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Resumen

En varios estudios se ha visto que las hembras tienen respuestas inmunes mas
robustas que los machos. Para explicar este patron Rolff (2002), plante6 una hipdétesis
basada en el principio de Bateman que indica que en machos la presion por obtener mas
apareamientos harad que inviertan mas en caracteres sujetos a seleccion sexual, lo cual no
ocurre en las hembras. Estas, por otra parte, invertirin mas en rasgos que les permitan
vivir més tiempo y producir mas huevos. Esta diferencia hara que las hembras inviertan
mas en defensa (para aumentar su longevidad y asi su tiempo de produccién de huevos)
que los machos (quienes invertiran sus recursos en la produccion de caracteres sexuales).

Esta diferencia en inversion va a ser mas evidente si la seleccion sexual es muy intensa.

En esta tesis se estudid la intensidad de la respuesta inmune en seis especies de
tres 6rdenes de insectos (Lepidoptera, Diptera, Coleoptera; dos especies por orden) que
difieren en intensidad de seleccion sexual (tres especies monandricas y tres poliandricas,
una de cada tipo de intensidad de seleccion sexual por orden) para poner a prueba si las
hembras son més inmunocompetentes que los machos y si esto es particularmente claro
en las especies con alta intensidad de seleccion sexual. Se consideraron tres parametros
inmunoldgicos que reflejan tanto la capacidad humoral como celular: encapsulacion,
enzimas hidroliticas y actividad de fenoloxidasa. Los resultados indican que en solo tres
de las 18 comparaciones, las hembras presentan mayor capacidad de respuesta inmune;
en tres casos, los machos presentaron valores mayores que las hembras; en el resto no
hubo diferencias. En cuanto a la intensidad de seleccion sexual, las especies con mayor
intensidad de seleccion sexual no fueron mas dimdrficas en respuesta inmune que las de
menor intensidad de seleccion sexual. Estos resultados no apoyan la hipotesis de Rolff,
los valores de los parametros inmunolégicos no muestran una tendencia clara y
consistente, y no obedecen las reglas puestas por el principio de Bateman. Lo que nos
permite asumir que la respuesta inmune es mucho mas plastica de lo que se ha

considerado en otros estudios.



l. Introduccioén

1.1. Seleccion sexual

En EIl origen de las especies, Darwin (1872) propuso la teoria de la seleccion
sexual para explicar la evolucion y mantenimiento de aquellas caracteristicas muy
conspicuas presentes en diferentes especies (sobre todo en los machos), no asociadas con
la formacion de gametos, pero si con la reproduccion. Ejemplos de estas caracteristicas
son algunos caracteres como las astas en los alces, los plumajes conspicuos y cantos de
algunas aves y los despliegues de ciertas conductas en varios animales. A estos
caracteres, Darwin les denomind caracteres sexuales secundarios, porque a diferencia de
los caracteres sexuales primarios que estan relacionados directamente con el acto de la
reproduccion, los secundarios estan relacionados sélo indirectamente (Darwin 1872). La
base de Darwin es que los caracteres sexuales secundarios han evolucionado como
consecuencia de la competencia por dejar mas descendencia y no solo para aumentar su
longevidad, como seria el caso de aquellos caracteres que han evolucionado por seleccion
natural.

Darwin (1872) sugirié dos procesos dentro de la seleccion sexual de como los
caracteres sexuales secundarios resultan favorecidos. EI primer proceso es la seleccion
intrasexual, en la cual los individuos del mismo sexo, usualmente los machos, compiten
entre si para tener acceso a individuos del sexo opuesto (Darwin 1872). Dos ejemplos
claros de seleccion intrasexual es la competencia entre los machos del ciervo Cervus
elaphus para aparearse con las hembras (Carranza et al. 1990) y el de los elefantes
marinos por el control de un harén de hembras (Le Boeuf y Laws 1994). Este mismo

patron de competencia se presenta en la mosca Plecia nearctica donde el macho, una vez



que ha tomado a una hembra recién emergida, tiene que luchar con otros machos por
mantenerla. Se han observado hasta diez machos agruparse alrededor de una hembra
intentando desplazar al macho (Thornhill 1980). El segundo proceso es la seleccion
intersexual, en donde los individuos de un sexo muestran preferencias por ciertas
caracteristicas del sexo opuesto, eligiendo asi a sus parejas (Darwin 1872). A este
proceso se le ha llamado eleccion femenina ya que por lo general las hembras son el sexo
que elige con que macho aparearse. Un ejemplo de este tipo de proceso se da en el pez
espinoso, Gasterosteus aculeatus, en el cual las hembras dejan los huevos en los nidos
del macho que tenga la garganta de color rojo mas brillante (Semler 1971). Otro ejemplo
es el ave Euplectes progne, donde los machos presentan colas largas las cuales son
utilizadas durante el cortejo (Andersson 1982). En un experimento ya clasico, Andersson
(1982) manipul6 el largo de la cola y demostré que las hembras tienen preferencias por
machos con colas méas larga. En insectos, un ejemplo de eleccién femenina se da en la
mosca Cyrtodiopsis dalmanni, donde las hembras prefieren copular con machos que
tengan el espacio mas largo entre los ojos (David et al. 2000).

El por qué los machos compiten y las hembras eligen, tiene su origen en la
inversion diferencial en la reproduccion de cada sexo. En este contexto, un estudio
clasico realizado por Bateman (1948) con Drosophila melanogaster sentd las bases.
Bateman, mostré que la varianza en el éxito de apareamiento era mayor en los machos
que en las hembras. Los resultados fueron explicados en términos de inversion energética
diferencial en la produccion de gametos por parte de cada sexo (Bateman 1948). Los
machos pueden producir muchos mas gametos a menor costo que las hembras, y de esta

forma, los machos pueden tener méas apareamientos en menos tiempo y por lo tanto tener



mas descendencia. De esta forma, mientras mas veces se aparee un macho, mayor sera su
éxito reproductivo, lo cual no es el caso de las hembras (Bateman 1948). Asi, la seleccion
por mayor éxito reproductivo en los machos depende de cuantas parejas puede tener en
toda la vida, mientras que para las hembras, un solo macho es suficiente para fertilizar

todos los huevos de una hembra.

1.2. Sistemas de apareamiento

La continua competencia entre machos y la eleccion por parte de las hembras
determinan las asociaciones sexuales entre machos y hembras, lo que genera diferentes
sistemas de apareamiento (Thornhill y Alcock 1983). EIl sistema de apareamiento es la
estrategia conductual de un individuo para obtener pareja (Emlen y Oring 1977; Reynolds
1996). El criterio para definir los diferentes sistemas de apareamiento estd determinado a
partir del nimero de parejas que un individuo tiene durante una época reproductiva
(Emleny Oring 1977; Thornhill y Alcock 1983; Andersson 1994), por la permanencia del
vinculo de pareja (Scott y Clutton-Brock 1990), o por las proporciones de los sexos en las
crias de la época (cantidad de crias hembras y machos que se tuvieron en una época
reproductiva) (Andersson 1994).

