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RESUMEN. El andlisis de componentes principales (PCA), es-
calamiento multidimensional no-métrico (MDS) y el andlisis de
similaridad (ANOSIM) son técnicas estadisticas multivariadas,
las dos primeras representan graficamente de manera simultdnea
las unidades estadisticas y las variables que las caracterizan,
evaluando similaridades entre las unidades y correlaciones entre
las variables, la tiltima técnica dota de un test estadistico no pa-
ramétrico para comparar agrupaciones de las unidades. Este tra-
bajo evaluo6 la aplicabilidad de estas técnicas para valorar la
calidad nutricional de la dieta, utilizando el bioensayo del gor-
gojo de arroz. Las dietas ensayadas fueron: almidon de maiz;
almidon de papa; 5% glucosa; arvejas; ayuno y ayuno con agua.
Se estudiaron las variables supervivencia, variacién de peso y
composicion corporal. E1 PCA y MDS mostraron relaciones po-
sitivas de la supervivencia y variacion de peso con los pardme-
tros corporales grasa y carbohidratos, siendo mayor para dietas
de almidon, similares al control positivo. En el PCA se obser-
varon diferencias en las poblaciones mantenidas con las dife-
rentes dietas; el MDS no distingue claramente entre ellas, ain
cuando logra diferenciar la dieta definida por el ayuno de las
restantes. Ambos estudios definieron un gradiente del valor nu-
tritivo de las dietas, en el eje de las abscisas. El ANOSIM indico
diferencias significativas (p<0,05) entre grupos de insectos sus-
tentados con estas dietas. Esta prueba refuerza los resultados
obtenidos en el PCA y MDS. La aplicacion de estas herramien-
tas estadisticas son promisorias para analizar procesos comple-
jos, como la interaccion de distintas variables que midan la
calidad nutricional de diferentes dietas.

Palabras clave: PCA, ANOSIM, bioensayo, composicion cor-
poral, estadistica multivariada, insectos, MDS, nutricion.

INTRODUCCION

Diferentes modelos biologicos han sido estudiados
para determinar el valor nutritivo de diversos alimentos.
Los insectos son utilizados con éxito en estos estudios,
debido a la similitud de los procesos biologicos que estos
presentan con los vertebrados, ya que todos los organis-
mos heterdtrofos consumen el mismo tipo de macronu-
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SUMMARY. Applicability of Multivariate Statistics
for nutritional studies: bioassay rice weevil (Sitophi-
lus oryzae L). The principal component analysis
(PCA), non-metric multidimensional scaling (MDS)
and analysis of similarity (ANOSIM) are multivariate
statistical techniques that graphically represent nume-
rical measures of several factors and display multiple
relationships that may exist between them. In this study,
we evaluated the applicability of these techniques to
analyze the nutritional quality of diet, using as model,
the bioassay rice weevil. The diets tested were: corn
starch, potato starch, 5% glucose, peas, starved and
starved with water supply. The variables studied were:
survival, weight change and body composition. The
PCA and MDS showed positive relationships of survi-
val and weight change with body fat and carbohydrate
parameters. Fat and carbohydrates were greater in star-
ches diets, similar to the positive control. The PCA sho-
wed differences between populations fed with different
diets, whereas the MDS showed similarity between
diets. Both studies defined a gradient of the nutritive
value of diets in the x-axis. The ANOSIM indicate sig-
nificant (p<0, 05) differences between groups. This test
is necessary to support the results obtained in the PCA
and MDS. The application of these statistical tools is
promising to analyze complex processes such as inter-
action of differents variables to measure the nutritional
quality of diets.

Key words: PCA, ANOSIM, bioassay, body composi-
tion, insects, MDS, multivariate statistics, nutrition.

trientes (1-3). Sin embargo, algunos procesos me-
tabdlicos distintivos son encontrados en insectos
(2,4), entre ellos la sintesis de trehalosa en los
cuerpos grasos a partir de glucosa y/o glucégeno
(5), no poseen la capacidad para la esteroidogéne-
sis y la fuente de colesterol es completamente de-
pendiente de la dieta (1).

