al., 1985) en
comparacién para L. aripa la concentracion que generd una sobrevivencia del 80%
fue de 30 mg/L. Con los resultados obtenidos es posible decir que, L. aripa es mas

tolerante al aluminio que D. melanogaster.

En América se han reportado concentraciones de aluminio de hasta 36 mg/L
en flores y 22.6 mg/L en hojas, mientras que en el suelo pueden alcanzar los 5,624
mg/Kg (Meindl & Ashman, 2013). Estos niveles indican que el aluminio podria tener
efectos negativos relevantes sobre mariposas silvestres como Leptophobia aripa,
dado que en este estudio se registr6 una sobrevivencia del 70% a una
concentracion de 30 mg/L y del 50 % a 950 mg/L.

Deteccion de metales por L. aripa.

Preingestion

Los resultados del presente trabajo sugieren que los adultos de L. aripa no
detectan el manganeso y el aluminio la primera vez que se exponen a estos metales

debido a que las mariposas presentaron el reflejo de la extension de la proboscis y
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no disminuyeron el tiempo de insercion de la proboscis en las soluciones durante su
primera exposicidon a los metales. Estos resultados son similares a los que se han
reportado en abejas cuando se exponen al aluminio ya que presentan extension de
la proboscis y tampoco reducen el consumo de alimento con este metal
(Chicas-Mosier et al., 2019). Sin embargo, L. aripa si presenta una disminucion en el
consumo de alimento contaminado con aluminio al exponerse nuevamente al metal,
mientras que, en los estudios realizados con abejas y colémbolos, el consumo de
alimento contaminado con aluminio no se reduce a lo largo de varios dias de
exposicion (Kuperman et al., 2004; Meindl & Ashman 2013; Chicas-Mosier et al.,
2019, 2022). Esto indica que L. aripa es capaz de reconocer y evitar el alimento
contaminado tras una experiencia previa con el metal, lo cual sugiere un posible
mecanismo de aprendizaje 0 memoria asociativa frente a estimulos téxicos, a
diferencia de otras especies como abejas y colémbolos que no muestran este tipo

de respuesta adaptativa.

En el caso del manganeso, se han observado respuestas distintas a las
encontradas en L. aripa de consumir menor cantidad de alimento contaminado. Por
ejemplo, las orugas de la polilla Cabera pusaria consumen una mayor cantidad de
alimento contaminado con manganeso en comparacion con alimento sin el metal, al
parecer, debido al alto gasto energético para eliminar el metal que las larvas
acumulan en el cuerpo (Martinek et al. 2020). Los adultos de Drosophila
melanogaster si disminuyen el consumo de alimento contaminado con aluminio en
concentraciones de 10mM en comparacion con una dieta control, sin embargo, en
el estudio no se especificé si la disminucién en el consumo contaminado ocurre al
exponer por primera vez a las moscas al metal, o se presenta un tiempo después
(Bayliak et al., 2019). En otros insectos herbivoros como los adultos del escarabajo
Melolontha hippocastani, también se ha visto que los insectos si detectan el
manganeso, ya que consumen menos alimento contaminado por manganeso, pero
en concentraciones mas altas que las utilizadas en el presente estudio, lo cual fue
interpretado como una respuesta de rechazo por deteccion y posible malestar

ocasionado por el metal (Martinek et al. (2018). Los resultados encontrados en L.
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aripa sugieren que la ausencia de respuesta con un dia de exposicion al manganeso
puede deberse a que se experimentd con adultos, a la baja sensibilidad de la
especie 0 a que las concentraciones empleadas (160, 650 y 950 mg/L) estan por

debajo del umbral para ser detectadas.

Es relevante mencionar que se ha observado o contrario en trabajos previos
con larvas de las polillas Ostrinia nubilalis (Crambidae) y Heliothis virescens
(Noctuidae), donde si encontraron que la ingestion de metales provoca una
disminucion en el consumo del alimento en orugas (Sell & Bodznick, 1971; Gahukar,
1975). Las diferencias entre estos resultados y los obtenidos con L. aripa podria
deberse a factores como el contaminante o la etapa del ciclo de vida en la que se

expusieron, ya que las larvas tienen un comportamiento y fisiologia diferente.