Hay dos grandes tipos de sistemas de apareamiento: la monogamia, en la que
machos y hembras se aparean s6lo con un individuo durante la temporada de
reproduccion, y la poligamia en la que un individuo se aparea con varios del sexo opuesto
(Emlen y Oring 1977; Thornhill y Alcock 1983; Andersson 1994). Si las hembras se
aparean con mas de un macho se le llama poliandria, si son los machos los que se aparean

con mas de una hembra se le conoce como poliginia (Emlen y Oring 1977; Carranza



1994). Si las hembras sélo se aparean con un macho se le llama monandria, mientras que
si los machos unicamente se aparean con una hembra se le llama monoginia (Emlen y
Oring 1977; Thornhill y Alcock 1983; Andersson 1994). Estos sistemas de apareamiento
no son estrategias que permanezcan estaticas a lo largo de la vida, pueden variar
drasticamente entre especies, dentro de la misma poblacion, asi como también en cada
individuo, el cual puede presentar diferentes estrategias de apareamiento a lo largo de su
vida; esto de acuerdo a las circunstancias ecoldgicas de la época reproductiva en curso.
Las condiciones que pueden provocar que esta caracteristica cambie son la disponibilidad
de comida, de parejas (Andersson 1994), la dispersion de alguno de los sexos y patrones
de desercion de los mismos (Davies 1991).

En las especies de animales que son poligamas la competencia por dejar mayor
descendencia (la intensidad de la seleccién sexual) en general es mayor que en las
especies mondgamas (Emlen y Oring 1977). Esto es claro de entender ya que en las
especies poligamas hay mayores oportunidades de copula, lo gque en ocasiones no ocurre
con las mondgamas. Con esto se esperan presiones de seleccion diferentes en intensidad,
segun el tipo de sistema, presentandose asi un dimorfismo sexual mas marcado en las
especies poligamas con expresiébn mas exagerada de caracteres sexuales secundarios
(Darwin 1872). En las especies mondgamas, la intensidad de la seleccion sexual es menor
(Trivers 1972), por lo tanto el dimorfismo sexual es menos intenso y la expresion de los
caracteres sexuales secundarios es menos acentuada comparada con las especies
poligamas (Clutton-Brock 1977).

Sin embargo, en algunas especies que se consideran mondgamas es comun que

ocurran copulas extra pareja por parte de las hembras, lo que podria resultar en beneficios



como mayor cantidad de recursos, el aseguramiento de la fertilizacion y quizas mejores
genes (Hasselquist y Sherman 2001; Torres y Velando 2005). Los beneficios por copulas
extra pareja provocan que la intensidad de la seleccion sexual se modifique y tome cierta
direccion.

Con respecto a la intensidad de seleccidon sexual, es importante mencionar que
ésta no es fuerte sélo en las especies poliginicas, la intensidad de seleccion puede ser
igual de fuerte en especies que son mondgamas, debido a que existe una variacion en la
calidad de las parejas, lo que provoca que haya una intensidad de seleccion sexual fuerte
en ambos sexos. Que las hembras también desarrollen caracteres sexuales elaborados
puede ser por eleccion de pareja por parte de los machos o por competencia entre las
hembras (Darwin 1872; Andersson 1994). Es por esto que ambos sexos presentan
caracteres sexuales secundarios conspicuos y son consideradas especies monomorficas
(Andersson 1994). Ejemplos de estas “excepciones” son en su mayoria aves monégamas
y muy pocos mamiferos. En los patos buceadores (Podiceps cristatus), ambos sexos
tienen un penacho en la cabeza que utilizan para realizar despliegues antes del periodo de
apareamiento (Andersson 1994; Wachtmeister 2001). Lo mismo ocurre en las aves alcas
crestadas (Aethia cristatella), ambos sexos presentan ornamentos elaborados en la cabeza
que utilizan para despliegues sexuales antes del apareamiento(Andersson 1994; Jones y
Hunter 1999). Otro ejemplo en aves es el bobo de patas azules (Sula nebouxii) en donde
hembras y machos tienen las patas de color azul y es un elemento importante en la
eleccion de pareja (Torres y Velando 2003, Torres y Velando 2005).

En mamiferos hay pocos casos de especies mondgamas (3 a 5% del total de las

especies), algunas de éstas presentan un poco de dimorfismo sexual en el tamarfio



corporal, pero son especies que no se consideran dimdrficas (Kleiman 1977). Un ejemplo
es el de los zorros grises (Urocyon cinereoargenteus), Unicamente se aparean una vez al
afio y la pareja se mantiene, las hembras son un poco mas pequefias que los machos (Hall
1981; Jansa 1999). Otro mamifero con estas caracteristicas es el roedor Microtus
ochrogaster (Getz et al. 1981; Edwards y Self 2006).

Como se ve, existe una gran variedad de especies que tienen combinaciones de
sistemas de apareamientos, dimorfismo sexual e intensidad de seleccion sexual. Lo que
nos puede llevar a pensar que no hay una regla sobre estas caracteristicas, hay una
flexibilidad que se presenta en éstas y muchas otras caracteristicas y que depende en

cierto grado de las circunstancias ecoldgicas y de las historias de vida de cada individuo.

1.3. El dimorfismo sexual en sistema inmune y la hip6tesis de Rolff

Una de las diferencias entre sexos que mas ha llamado la atencion recientemente
es la capacidad inmune en relacion con la resistencia a patdgenos. Algunos ejemplos de
lo anterior se han observado en varias especies de aves, donde los machos son mas
susceptibles al parasitismo que las hembras (Mgller et al. 1998), en roedores del género
Microtus, donde los machos poliginicos fueron mas susceptibles a las infecciones que las
hembras co-especificas (Klein 2000), y en grillos de la especie Gryllus texensis donde los
machos son mas vulnerables a la bacteria Serratia marcenscens que las hembras (Adamo
et al. 2001), entre otros casos.

La diferencia en respuesta inmune entre sexos en vertebrados se ha atribuido
usualmente al efecto negativo de la testosterona en los machos (Folstad y Karter 1992). A

este respecto la hipotesis de la inmunocompetencia indica que la presencia de



testosterona promueve el desarrollo a menudo exagerado de los caracteres sexuales
secundarios, pero al mismo tiempo tiene un efecto inmunosupresor (Folstad y Karter
1992). La idea es que la testosterona afectaria a los machos pero no a las hembras, ya que
ellas producen menor cantidad de esta hormona, lo que disminuiria la capacidad inmune
de los machos y, por consiguiente, su capacidad para lidiar con patdgenos.