El bioensayo con el gorgojo de arroz ha permi-
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tido identificar diferentes biomarcadores, ttiles para es-
tudiar la toxicidad y/o el valor nutritivo de diferentes
dietas; destacandose el monitoreo de la supervivencia
y la determinacion de la composicion corporal (agua,
grasa, proteinas, carbohidratos y otros) (6—10). Estas
variables que caracterizan a las unidades bajo estudio
han sido evaluadas por métodos estadisticos convencio-
nales y es poco usual analizarlos por modelos estadisti-
cos alternativos, como los analisis multivariados. Los
andlisis estadisticos multivariados son modelos de téc-
nicas exploratorias de datos que sintetizan la informa-
cion de los mismos reduciendo la dimension del
problema. Esto permite observar diferencias, semejan-
zas y/o relaciones que puedan existir entre cada una de
las variables estudiadas. Entre ellos se encuentran el
analisis de componentes principales (Principal compo-
nent analysis, PCA), el escalamiento multidimensional
no-métrico (Nonmetric multidimensional scaling,
MDS) y el analisis de similaridad (ANOSIM). El PCA
y el MDS crean una representacion espacial a partir de
las similitudes del conjunto de variables estudiadas (11—
13). Mientras que el ANOSIM permite definir diferen-
cias significativas entre dos o mas grupos estudiados,
es el equivalente no-paramétrico del test ANOVA, que
determina las diferencias significativas entre las varia-
bles de estudio para indices univariados (11,14,15).

Actualmente, estas técnicas estan siendo incorpo-
radas en el area de la biologia celular y la inmunologia
para comprender procesos complicados como los de
sefializacion celular (16).

En el presente estudio se analiz6 la aplicabilidad
de técnicas multivariadas para observar el efecto que
tienen las dietas de diferente calidad nutricional sobre
la composicién corporal del gorgojo de arroz, Sitophi-
lus oryzae L.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo de Sitophilus oryzae L.

Los insectos fueron cultivados en 300 g de arvejas
verdes (Pisum sativum L) peladas y partidas de origen
comercial, en envases de vidrio con una capacidad de
500g. Estos fueron tapados con una malla de muse-
lina, protegidos de la luz y mantenidos a temperatura
ambiente. Se infectaron lotes de arveja con 200 indi-
viduos adultos y se espero6 la eclosion de la generacion
F1, con la cual se realizo el bioensayo para asegurar
que las poblaciones fueran homogéneas.
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Dietas

Las siguientes dietas fueron suministradas a los in-
sectos en forma de semillas artificiales, lo cual permi-
tid que los insectos perforaran el alimento: ayuno con
suministro de agua (agar al 4%); glucosa al 5% en agar
al 4%. El agar preparado con los diversos componen-
tes, fue vertido en placas de microtitulacion, una vez
solidificado se retiraron de la placa en forma de pasti-
llas. Para el almidén de maiz (Maizina Americana, Al-
fonzo Rivas) y de papa (Potatis mjol, Lyckeby
Starkelsen): se suspendieron 10 g de almidon en 4 mL
de agua destilada hasta obtener una mezcla homogé-
neay espesa. Esta mezcla fue vertida dentro de una je-
ringa de 2 mL y sobre un papel parafinado se
colocaron gotas de aproximadamente 1 cm de diame-
tro. Las semillas formadas se dejaron secar a tempe-
ratura ambiente durante 12 horas.

Como control positivo del experimento se utiliza-
ron insectos alimentados con la dieta de manteni-
miento del cultivo y como control negativo del
bioensayo, se tomaron insectos sometidos a la condi-
cion de ayuno (sin alimento y sin agua).

Determinacion de los diferentes

parametros nutricionales

El bioensayo con los gorgojos de arroz se realizd
segun descrito por Carmona'y Gomez-Sotillo (7). Los
ensayos fueron realizados por cuadriplicado, utili-
zando 60 insectos adultos por réplica y se alimentaron
con 2 g de las diferentes dietas, durante 8 dias. Al final
del estudio se determino el porcentaje de superviven-
cia (S) y la variacidon de peso corporal (P). Posterior-
mente, fueron sacrificadas las poblaciones de insectos
por congelacion y se estimo su composicion corporal:
agua, grasa, proteinas, nitrogeno proteico (NP), cuti-
cula, nitrégeno cuticular (NC), otros (esqueletos car-
bonados de los compuestos nitrogenados y cenizas),
los carbohidratos corporales (glucosa, trehalosa y glu-
cogeno) fueron obtenidos segun la metodologia des-
crita por Gomez y colaboradores (10). Ademas, las
variables antes mencionadas fueron determinadas en
el dia de inicio del experimento (control dia cero, CO).