Los resultados encontrados en L. aripa muestran que el no poder detectar el
aluminio y manganeso la primera vez que se exponen a estos metales podria traer
consecuencias negativas en ambientes contaminados, como se ha sugerido para
otras especies (Rokytova et al., 2004; Mogren & Trumble 2010). Especificamente, los
resultados de este trabajo muestran que los adultos de L. aripa que ingieren
alimento contaminado con concentraciones iguales o mayores que 20 mg/L de
manganeso o 30 mg/L de aluminio una sola vez durante 5 minutos tuvieron una
reduccion en su sobrevivencia. Estas concentraciones se encuentran dentro del
rango de valores reportados para estos metales en el néctar (Ben-Shahar et al.,

2004; Soevik et al., 2015; Chicas-Mosier et al., 2019).

Postingestion

Una exposiciéon de 5 minutos a las concentraciones de 650 mg/L y 950 mg/L
de manganeso generd que al dia siguiente se presentara una disminucion
significativa en el tiempo de insercidn de la proboscis en alimento no contaminado.
Esta respuesta es similar a la reportada en el escarabajo Melolontha hippocastani
donde la exposicidn a manganeso causo un rechazo al consumo de alimento sin
este metal, posiblemente asociado a un malestar fisiolégico inducido por la

presencia del manganeso (Martinek et al., 2018). No se encontraron estudios que
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hayan reportado que el manganeso genera una disminucién significativa en el
tiempo de alimentacion en alimento no contaminado, pero si para otros metales
como el cadmio, cobre, plomo y selenio en A. mellifera (Hladun et al., 2012; Di et al.,
2016). Di et al. (2022) propusieron que el comportamiento de rechazo de las abejas
a la sacarosa se debe a una adaptacién conductual que permite a las abejas evitar
alimentos contaminados, o una respuesta de rechazo derivada de un estado
fisioldgico de malestar inducido por la exposicion a los metales. Hladun et al. (2012)
propusieron que el cambio conductual observado puede ser una respuesta adversa
al selenio que podria tener consecuencias negativas a nivel de la colonia. Este
efecto se manifiesta como un rechazo persistente a la sacarosa, o que podria
traducirse en una reduccion de la actividad de forrajeo, en consecuencia, en una
menor recoleccion de néctar. En los adultos de L. aripa, el rechazo a una solucién
de sacarosa después de haber consumido manganeso podria ser el resultado de
una adaptacion conductual que les permite a las mariposas evitar alimentos
contaminados, o bien una respuesta fisioldgica de rechazo asociada al malestar
inducido por el metal. Este comportamiento inducido también podria tener
consecuencias negativas para el individuo, ya que un rechazo persistente a la
sacarosa puede comprometer la recoleccion de néctar, y en consecuencia, afectar

su estado energético y desempefio ecolégico.

Los resultados encontrados con el aluminio fueron diferentes que los
resultados con el manganeso. La exposicidn de un dia a las concentraciones
utilizadas de este metal no generé un rechazo a la sacarosa en L. aripa. En A.
mellifera también se ha reportado que el aluminio no provoca efectos en el tiempo
de alimentacidon en soluciones control de sacarosa después de haber sido
expuestas al aluminio, posiblemente por una compensacion de la actividad mediada
por la enzima AChE (Chicas-Mosier et al., 2019). Es probable que en L. aripa, el
aluminio no provoque un estado fisiologico de malestar, o bien que exista una
compensacion en la actividad de la enzima AChE, lo que evitaria efectos negativos

inmediatos.
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Los resultados indican que los adultos de Leptophobia aripa redujeron
progresivamente su tiempo de alimentacion tras una exposicion continua a metales
durante siete dias. Esta disminucion podria estar relacionada con un malestar
fisioldgico acumulado, derivado de la exposicion prolongada. Un fendmeno similar
ha sido reportado en orugas de Lymantria dispar expuestas al manganeso, en las
que se observd que este metal interfiere con el transporte y metabolismo de
coenzimas intestinales, lo que afecta su nutricion y, en consecuencia su capacidad

alimenticia (Zeng et al., 2021).