Con respecto a esta hipotesis se ha generado una controversia que no permite
llegar a una conclusion clara ya que las evidencias estan divididas. Por un lado se ha
documentado que la testosterona participa en el comportamiento sexual y llega a afectar
la expresion de ornamentos sexuales (color, tamafio, brillo) haciendo estos mas
exagerados o llamativos (Hunt et al.1997). Por ejemplo en varios experimentos con aves
(Calcarius lapponicus, Junco hyemalis) en los que se les ha administrado mas
testosterona a los machos, éstos hacen mas despliegues de cortejo, se vuelven mas
atractivos para las hembras o aumentan el tiempo de canto (Enstrom et al. 1997; Hunt et
al. 1997). En un experimento similar con lagartijas los machos incrementan la
territorialidad (Marler et al. 1995). Sin embargo, hay otros estudios que no exponen estos
mismos efectos y mas bien muestran un efecto negativo de la testosterona en los
caracteres sexuales secundarios. En el pinzén Carpodacus mexicanus, altos niveles de
testosterona provocaron gue el plumaje se tornara sin brillo y con menos color (Store y
Hill 2001), en el ave Agelaius phoeniceus, el estudio mostré poca correlacion entre la
testosterona y los caracteres sexuales secundarios (Weatherhead et al. 1993).

Por otro lado hay evidencia que asegura el efecto inmunosupresor de la
testosterona (e.g. Grossman 1985; Braude et al. 1999; Duffy et al. 2000; Korter et al.

2003). Un ejemplo muy claro sobre esto, es el experimento realizado por Verhulst (1999)



con el ave Gallus gallus domesticus, en el cual se realizaron lineas de animales que
variaban en inmunocompetencia. En este estudio los resultados mostraron que el grupo
seleccionado con bajos niveles de anticuerpos desarrollaron mas la cresta (caracter sexual
secundario) y tuvieron altos niveles de testosterona, lo que no ocurrié con el grupo
seleccionado con una respuesta inmune alta. No obstante también hay estudios en los que
no se ha encontrado ninguna correlacién importante entre los niveles de testosterona y la
disminucion de la inmunocompetencia que permita dar soporte a esta hipotesis (e.g.
Roberts et al. 2004). Es notorio que las evidencias muestran una amplia gama de
posibilidades con respecto a la relacion de la testosterona y la inmunocompetencia

(Roberts et al. 2004).

Curiosamente, el patrén de dimorfismo sexual en respuesta inmune también se ha
observado en algunos invertebrados, los cuales no tienen testosterona (Rolff 2002; Zuk y
Stoehr 2002; Schmid-Hempel 2005). Por ejemplo, en la libélula Lestes forcipatus se
estudio la diferencia sexual en inmunocompetencia midiendo especificamente la
encapsulacion por melanina (proceso mediante el cual el sistema inmune aisla a los
patdgenos cubriéndolos con capas de melanina; Gotz 1986; Gillespie y Kanost 1997).
Los resultados de este estudio muestran que las hembras melanizaron més que los
machos (Yourth et al. 2002). Otro ejemplo con el mismo género de libélulas es el estudio
que realizd Rolff (2001) donde las hembras maduras tuvieron mayor actividad de
fenoloxidasa (la enzima que participa en la melanizacion y se utiliza para inducir la

capacidad inmune; (S6derhéll y Cerenius 1998) que los machos maduros.



Para explicar este patron en los insectos, se necesitaba una teoria que no se basara
en las ideas desarrolladas en vertebrados para explicar el dimorfismo sexual en la
respuesta inmune. Rolff (2002) explicé este patron utilizando la légica del principio de
Bateman. Rolff plantea que existe una diferencia en la intensidad de la respuesta inmune
entre machos y hembras ya que la asignacién de recursos a la inmunidad y a otros
aspectos como longevidad y reproduccion se presenta de manera diferencial entre los
sexos. Las hembras trataran de aumentar su longevidad para poder tener mas tiempo para
producir mas huevos; para conseguir esto asignaran mas recursos a la funcion inmune.
Por el contrario, en los machos los recursos se asignaran en su mayoria a aquellos
caracteres que les permitan conseguir mas apareamientos. Esto tendrd como consecuencia
que los machos inviertan menos en la respuesta inmune que las hembras (Rolff 2002).
Este principio esta basado en las diferentes presiones de seleccion que cada sexo tendria:
la seleccidn natural actuando en las hembras por aumentar la longevidad y la sexual en
los machos por aumentar el éxito reproductivo. La base de Bateman implicita en esto es
que las presiones de seleccion son diferentes en cada sexo, esto generara repercusiones

distintas en las historias de vida de cada uno.

1.4. La teoria de la distribucion diferencial de recursos y la defensa inmune

Esta teoria indica que los individuos tienen la flexibilidad de asignar los recursos
de manera diferencial dependiendo de necesidades, prioridades y en ocasiones de
restricciones (Clutton-Brock 1983; Roff 1992; Stearns 1992). La teoria esta basada en el
hecho de que los recursos del ambiente son limitados y frecuentemente los individuos

pueden enfrentarse a disyuntivas de asignacion de éstos (Begon et al. 1990). Un ejemplo



de lo anterior se ha documentado en el pez de agua dulce Xiphophorus helleri. Se ha
observado en varios experimentos que la eleccion de las hembras se basa en el tamafio de
los machos y en el largo de la cola, siendo éste Gltimo el de mayor importancia para la
eleccion de pareja en algunas especies de este género (Basolo 1990). Basolo (1998)
ademas observd, que el grupo de machos jovenes que eran colocados en un ambiente con
pOCOS recursos invertian en una caracteristica poco costosa pero suficientemente atractiva
para las hembras, y de esta forma conseguirian apareamientos. Asi, los machos que se
desarrollaron en estos ambientes invirtieron mas en el largo de la cola y menos en el
crecimiento corporal (Basolo 1998). Esto no sucedi6 en los peces que tuvieron acceso a
mas recursos, lo que sugiere que el animal enfrenta disyuntivas y “toma” decisiones
econOmicas basadas en un posible conflicto de asignacion de recursos. Otro ejemplo es lo
que ocurre en los grillos Teleogryllus commodus. En un experimento, los machos de estos
insectos aumentan el tiempo de canto si la disponibilidad de comida es limitada, pero a su
vez se disminuye su longevidad ya que los recursos estan siendo utilizados para la
produccion de sefiales sexuales (Hunt et al. 2004). Estos ejemplos indican claramente que
el organismo es sensible a los cambios en el ambiente y que la produccion de caracteres

sexuales secundarios no esta libre de costos.