Analisis multivariado

La unidad estadistica esta definida por los insec-
tos agrupados de acuerdo a las distintas dietas apli-
cadas, y luego se miden sobre ellos las variables de
sobrevivencia, variacion de peso y composicion cor-
poral. El conjunto de estos datos permitio crear una
matriz que fue procesada y analizada mediante dife-
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rentes pruebas multivariadas, las cuales revelan la
asociacion de los datos que no se observa con analisis
estadisticos convencionales.

Analisis de componentes principales

(Principal component analysis, PCA)

Es un método estadistico exploratorio de reduccion
de datos, en el que las variables originales son trans-
formadas a un pequefio nimero de nuevas variables
(Ilamadas componentes principales). Los componentes
principales (CP) captan la mayor parte de la variabilidad
presente en las unidades estadisticas (12,13). La repre-
sentacion grafica de este analisis es el biplot, el cual
consiste en representar en un mismo espacio las mues-
tras (que se encuentran simbolizadas como puntos), y
las variables (que son representadas como vectores).

Escalamiento multidimensional no-métrico (Non-
metric multidimensional scaling, MDS) Este método
estadistico también es exploratorio de reduccion de
datos, pero al contrario del PCA que trabaja con méto-
dos de autovectores, esta técnica utiliza un algoritmo
iterativo que toma los datos multidimensionales de una
matriz de similitudes y la presenta sobre un espacio, ti-
picamente de dos dimensiones. Dado que el MDS es un
algoritmo iterativo, se utiliza para evaluar la bondad de
ajuste de las estimaciones una medida denominada es-
trés. Con un valor de estrés menor a 0,1 indica que el
grafico corresponde a una ordenacion de las unidades
que resulta ideal, conteniendo toda la informacién ori-
ginal en la matriz de datos relacionada con similaridades
entre las unidades (11,12,17). Para el presente estudio
el estrés se calculd como lo describe Kruskal (18).

Analisis de similaridad (ANOSIM)

prueba a posteriori

Se utilizé un ANOSIM de una via, con una permu-
tacion de 9999, para determinar las diferencias estadis-
ticas, con un nivel de significancia p<0,05; entre los
grupos de poblaciones alimentadas con las diferentes
dietas de estudio. ANOSIM prueba la hipotesis nula de
la similitud de los parametros que describen el com-
portamiento de las variables, en los distintos grupos de
insectos definidos segun el tipo de dieta a que han sido
sometidos. Un valor de la significacion de las diferen-
cias entre grupos se produce para este analisis (11).

Se realiz6 el MDS y el ANOSIM mediante distan-
cia Euclidea, ya que el PCA trabaja con este tipo de
distancia y permite la comparacion entre las técnicas.
Para los analisis multivariados (PCA, MDS, ANO-
SIM) se utiliz6 el paquete de software PAST (Palaeon-
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tological Statistics) v2.16 (19).

RESULTADOS

Andalisis de componentes principales

En el PCA, los dos primeros componentes explica-
ron el 61,5% del total de la variabilidad de los insectos
(Tabla 1). Las variables: variacion de peso (0,348),
grasa (0,398), glucosa (0,330), glucogeno (0,390) y
cuticula (-0,358) aportaron la mayor contribucion en
el primer componente (CP1), el cual representa el
41,8% de la variabilidad total del conjunto de datos
originales. Mientras que el segundo componente
(CP2) representa el 19,7% de la variabilidad total,
siendo las variables con mayor contribucion para este
componente supervivencia (0,348), agua (0,487), tre-
halosa (0,312), proteinas ( 0,240), nitrégeno proteico
(0,029) y otros (-0,544) (Tabla 1).