En dosis altas de aluminio la motilidad en el comportamiento de forrajeo en
A. mellifera se ve afectada lo cual se ha relacionado a un posible agotamiento
posterior a la exposicion (Chicas-Mosier et al., 2019). Por lo tanto, la reduccién en el
tiempo de alimentacion a lo largo de una semana de exposicidn encontrada en L.
aripa pudo deberse a que el aluminio causa un efecto similar en las mariposas. La
reduccion en la alimentacion en L. aripa también pudo deberse a un efecto de
aluminio en la enzima AChE la cual es vital para la contraccion muscular y en el
correcto funcionamiento del sistema hormonal de insulina, que en conjunto puede
generar una menor motilidad e incapacidad de elegir el mejor alimento (Kaptanoglu

et al., 2007).

Estudios anteriores han propuesto mecanismos para explicar como los
metales afectan el comportamiento alimentario de los insectos. Al exponer a A.
mellifera a cadmio se observd una reduccion en su capacidad de recolectar
alimento debido a alteraciones neurolégicas y motoras (Hladun et al., 2012). De
manera similar Di et al. (2016) reportaron consecuencias negativas en la locomocion
y comportamiento de forrajeo en abejas relacionado a una posible disfuncion
neuromuscular. Messchendorp et al. (2000) sugirieron que la exposicién prolongada
a metales altera la actividad motora y la sensorial, resultando en la incapacidad en
insectos de detectar y seleccionar fuentes de alimento. Estos hallazgos sugieren
que los efectos observados en L. aripa en la disminucion en el tiempo de
alimentaciéon podria deberse a alteraciones neuroldgicas, percepcion del alimento y

malestar fisiolégico causados por la exposicién a manganeso y aluminio.
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La disminucion en los tiempos de alimentacion observada en L. aripa en
ambos metales en todas las concentraciones evaluadas sugiere que la especie es
capaz de detectar el manganeso y el aluminio, posiblemente de manera
independiente de la concentracion y el tiempo de exposicion. En A. mellifera se ha
estudiado su capacidad de deteccion de metales, evaluando el tiempo de
alimentaciéon (Burden et al., 2019). Si el organismo modifica su tiempo de
alimentacion entonces es capaz de detectar el contaminante en el alimento (Burden

et al., 2019).

Aunque los tiempos de alimentacion en ambos metales disminuyeron a lo
largo de los 7 dias de exposicion, L. aripa siguid presentando el reflejo de la
extension e insercidon de la proboscis. Este resultado puede deberse a la
disponibilidad de alimento. De las flores artificiales que tenian disponibles solo la
que contenia sacarosa al 10% mas la concentracién del metal representaba una
fuente de alimento. En abejas se ha visto que si nho hay recursos disponibles es mas
probable que se alimenten de soluciones contaminadas, por lo que si L. aripa se
seguia alimentando podria deberse a la falta de recursos y no a la incapacidad de

detectar los metales utilizados (Desmedt et al., 2016).

Con base en lo anterior se decidio realizar una exposicion de un dia como
punto de partida para ver los efectos en el comportamiento después de un unico
evento. La exposicion de siete dias se realizé para acercarse mas a la realidad a la
que se pueden enfrentar los polinizadores en el medio (Chicas-Mosier et al., 2019).
Los resultados de un dia permiten observar los efectos del manganeso y el aluminio
si L. aripa se expone de manera aguda a los contaminantes al visitar por azar una
fuente de alimento contaminada. Es decir, el riesgo que representan estos
contaminantes aun con una exposicidn breve. La exposicion de 7 dias permite
observar los efectos que generan estos metales en poblaciones de L. aripa que

viven en una zona contaminada.

Efecto de los metales en la constancia floral
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Se esperaba que al aumentar las concentraciones de manganeso se perdiera
la memoria del color de la flor con el que L. aripa adquirié una constancia floral. Sin
embargo, los resultados muestran que con 7 dias de exposicidon a manganeso las
mariposas seguian visitando las flores de color amarillo, a pesar de tener

alternativas.

En polinizadores como las abejas se ha encontrado que algunas sustancias
toxicas en concentraciones subletales son capaces de afectar la constancia floral
(Chicas-Mosier et al., 2017). Sin embargo, en este trabajo se encontré que los
adultos de L. aripa después de una exposicion de una semana a manganeso y
aluminio siguieron presentando una constancia floral a las flores artificiales de color
amarillo. Por lo tanto, es posible que el manganeso y aluminio no afecten la

memoria de mariposas como L. aripa.