La respuesta inmune es una funcién que se considera costosa para los individuos
ya que se requiere de abundantes recursos para tener un sistema inmune efectivo (e.g.
Schmid-Hempel 2005), asi como para su mantenimiento (e.g. Kraaijeveld y Godfray
1997) y su uso (e.g. Moret et al. 2000). Los recursos pueden ser los mismos que se

requieren para otros componentes de la adecuacion como el crecimiento y la
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reproduccion (revisado por Rolff y Siva-Jothy 2002; Schmid-Hempel 2005). De esta
manera se puede esperar que los individuos se vean obligados a asignar los recursos de
manera diferencial entre la respuesta inmune y otras funciones (Zuk y Stoehr 2002). A
este respecto, se han encontrado evidencias de posibles conflictos entre la respuesta
inmune y otras funciones en varias especies de invertebrados. En el caracol Lymnaea
stagnalis la inversion en la defensa inmune provoco una disminucion en el nimero de
huevos puestos y, por lo tanto, en el éxito reproductivo (Rigby et al. 2000). Otro ejemplo
es lo observado en la abeja Bombus terrestris en donde la activacion de la respuesta
inmune humoral afectd negativamente la supervivencia (Moret et al. 2000). En otro
estudio en esta misma especie, Koing y Schmid-Hempel (1995) encontraron que la
actividad de forrajeo redujo la capacidad inmune de los individuos. Kraaijeveld y
Godfray también demostraron el costo del desarrollo de la respuesta inmune, al crear
lineas de D. melanogaster con alta capacidad inmune. En este estudio las moscas més
resistentes inmunoldgicamente a parasitoides tuvieron una capacidad competitiva mas

baja para alimentarse (Kraaijeveld y Goodfray 1997).

1.5. Sistemas de apareamiento e inmunidad

Como ya se mencionO anteriormente las presiones de seleccidn difieren de
acuerdo al sistema de apareamiento. Estas pueden llegar a ser mas intensas en especies
poligamas que en especies mondgamas (Emlen y Oring 1977). Dependiendo del sistema
de apareamiento y segun la hipétesis de Rolff (2002), si se consideran los costos de
produccion de los caracteres sexuales secundarios y de la respuesta inmune, se esperarian

diferencias en la inversion de los recursos a estos dos elementos. En especies poligamas,
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la inversion en la reproduccién por parte de los machos es mas pronunciada, lo cual
provocaria una disminucion en los recursos dirigidos a la defensa inmune. En cambio, en
las especies mondgamas, los recursos invertidos a la reproduccion y a la respuesta
inmune son equivalentes, por lo que la diferencia en ésta ultima entre los sexos deber ser
menor comparado con lo que ocurriria en las especies poligamas (Zuk 1990; Zuk y
McKean 1996). Esto es, dependiendo de la intensidad de seleccion sexual sera el grado
de inversion en inmunidad y/o otros elementos de las historias de vida. Las predicciones

anteriores son la base de esta tesis.

1.6. Sistema inmune de insectos

Los insectos tienen un sistema de defensa contra patdgenos y parasitos muy
eficiente. Este sistema esta conformado por diferentes barreras. La primera es la barrera
fisica que esta formada por el exoesqueleto, la cuticula y el endotelio; la segunda son un
conjunto de respuestas coordinadas de diferentes hemocitos, la tercera es la sintesis
inducida de péptidos antimicrobianos y de proteinas (Gillespie y Kanost 1997) y la cuarta
es la produccién de moléculas reactivas de O, y N, (Nappi et al. 2005). Algunos parasitos
son capaces de evitar estas defensas y entran al organismo, lo cual provoca la activacion
del sistema inmune (Fig. 1) (Kanost et al. 2004; Steiner 2004; Iwanaga y Lee 2005). Los
mecanismos de defensa pueden distinguirse en aquellos de reconocimiento y los de no-
reconocimiento de partes del insecto y desencadenan una cascada de eventos que generan
una respuesta determinada.

Cuando el sistema de reconocimiento se activa, se induce la activacion de

cascadas proteoliticas que a su vez, activan vias efectoras celulares y humorales: la
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cascada de la fenoloxidasa, la via Imd y la via Toll (Gillespie y Kanost 1997; Tzou et al.
2002). Las vias de activacion mas estudiadas son de Drosophila melanogaster y son las
que han sido tomadas como modelo en los insectos (Hetru et al. 2003; Kim y Kim 2005).
Estas vias forman parte de la respuesta humoral y celular de los insectos, las cuales
pueden ser utilizadas para infecciones patogenas o de parasitos. La respuesta humoral
(moléculas que circulan en la hemolinfa), sintetiza y secreta anticuerpos pertenecientes a
diversos isotipos de inmunoglobulinas y también produce sustancias antibacterianas,
antifangicas y moléculas antivirales (Beckage 2003). Asi mismo, sintetiza la
fenoloxidasa, enzima que participa en la melanizacién (Go6tz 1986; Soderhall y Cerenius
1998; Beckage 2003). La respuesta celular se encarga de la formacion de una gran
cantidad de hemocitos diferenciados, algunos de ellos responsables de la liberacion de
fenoloxidasa, mientras que otros se encargan de la encapsulacion por lamelocitos, y otros

mas de la melanizacion (Schmid-Hempel 2005).

Lipopolisacéaridos Peptidoglicanos B-1,3-glucanos
(Bacterias Gram -) (Bacterias) (Hongos)

N/

Reconocimiento

/ \ Sistema
Péptidos Pro-fenoloxidasa

antimicrobianos

hidroliticas l

Encapsulacion

Figura 1. Esquema del sistema inmune y sus respuestas (Modificado de

Shmid-Hempel 2005)
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1.6.1. Vias de respuesta del sistema inmune
Cascada de fenoloxidasa

El primer evento en esta cascada es el reconocimiento del agente extrafio. Las
moléculas que este sistema es capaz de reconocer son los peptidoglicanos de la pared
celular de bacterias, los lipopolisacaridos de la membrana externa de las bacterias gram
negativas y los B-1,3 glucanos de la pared celular de los hongos (Gillespie y Kanost
1997). Este reconocimiento es posible ya que las proteasas, inhibidores de proteinasas y
moléculas de reconocimiento del sistema profenoloxidasa, reconocen caracteristicas
estructurales de ciertos componentes de microorganismos patdégenos (Soderhéll y
Cerenius 1998). Al reconocer cualquier molécula de las antes mencionadas, las proteasas
se activan y provocan la activacion de la profenoloxidasa. Posteriormente se forma la
molécula activa de la fenoloxidasa (Cerenius y Soderhéll 1998, 2004; Beckage 2003). La
cascada finaliza con la formacién de quinonas, a partir de derivados de tirosina, lo cual
lleva a la produccién de melanina (Gillespie y Kanost 1997; Cerenius y Séderhall 2004)
(Fig. 2.).