En la Figura 1 se muestra el grafico obtenido con
el PCA, para los dos primeros componentes. La corre-
lacion entre cada par de variable queda representada
por el angulo que se forma entre los vectores que las
representan. Las variables de supervivencia (S), varia-
cion de peso (P) y trehalosa corporal, presentaron co-
rrelaciones positivas entre ellas. Al igual, que los
parametros de grasa, glucogeno y glucosa, siendo
mayor la de la grasa con el glucogeno. En este dispo-
sitivo grafico biplot, puede observarse que las replicas
tratadas con la dieta determinada por el control posi-
tivo (arvejas) se ubicaron en el primer cuadrante en un

TABLA 1. Contribucién de las variables de la
composicion corporal en el PCA.

Variables CP1 CP2

Supervivencia (S) 0,289 0,348
Variacion de peso (P) 0,348 0,261
Agua -0,245 0,487
Grasa 0,398 -0,115
Glucosa 0,33  -0,209
Trehalosa 0,309 0,312
Glucogeno 0,39  -0,085
Proteinas -0,104 -0,24
Nitrogeno proteico -0,004 0,029
Cuticula -0,358 0,057
Nitrogeno cuticular 0,009 -0,009
Otros 0,15 -0,544
Proporcion total de varianza (%) 41,8 19,74
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punto intermedio entre las correspondientes a la dieta
tratada con control cero y las poblaciones alimentadas
con almiddon de maiz y almidon de papa, mientras que
las poblaciones mantenidas en ayuno se ubicaron en
el tercer cuadrante. Por otro lado, las poblaciones sus-
tentadas con las semillas artificiales a base de agar
(ayuno con suministro de agua) y de glucosa se loca-
lizaron en el segundo cuadrante, e incidieron positiva-
mente en el agua corporal de los gorgojos. En los
individuos alimentados con las dietas de almidén y ar-
vejas se promovio un aumento de glucosa, trehalosa,
glucdgeno y de la grasa corporal relativamente mayor
que la observada en la dieta control cero. Con mayor
intensidad en los insectos alimentados con dietas a
base de almidon de maiz y de papa. Ademas, se obtuvo
un aumento del peso corporal y una supervivencia del
100% (datos no mostrados). Ninguna de estas dietas
incidid sobre los parametros corporales de proteinas,
cuticula y nitrégeno cuticular.

Escalamiento multidimensional no-métrico

Se ajust6 el MDS a dos dimensiones con distancia
Euclidea, donde se relacionan las variables de la com-
posicion corporal dependientes de la supervivencia y
variacion de peso. El estrés contenido en el MDS fue
de 0,005.

Glucosa

cuticula
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Aligual que el PCA, se observo en el MDS (Figura
2), una clara separacion de las poblaciones alimenta-
das con las diferentes dietas. Los grupos se estructu-
raron en forma de gradiente con respecto a la calidad
de las dietas. A la izquierda se ubicaron los grupos que
fueron alimentados con almidon de maiz y arvejas,
considerados como controles positivos nutricionales
en diferentes ensayos con este biomodelo (7); a la de-
recha se encontraron los grupos que se mantuvieron
en ayuno, control negativo, y que presentaron un valor
menor en su masa corporal y una mayor mortalidad.
Estas caracteristicas permitieron una buena separacion
de los grupos, ademas de caracterizarlos con respecto
a las variables que los describen. El ayuno y ayuno con
suministro de agua (agar), estan representados en el
eje positivo de las abscisas. El ayuno presentd una
mayor dispersion entre las poblaciones, con una mayor
separacion del resto de los grupos. Las demaés pobla-
ciones se encontraron en el lado negativo del eje de
las abscisas, con una menor dispersion dentro de las
poblaciones experimentales. La dieta de arveja y las
de almidon promovieron en los insectos un incremento
de grasa, glucogeno, glucosa, trehalosa y nitrégeno
proteico. Estos pardmetros, a su vez, poseen una alta
relacion positiva entre si. La grasa y glucdgeno cor-
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FIGURA 1. Biplot del analisis de componentes principal. Las siete dietas (por cuatriplicado) se ubican segun
sus coordenadas en los primeros componentes y los autovectores de la variables. CO: control dia cero; Ay:
ayuno; Ar: arveja; Ag: Agar al 4%; Glu: glucosa al 5% en agar al 4%; AM: almidon de maiz; AP: almidon de
papa. Los niumeros del 1-4 corresponden a las réplicas. Parametros: S: supervivencia, P: variacion de peso, NC:
nitréogeno cuticular, NP: nitrégeno proteico.
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poral se relacionaron de manera similar a lo observado
en el PCA, sin embargo la variable de agua corporal
fue influenciada mayormente por las dietas a base de
agar (agar y glucosa).