Las concentraciones utilizadas en el presente trabajo tuvieron efectos en la
sobrevivencia y en el comportamiento alimentario, pero no en la constancia floral. El
que el manganeso y aluminio en las concentraciones utilizadas no afectaran la
constancia floral puede deberse a que no eran lo suficientemente altas para generar
efectos en la memoria, como en el estudio de Karahan et al., (2015) donde no
observaron efectos del imidacloprid en la constancia floral de las abejas. Caso
contrario a lo observado en el trabajo de Chicas-Mosier et al., (2017) donde vieron
un efecto del aluminio en la constancia floral en abejas con una sola dosis. Es
probable que el aluminio modifique la percepcidon del sabor dulce y aumente la
probabilidad de forrajear en lugares contaminados. El que L. aripa mantuviera
constancia floral durante la semana de exposicion podria deberse a la incapacidad
de asociar el metal con un color, lo que impediria asociar la caracteristica floral con
consecuencia negativas. Esta interpretacion es consistente con lo reportado por
Chicas-Mosier et al. (2019), donde observaron que las abejas no evitaron

activamente el alimento contaminado.

Una interpretacion alternativa para explicar por qué no se encontré que los

metales afectaran la constancia floral en L. aripa durante la semana de exposicion,
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es que el manganeso y aluminio afecten la memoria a corto plazo. Si se
compromete la capacidad de recordar asociaciones negativas, las mariposas
podrian no relacionar el color amarillo con consecuencias adversas, y por ende
seguirian visitando el alimento contaminado. Efectos en la memoria se han
reportado en abejas expuestas a aluminio, donde contindan regresando a flores
contaminadas, posiblemente debido a déficits en la memoria ocasionados por el
metal o por insecticidas (Williamson & Wright, 2013; Chicas-Mosier et al., 2017). En
este contexto, la preservacién de la constancia floral en L. aripa podria ser resultado

de un efecto neurotdxico comparable.

A pesar de los estudios realizados sobre los efectos de metales en
polinizadores como abejas y abejorros, son escasos los trabajos que aborden los
efectos de estos contaminantes en mariposas adultas. Por ello, el presente estudio
brinda informacion valiosa sobre las consecuencias de los metales en la
sobrevivencia y comportamiento alimentario de mariposas adultas, especificamente

la especie L. aripa.

El efecto en la sobrevivencia, el cambio en su tiempo de alimentacién y
capacidad de deteccion del recurso sugieren que incluso eventos puntuales de
contaminacién pueden repercutir negativamente en interacciones planta-polinizador.
Considerando que muchas mariposas comparten mecanismos fisioldgicos y
comportamentales similares, es plausible que estas alteraciones puedan
extrapolarse a otras especies silvestres bajo condiciones comparables. Sin
embargo, en ambientes naturales, los insectos estan expuestos a multiples factores

de estrés de forma cronica, lo que puede amplificar o disminuir estos efectos.

Por ello, se recomienda que futuros estudios evaluen los impactos de
exposiciones en condiciones mas cercanas a las del campo, y consideren otros
aspectos ecologicos relevantes como la disponibilidad floral, la competencia con

otros polinizadores y la variabilidad ambiental.
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IX. CONCLUSIONES
La sobrevivencia de Leptophobia aripa disminuyé conforme aumentd la
concentracion de manganeso y aluminio, lo que respalda su efecto tdxico bajo

condiciones de exposicién aguda.

Leptophobia aripa no mostré evidencia de detectar la presencia de
manganeso ni de aluminio en el alimento durante la primera exposicion a estos

metales.

Las mariposas exhibieron un posible efecto condicionado, manifestado como
una reduccion en el consumo de sacarosa 24 horas después de ingerir las
concentraciones mas altas de manganeso; este efecto no se observo en ninguna de

las concentraciones de aluminio.

A partir del segundo dia de exposicidon, Leptophobia aripa mostré una
disminucion progresiva en el tiempo de alimentacion tanto con manganeso como

con aluminio.

Ninguna de las concentraciones evaluadas de manganeso y aluminio afecté
la constancia floral en Leptophobia aripa, 10 que indica que la preferencia por la

fuente floral no se ve alterada por la presencia de estos metales en el alimento.
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