La cascada de la fenoloxidasa (Fig. 2) esta encargada de la formacion de nédulos,
fagocitosis, melanizacion, encapsulacion y produccion de moléculas derivadas del
oxigeno (anion superoxido, radical hidroxilo) (Gétz 1986). La fenoloxidasa es la enzima
que estad involucrada en la sintesis de la melanina, que forma parte de la cascada que
conduce a la encapsulacién (Soderhéll y Cerenius 1998). Esta enzima esta presente en la
hemolinfa de los artropodos y su activacion depende de proteasas que se activan por el
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdgenos, los cuales se encuentran

en los lipopolisacaridos, peptidoglicanos y B-1,3-glucanos (Nappi y Christensen 2005;
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Christensen et al. 2005). El sistema activador de la profenoloxidasa de los artropodos,
probablemente constituye un sistema de reconocimiento y consiste en un grupo de
proteinas capaces de unirse a polisacaridos y otros componentes asociados a
microorganismos (Cerenius y Soderhéll 2004). La profenoloxidasa esta presente en los
hemocitos, en la cuticula y ha sido detectada en células epiteliales del tracto digestivo
(Gillespie y Kanost 1997). Aparte de tener un papel en la respuesta inmune, es importante
para la pigmentacion y la esclerotizacion de muchos tejidos en los insectos (Cerenius y

Sdderhall 2004).

Patégenos

*

Proteasas

(reconocen)

Nédulos «— Cascada
© / Fenoloxidasa \
Fagocitosis Melanizacién
©) celular humoral

Enz. hidroliticas
Hy O

Figura 2. Esquema de la cascada de fenoloxidasa y sus reacciones. (H=

respuesta humoral; C= respuesta celular)
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Como se menciond anteriormente, la cascada de fenoloxidasa participa en otras
respuestas del organismo a los patdégenos. Una de ellas es la formacion de nédulos que es
inducida por lipopolisacéaridos y algunas glicoproteinas. Estos nédulos son hemocitos
multicelulares que son capaces de capturar un gran numero de bacterias, pueden también
adherirse a los tejidos y eventualmente los agentes extrafios son encapsulados (Gillespie y
Kanost 1997). Otra respuesta que es producto de esta cascada es la fagocitosis. Esta es
una forma de defensa simple en la que los hemocitos se activan en presencia de particulas
patdgenas muy pequefias (Gillespie y Kanost 1997).

En ocasiones los parasitos o patdgenos son demasiado grandes para ser
fagocitados, por lo que otras rutas de la cascada son activadas, como la melanizacién y la
encapsulacion. La melanizacion es una reaccion de defensa muy importante en los
insectos, ya que permite aislar agentes externos por medio de la deposicion de melanina
alrededor de éste (Gillespie y Kanost 1997). Esta respuesta puede ser inducida por una
amplia variedad de antigenos (Schmid-Hempel 2005). Cuando hay una infeccion una
serie de moléculas de reconocimiento detectan al intruso (S6derhall y Cerenius 1998) y la
melanina es depositada en el patdgeno. En este proceso se generan quinonas que pueden
contribuir a la produccion de diferentes sustancias derivadas del oxigeno (superoxido y
radicales libres) con efectos citotdxicos (Gillespie y Kanost 1997; Cerenius y Soéderhall
2004). Una vez que los hemocitos han cubierto al patdgeno, comienza el proceso de
encapsulacion (Schmid-Hempel 2005).

La encapsulacién, es la forma mas comdn de reaccion de defensa en los
artropodos contra los patdgenos y parasitos, o bien, cuando algunas particulas

(materiales) son inyectadas en los individuos (Go6tz 1986). Existen dos tipos de
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encapsulacion: la celular, en la que participan los hemocitos, y la melaténica (humoral)
que esta asociada con la actividad de la fenoloxidasa (Gillespie y Kanost 1997). Esta
respuesta esta dirigida a protozoarios, metazoarios, parasitos y huevos o larvas de

parasitoides (Gillespie y Kanost 1997).

Vias Imd y Toll

La via Imd y Toll son rutas que inducen la activacion de los péptidos anti-
microbianos (Steiner 2004) y regulan la respuesta humoral después de ciertas infecciones
(Tzou et al. 2002). La via Imd se activa con la presencia de bacterias Gram negativas 0 a
sus peptidoglicanos; la activacién se da por medio de proteinas de reconocimiento de
peptidoglicanos que se encuentran en la membrana celular (Steiner 2004). La activacion
de esta via tiene como resultado respuestas humorales que implican a varios péptidos
anti-microbianos (Steiner 2004). La via Toll se activa con infecciones por hongos y
bacterias Gram positivas. Esta via, es de gran importancia ya que participa en la
proliferacion de hemocitos, y su activacién compromete tanto a la respuesta celular como

a la humoral (Tzou et al. 2002).

Mecanismos citotoxicos

Otra caracteristica de la respuesta inmune de los insectos es la produccion de
moléculas citotdxicas y enzimas asociadas (Nappi y Ottaviani 2000). Las citoquinonas
estan relacionadas con la organizacion de la respuesta inmune y la sintesis de péptidos
antimicrobianos y de lisosimas, éstas ultimas se encargan de deshacer la pared celular de

bacterias Gram negativas (Schmid-Hempel 2005). La respuesta inmune humoral sintetiza
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una diversa cantidad de péptidos y proteinas antimicrobianas (Meister et al. 1997; Nappi
y Ottaviani 2000). Estos péptidos son sintetizados principalmente por el cuerpo graso,
aunque también los sintetizan los hemocitos, células de la cuticula y las estructuras
reproductivas (Nappi y Ottaviani 2000); y tienen la capacidad de permeabilizar las
membranas de los microbios que han invadido al organismo (Bulet et al. 1999; Nappi y
Ottaviani 2000). En los insectos se han descrito mas de 150 péptidos y polipéptidos que
tienen propiedades antibacterianas y antifungicas (Nappi y Ottaviani 2000). Se clasifican
en cuatro grupos: las cecropinas, las cuales responden en presencia de bacterias Gram
positivas y Gram negativas; el grupo de las cisteinas que se activa en presencia de
bacterias Gram positivas y hongos; el grupo de las prolinas que se activa con bacterias
Gram negativas y hongos; y por ultimo el grupo de las glicinas que es inducido por
bacterias Gram negativas (Bulet et al. 1999; Nappi y Ottaviani 2000). La capacidad
inmune de los artrépodos esta basada en la presencia o en la sintesis de sustancias
humorales como las lisosimas, cecropinas, drosopinas y otros compuestos con eficiencia
antibidtica (Go6tz 1986).

En los insectos el sistema inmune se ha estudiado con diferentes pardmetros que
permiten medir la intensidad de la respuesta inmune. Algunas de las medidas que mas
han sido utilizadas son la actividad de la fenoloxidasa (e.g. Siva-Jothy 2000; Adamo et
al. 2001; Tzou et al. 2002; Schwarzenbach et al. 2005), la encapsulacion por melanina
(e.g. Soderhdll y Cerenius 1998; Siva-Jothy et al. 1998; Siva-Jothy 2000; Tzou et al.
2002, Yourth et al. 2002), asi como la cantidad y actividad de las enzimas hidroliticas
(e.g. Tzou et al. 2002; Luna-Gonzalez et al. 2004). Estos parametros son importantes ya

que muestran un panorama general de la respuesta inmune tanto celular como humoral.
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2. Antecedentes

En diferentes trabajos, se han encontrado evidencias que sugieren una diferencia
en la intensidad de la respuesta inmune entre hembras y machos en insectos; no hay
muchos trabajos que se dirijan a esto y que tomen en cuenta distintas intensidades de
seleccion sexual. Estas se revisan a continuacion.