Analisis de similaridad

Los analisis PCA y MDS diferenciaron los grupos
de insectos alimentados con las distintas dietas utili-
zadas en este ensayo y podria ser un indicativo de la
influencia que ellas tienen sobre la composicion cor-
poral de los insectos. El analisis de similaridad com-
plementa los estudios multivariados realizados
anteriormente, ya que se obtiene un valor de signifi-
cancia que confirma estadisticamente las diferencias
en las caracteristicas de los insectos tratados mediante
las distintas dietas.

En la Figura 3 se observa que los grupos definidos
por las poblaciones de insectos alimentados con las di-
ferentes dietas, presentaron diferencias significativas
entre si en relacion con las variables bajo estudio
(p<0,05). El box-plot que simboliza la variabilidad
entre los grupos (distribuciéon de similaridades entre
grupos) indica obviamente claras diferencias entre
ellos, si se compara con la varibilidad de los box-plots
que representan la variacion de las similaridades den-

tro de cada una de las poblaciones alimentadas con las
diferentes dietas. Se encontrd las mayores diferencia
entre las poblaciones alimentadas con almidon de maiz
y de papa (p=0,0259). Las poblaciones en ayuno y el
control del dia cero (p=0,0316) mantuvieron una
menor diferencia, aunque en el MDS se muestra una
mayor dispersion de los datos del ayuno (Figura 2). El
resto de los tratamientos se mantuvieron en este rango
de probabilidades, lo que es considerando como gru-
pos diferentes, apoyando los resultados de los otros
analisis multivariados.

DISCUSION

El PCA mostr6 que los parametros grasa, glucosa,
glucogeno y cuticula son los mas determinantes de la
variacion de peso, por la alta correlacion que ellos tie-
nen con el primer componente. Se ha reportado que
la grasa y la cuticula representan entre 15% y 19% de
la composicion corporal de insectos (4). De los carbo-
hidratos corporales la glucosa y el glucégeno son los
que poseen un mayor peso porcentual, en gorgojos ali-
mentados con arvejas (10). El pardmetro agua, que
aporta alrededor del 50% del peso de los individuos
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Almidon de glucosa
maiz
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0,041

0,021

0,001

Coordenada 2
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cuticula
-0,04 1
-0,06 A

-0,08 1

-0,16 -0,08 0,00 0,08

0,16 0,24 0,32 0,40 0,48
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FIGURA 2. Escalamiento multidimensional no-métrico, plot basado en la distancia Euclidea. Siete dietas con
cuatro réplicas cada una, situadas en dos coordenadas (2D), el estrés contenido fue de 0,005. CO: control dia
cero, Ay: ayuno; Ar: arveja; Ag: Agar al 4%; Glu: glucosa al 5% en agar al 4%; AM: almidon de maiz; AP: al-
midon de papa. Los ntimeros del 1-4 corresponden a las réplicas. Parametros: S: supervivencia; P: variacion
de peso; NC: nitrogeno cuticular; NP: nitrégeno proteico.
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(20,21), define al segundo componente del PCA. En
este componente fueron agrupados los nutrientes plas-
ticos o estructurales, junto con la trehalosa (4).

Los resultados de los graficos del PCA y MDS fue-
ron similares, indicando que las poblaciones de insec-
tos que tuvieron mayor peso corporal poseen una
mayor probabilidad de supervivencia y/o que los in-
dividuos que sobrevivieron incrementaron su talla o
peso corporal. La trehalosa, como molécula impor-
tante en el metabolismo de los insectos, estuvo direc-
tamente relacionada con estos dos parametros. Dicha
molécula, ademas de suministrar energia a los diferen-
tes tejidos, también protege al individuo en condicio-
nes de estrés y permite mantener la homeostasis en el
organismo de estos invertebrados (4,22). Las variables
de grasa, glucdgeno y glucosa igualmente presentaron
relaciones positivas entre ellas, siendo mayor la de la
grasa con el glucégeno, para ambos analisis, posible-
mente debido a que las rutas metabdlicas de estas mo-
léculas de reserva energética estan relacionadas (22).