Schwarzenbach y colaboradores (2005) realizaron estudios en la mosca
Scathophaga stercoraria e hicieron mediciones de fenoloxidasa en machos y hembras.
Los sexos tuvieron diferencias cuantitativas en la actividad de esta enzima: las hembras
presentaron mas actividad que los machos (Schwarzenbach et al. 2005). Un estudio en el
grillo Acheta domesticus mostré que los machos fueron mas vulnerables que las hembras
al ser infectados con la bacteria Serratia liquefaciens (Gray 1998). Otro estudio con los
grillos Gryllus texenis mostr6 que los machos tuvieron menor actividad en la
fenoloxidasa que las hembras y concluyeron que los machos sexualmente maduros eran
menos inmunocompetentes que las hembras sexualmente maduras (Adamo et al. 2001).
Kurtz y colaboradores (2000, 2001) hicieron un estudio en la mosca escorpién Panorpa
vulgaris en donde encontraron que las hembras eran mas capaces de fagocitar particulas
implantadas y mostraron también niveles mas altos de compuestos antibacteriales que los
machos. En otro estudio, Rolff (2001) evalu6 la concentracion de hemocitos y la
actividad de la fenoloxidasa en la libélula Lestes viridis, y encontré que las hembras
maduras presentan una alta actividad de fenoloxidasa en comparacion con los machos
maduros. Radhika y colaboradores (1998) hicieron experimentos con el camar6n

Streptocephalus dichotomus y los resultados indicaron que la actividad de la fenoloxidasa
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en la hemolinfa fue mayor en las hembras que en los machos. Con la mosca D.
melanogaster, se hizo un estudio con larvas en donde se encontr6 una relacion positiva de
la encapsulacion con la carga de hemocitos y una diferencia en la respuesta inmune entre
machos y hembras, siendo ésta mas alta en las hembras (Kurtz et al. 2000; Kraaijeveld et
al. 1997). En las libélulas adultas de Lestes forcipatus también se encontré que las
hembras invierten mas melanina que los machos al momento de la encapsulaciéon de
algun cuerpo extrafio (Yourth et al. 2002). Estas diferencias, sin considerar la intensidad
de seleccidn sexual, han mostrado un fuerte sesgo hacia las hembras como el sexo con
mayor capacidad inmune.

Con respecto a diferencias en la respuesta inmune segun la intensidad de seleccion
sexual, también hay evidencias de que existe una inversion diferencial de recursos a
ciertas funciones y a la respuesta inmune. Usando la mosca Scatophaga stercoraria,
Hosken (2001) cre6 dos lineas que variaban en intensidad de seleccion sexual: una linea
monogama Yy otra poligama. Después de doce generaciones se midio el tamafio del cuerpo
y la respuesta inmune (actividad de fenoloxidasa) en moscas virgenes y no se encontrd
diferencia en el tamafio corporal entre las dos lineas con diferente sistema de
apareamiento. Sin embargo, en cuanto a la respuesta inmune, las lineas poligamas
tuvieron menor actividad de fenoloxidasa y 6rganos reproductivos méas grandes que las
monogamas. En el mismo estudio, Hosken (2001) comprobd que las lineas poligamas
invierten mas en tejidos reproductivos que las mondgamas. Estos resultados indican que
existe una disyuntiva entre la inversion en tejidos para la reproduccion y la funcién

inmune (Hosken 2001).

20



Aunque todos estos estudios sugieren que las hembras tienen mejor sistema
inmune y la inversion en ésta depende de la intensidad de seleccion sexual, no existe
ningdn estudio comparativo entre distintas especies que difieran en intensidad de
seleccion sexual. Tampoco se han utilizado distintos componentes del sistema inmune, ya
que muchas veces utilizar un solo parametro lleva a conclusiones erréneas (Adamo
2004). Un estudio que incluya especies con diferentes intensidades de seleccion sexual
podria explicar de mejor manera, si los mismos parametros inmunoldgicos han sido
moldeados por seleccion sexual tal como lo ha sugerido Rolff (2002). Ademas, utilizar
distintos parametros inmunoldgicos ayudaria a entender el sistema inmune como un todo.
Idealmente, un estudio asi deberia incluir elementos tanto de la respuesta inmune celular
como de la humoral. En este trabajo se han incluido pardmetros inmunoldgicos
(encapsulacion, fenoloxidasa y enzimas hidroliticas) que dan un panorama general del

sistema inmune.
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3. Objetivo
Cuantificar y comparar la intensidad de la respuesta inmune de machos y hembras
usando seis especies de tres érdenes de insectos (dos de Lepidoptera, dos de Diptera
y dos de Coleoptera) que difieren en intensidad de seleccion sexual dentro de cada
orden, midiendo los siguientes parametros inmunoldgicos: encapsulacion,

fenoloxidasa y enzimas hidroliticas.

4. Hipotesis
1) De acuerdo con la hipoétesis de Rolff: La respuesta inmune en machos,
independientemente de la intensidad de seleccion sexual, serd menor que
en hembras.
2) En especies con seleccion sexual intensa, la diferencia en respuesta
inmune entre los sexos serd mas marcada que en las especies con baja

intensidad de seleccion sexual.

Predicciones
1) Las hembras tendran mas encapsulacion, mas fenoloxidasa, y mayor
cantidad de enzimas hidroliticas que los machos.
2) En las especies con alta intensidad de seleccion sexual el dimorfismo
sexual de los parametros de la respuesta inmune sera mas marcado que
en las especies con baja intensidad de seleccion sexual, donde incluso,

puede no haber diferencias.
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5. Sujetos de estudio

Se eligieron tres ordenes de insectos (Lepidoptera, Coleoptera y Diptera) de los
cuales se pudieran obtener facilmente dos especies con las caracteristicas necesarias para
poner a prueba las hipétesis de esta tesis, estas especies debian de diferir en intensidad de
seleccion sexual (monandrica y poliandrica). El criterio para seleccionar las especies fue
a partir de la disponibilidad de especies con las caracteristicas necesarias, una especie
debia de tener sélo un apareamiento en la época reproductiva (monandrica) y la segunda
especie mas de un apareamiento (poliandrica). La mayoria de las especies se eligieron por
que los individuos podian ser proporcionados por insectarios de diferentes instituciones.

La Unica especie que no se obtuvo de insectario fue la mariposa Heliconius ismenius.

Lepidoptera
Callophrys xami (Lepidoptera : Lycaenidae)

Esta es una especie que habita en zonas secas y rocosas, su distribucion abarca
desde México hasta el sur de Texas y Arizona (Beutelpacher 1980 en Cordero 1986). El
ciclo de vida dura de 40 a 50 dias, con cuatro estadios larvarios, un estado prepupal, uno
pupal y el adulto (Parlange 1991). Las larvas se alimentan de plantas de la familia
Crassulaceae (Benrey et al. 1994). Esta especie tiene una fuerte tendencia a la monandria,
ya que las hembras raramente copulan dos veces en la vida (com. pers. Dr. Carlos
Cordero). Existe un registro experimental donde en condiciones de laboratorio, de 526
parejas el 53.2% se aparearon una vez y de 120 parejas solo el 5% accedieron a un

segundo apareamiento. ElI promedio de apareamiento de esta especie es de 1.3
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apareamientos por individuo (Abundis 2006). Por otro lado, los machos, al igual que las
hembras, rara vez se aparean mas de una vez. Un estudio mostr6 que de 159 machos sélo
27 copularon y de éstos Unicamente tres se aparearon méas de una vez (Cordero et al.
2000). Los ejemplares de esta especie fueron obtenidos del insectario del Dr. Carlos
Cordero del Instituto de Ecologia de la Universidad Nacional Auténoma de México, en el

mes de diciembre del 2004.

Heliconius ismenius (Lepidoptera : Heliconiidae)

El género Heliconius se distribuye en el sur de Norteamérica (zona sur de Estados
Unidos y Meéxico), Centro y Sur América (Gilbert 1991). Presenta cuatro etapas de
desarrollo: huevo, pupa, larva y adulto (Brown 1981). Los hospederos de oviposicién
son plantas de la familia Passifloraceae (Brown 1981). En general en mariposas, hay
evidencia que muestra que las frecuencias de apareamiento de las hembras van de la
monandria estricta a una fuerte poliandria (Wiklund 2004), mientras que en los machos el
sistema de apareamiento tipico es la poliginia (Arngvist y Nilsson 2000). Algunas
especies de este género presentan apareamiento pupal y hay competencia entre los
machos por tener acceso a las hembras (Gilbert 1991 en Mendoza 2005). En particular en
H. Ismenius, se tiene un registro que muestra que las hembras se aparean multiples veces
(Brown 1981), los machos también se aparean mas de una vez en la época reproductiva
(Mendoza 2005). En base a estos registros, esta especie de mariposa se considera
poliginica (Mendoza 2005). En un estudio realizado a la par que éste, se registrd que de
15 hembras colectadas, solo tres tuvieron dos espermatéforos, las 12 restantes sélo

presentaron uno (com pers. Victor Sanchez). Esta muestra fue tomada en la misma época
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en la que ser realizo esta colecta, la densidad poblacional en la época de colecta fue muy
baja, por lo cual la probabilidad de que los machos encontraran hembras virgenes o
receptivas fue muy baja (com pers. Victor Sanchez). Los ejemplares fueron colectados en
el Jardin Botéanico Francisco Javier Clavijero en los meses de septiembre, octubre y

noviembre del 2005.

Coleoptera
Verres corticola (Coleoptera : Passalidae)

El ciclo de vida de los pasélidos tiene una duracion de tres a cuatro meses y en
estado adulto viven de uno a dos afios (Castillo y Reyes-Castillo 1997). Presentan cuatro
etapas de desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto (Castillo y Reyes-Castillo 1997). La
familia Passalidae presenta un alto grado de comportamiento subsocial (cuidado a la cria,
cooperacion entre adultos progenitores y adultos hijos). La pareja fundadora es
monogama y es responsable de dar las mejores condiciones a los huevos y larvas
(Castillo y Reyes-Castillo 1997). Ambos sexos cooperan en la crianza de la progenie lo
cual disminuye las oportunidades de apareamiento con otros individuos, lo que lleva a
que hembras y machos sean mondgamos al menos durante los largos periodos de
cuidado parental (Schuster y Schuster 1997). Los pasalidos son saproxil6fagos (mediante
habitos alimentarios y por conductas subsociales aceleran y contribuyen a la degradacion
fisica y descomposicion biologica de la madera reintegrandola al ciclo de nutrientes;
Castillo y Morén 1992, Castillo y Reyes-Castillo 1997). Esta especie posee un cuerpo
convexo y estd adaptada para vivir bajo troncos podridos (Castillo y Reyes-Castillo

1997). Los individuos de esta especie fueron obtenidos del insectario de pasalidos a cargo
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de la Biél. Maria Luisa Castillo del Instituto de Ecologia de Xalapa, Veracruz, en el mes

de febrero del 2005.

Tenebrio molitor (Coleoptera : Tenebrionidae)

Este es uno de los insectos mas comunes en todo el mundo. A la larva se le
conoce comunmente como “gusano amarillo de la harina” y al adulto como “gorgojo
negro” (Lauhoff 1989 en Medina 2001). Tienen un alto potencial reproductivo, ya que
una sola hembra puede depositar aproximadamente 275 huevecillos, y las oviposiciones
se realizan en forma continua durante tres semanas aproximadamente (Cotton 1940 en
Medina 2001). El periodo de incubacién de estos escarabajos va de 7 a 10 dias (Cotton
1940 en Medina 2001). Estos organismos presentan cuatro estadios: huevo, larva, pupa y
adulto. Esta especie tiene intensas tasas de apareamiento en ambos sexos y se considera
altamente poliginica, por lo que ha sido utilizada en estudios de seleccion sexual (e.g.
Worden et al. 2001; Moret y Siva-Jothy 2003). Los escarabajos fueron obtenidos de la
cria a cargo del Bidl. Jorge Contreras Gardufio, del Laboratorio de Ecologia de la
Conducta de Artrépodos del Instituto de Ecologia de la Universidad Nacional Autonoma

de México.

Diptera
Rhagoletis pomonella (Diptera : Tephritidae)

La mosca de la manzana o del tejocote, es nativa del este de Norteamérica. Varias
especies de este género se distribuyen en México, América Central y una parte de

América del Sur (Norrbom et al. 1999 en: Aluja et al. 2001). Mide aproximadamente 5
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mm de largo y tiene cuatro etapas de desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto.
Generalmente, las plantas hospederas de esta especie son frutales. Las hembras
ovipositan dentro de las frutas (Kelly 2003). Esta especie presenta una fuerte poligamia
segun los datos no publicados de los Drs. Martin Aluja Schunemann y Juan Martinez
Frunz. Ambos sexos se aparean multiples veces. En condiciones semi-naturales en jaulas
de campo, se registrd un promedio de 8 apareamientos al dia para las hembras y seis
apareamientos diarios para los machos. Los ejemplares se obtuvieron de las crias
establecidas por ellos mismos en el Instituto de Ecologia, A.C. en Xalapa, Veracruz, en el

mes de mayo del 2005.