Estas pruebas mostraron que las dietas de almidon
de papa, de maiz y la de arveja promovieron la acre-
cion grasa y aumentaron el contenido de glucosa y glu-
cogeno en los insectos. El almidén de maiz al ser mas
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biodisponible comparado con el almidon de papa (23),
promovid un aumento del peso corporal y una mayor
acumulacion de trehalosa, semejante a lo encontrado
en las poblaciones alimentadas con arveja. Aunque en
el MDS estas dietas aparecen muy cercanas entre si,
la prueba de ANOSIM reflejo diferencias significati-
vas (p=0,028) entre ellas. Los individuos alimentados
con almidon mostraron un aumento de las reservas
energéticas corporales, si se los compara con indivi-
duos alimentados con las demas dietas, siendo menor
(p<0,05) para los alimentados con almidén de papa.
Las dietas con alto contenido de humedad (agar y glu-
cosa) influyeron sobre la variable de agua corporal,
estas dos dietas presentaron diferencias significativas
(p=0,030). Ambos analisis situaron a las poblaciones
alimentadas con glucosa mas proximas a las poblacio-
nes mantenidas con almidoén y arvejas, sugiriendo que
las moléculas de glucosa proporcionadas con el agar
son absorbidas por el insecto, ocasionando un leve au-
mento en los lipidos y carbohidratos corporales.
Ambas pruebas mostraron que el ayuno influyé nega-
tivamente en la supervivencia, variacion de peso y en

los combustibles de reserva.
Las dietas de este estudio son aproteicas, por lo
tanto no proporcionan a los orga-
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energia para el mantenimiento del
animal, preservando una disminu-
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metro de proteinas no se proyecto
claramente a ninguna dieta. Este
efecto también se observd en las

Agar

h
Arveja }|]—| 3}

Control
cero

Ayuno

Glucosa

Variabilidad
entre los grupos

FIGURA 3. Box plots del analisis de similaridad. Grupos alimentados
con las siete dietas con cuatro réplicas cada una. CO: control dia cero,
Ay: ayuno; Ar: arveja; Ag: Agar al 4%; Glu: glucosa al 5% en agar al
4%; AM: almiddn de maiz; AP: almidon de papa. Distintas letras indican
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han descartado como biomarcado-
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nal de la dieta con el bioensayo del
gorgojo de arroz (7).
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CONCLUSION

Los datos analizados de forma convencional,
ANOVA de una via, Mann-Whitney, entre otros, per-
miten contrastar el comportamiento de cada variable
individualmente entre los grupos bajo estudio. La apli-
cacion de las pruebas multivariadas representan una
buena herramienta para analizar estudios nutricionales,
en particular, el MDS permite al igual que el PCA, re-
ducir la dimensionalidad de los datos originales. El re-
sultado de estos analisis se puede visualizar en un
grafico indicativo de la relacion entre la supervivencia,
la variacion de peso junto con el comportamiento de
los parametros de la composicion corporal de los in-
sectos después de la aplicacion de distintas dietas,
sobre el cual es posible determinar de manera indirecta
el efecto de estas dietas. Sobre el primer plano facto-
rial del PCA se observaron claras diferencias en las
poblaciones mantenidas con las dietas ensayadas. El
MDS produce un grafico que presenta esencialmente
la misma estructura que el anterior, atin cuando parece
producir menos diferencias entre las dietas de almidén
de papa, de maiz y la de arveja. El ANOSIM propor-
ciono diferencias significativas de los grupos susten-
tados con estas dietas, por lo que se sugiere realizar
esta ultima prueba para reforzar los resultados obteni-
dos en el PCA y MDS. Los plots de ambos estudios
definieron un gradiente del valor nutritivo de las die-
tas, en el eje de las abscisas. La aplicacion de estas he-
rramientas estadisticas son promisorias para analizar
procesos complejos, como la interaccion de distintas
variables que midan la calidad nutricional de diferen-
tes dietas.
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