Rhagoletis zoqui (Diptera : Tephritidae)

Esta mosca es conocida como la mosca del nogal. Es una especie de la cual se
tiene poca informacién sobre su biologia. Comparte caracteristicas con las especies de
moscas de la manzana (R. pomonella), en cuanto a la distribucion y a las etapas del
desarrollo. Como la mayoria de las especies de este género utiliza plantas frutales como
hospederas (Prokopy et al. 2000). En cuanto a los apareamientos, s6lo existe un estudio
publicado que muestra que esta mosca tiene una fuerte tendencia a la monandria. Se
observo que en condiciones ratificales y de sobrepoblacién, las hembras se aparearon en
promedio 1.6 veces en un periodo de nueve dias (Aluja et al. 2001). Lo anterior permite
suponer que la tasa de apareamientos en condiciones naturales es similar o todavia mas
baja, debido a las condiciones de sobrepoblacion del estudio. Se ha registrado que esta
especie se aparea menos veces que R. pomonella (Juan Rull Gabayet com. pers.). Los

ejemplares se obtuvieron del mismo lugar que R. pomonella, en el mes de mayo del 2005.
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6. Materiales y Métodos
Induccioén de la respuesta inmune

Se obtuvieron 20 hembras y 20 machos de cada especie, todos adultos y maduros
sexualmente, ya que en este estadio es en donde se espera que se manifieste el
compromiso entre la inversion de recursos a la respuesta inmune y la reproduccion. En el
caso de T. molitor, V. corticola y H. Ismenius, la edad en la que se encontraban fue
revisada de acuerdo a las caracteristicas (color del cuerpo, calidad y color de las alas) que
mencionaron las personas que proporcionaron a estas especies. En las otras tres especies,
se contaba con el registro de eclosion y al momento del experimento se conocia el estado
del individuo.

Usando pinzas de micro-diseccion, a 10 individuos de cada sexo se les inserto
cuidadosamente un implante de nylon cilindrico transparente (3 mm de largo y 0.5 mm
de diametro), previamente desinfectado con etanol al 100%. El nylon se insert6 en sitios
inaccesibles al animal para que éste no pudiera removerlo. En los lepidopteros el
implante fue insertado en el séptimo segmento abdominal. Las especies de este orden se
mantuvieron de diferente manera a los otros drdenes para disminuir el estrés. A los
individuos de C. xami se les coloco en cajas de petri de plastico (5 cm de alto y 8 cm de
didmetro) con una esponja con alimento (agua azucarada). A los individuos de H.
ismenius se les coloco en bolsas de papel celofan (13 cm de largo y 8 cm de ancho). En
los coledpteros, el implante fue insertado en el quinto segmento abdominal para después
dejarlos en cajas de petri de plastico. Por ultimo, en los dipteros el implante se insertd en
el cuarto segmento abdominal y los individuos se colocaron en botes de plastico

transparente (12 cm de alto y 9.5 cm de didmetro) cubierto por una malla.
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Todos los individuos fueron colocados en una camara de luz y temperatura
controlada durante 10 horas. Se eligié este nimero de horas para estandarizar el tiempo
enfrentados al reto inmune y, por lo tanto se tuvo el mismo tiempo por cada individuo
para que la respuesta inmune se activara. Posteriormente los animales se guardaron en
etanol al 70%. Utilizando un microscopio estereoscopico (Olympus SZH10), se retird el
implante con pinzas de diseccion para remover cuidadosamente la cuticula y demas

tejidos, alrededor del implante. El implante se guardoé en etanol al 70%.

Encapsulacion

Para conocer la capacidad de encapsulacion por implante. Cada uno de éstos se
observd bajo un microscopio estereoscopico (Olympus SZH10) toméandose 3 fotos
digitales en diferentes posiciones usando una camara Olympus C-5050 (3x optical zoom).
Todas las fotos fueron realizadas teniendo el implante y el objetivo del microscopio a la
misma distancia. Dado que la distribucion de la melanina en el implante es irregular
(Siva-Jothy 2000; Rantala et al. 2000; Contreras-Garduifio et al. 2006), las tres fotos de
cada implante sirven para tener una mejor estimacion de toda la melanina depositada. Las
fotos se abrieron usando el programa Image tool® (version 3.0.) mismo que se utilizo
para medir el area (pixeles) que cubre la melanina por cada foto. Esto se realiz6
seleccionando de manera manual cada zona cubierta por melanina (la cual aparece mas
oscura con respecto al nylon transparente); los valores de area melanizada por implante
se acumulaban automdaticamente de manera individual después de cada medicion. Para
calcular el area total melanizada, se sumaron las areas medidas de cada una de las tres

fotos y se obtuvo una media. Se usaron los valores absolutos para los analisis estadisticos.
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Medicion de fenoloxidasa y enzimas hidroliticas

Cada uno de los 10 machos y 10 hembras restantes de cada especie, los cuales no
recibieron ninglin reto inmune (implante), fueron colocados de manera individual en
tubos Eppendorf con 1 ml de buffer que contenia fosfato monobasico, fosfato dibasico y
agua destilada. Esta combinacion evita la descomposicion de las muestras y la activacion
de las enzimas que participan en la respuesta inmune (Luna-Gonzalez et al. 2004). Cada
individuo de la muestra se maceré en el buffer hasta tener una mezcla homogénea. Esta
se centrifugd (centrifuga ALC PK121R) a 15,000 r.p.m. por gramo a 4°C durante 10
minutos. El sobrenadante de esta mezcla se removi6 y nuevamente se le agregoé 1 ml de
buffer de fosfatos, para después volver a homogeneizar y centrifugar. Este procedimiento
se repitid tres veces mds, ya que es necesario que la muestra no contenga otro tipo de
células que al momento de macerar se quedan en el sobrenadante (Contreras et al. 2005).
Después de este procedimiento se obtuvo la muestra de cada individuo para las pruebas
de actividad de fenoloxidasa y cuantificacion de enzimas hidroliticas. Antes de
cuantificar la actividad de feonoloxidasa fue necesario calcular la concentracion de esta

proteina.

Determinacion de proteina

Para calcular la concentracion de proteina para cada individuo, se us6 el método
de Bradford (1976), que se describe a continuacion. Como estandar se utilizo albumina
bovina (Sigma®). Se agregaron 20ul de muestra del individuo a 200ul de buffer de
fosfatos y se colocaron en micro-celdas, a estas muestras se les agregaron 40ul de

reactivo de Bradford. Después se midio la absorbancia a 495nm. El control fue de 220ul
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de buffer y 40ul de reactivo de Bradford. De esta manera se obtuvo pg/ul por individuo.
Se hizo un ajuste a 30 pg/ul por cada individuo, con la finalidad de obtener la misma
cantidad de proteina y conocer la cantidad de muestra que se tenia que utilizar para
cuantificar la actividad de la fenoloxidasa. Este método se realiz6 de manera individual

para las seis especies de este estudio.

Fenoloxidasa

La actividad de la fenoloxidasa se cuantificd en un lector de micro-celdas (Mod.
350. Bio-Rad®). Para esto se tomaron 50 pl de la muestra y se mezclaron con 50 pl de
buffer mas de L-DOPA (3 mg/ml de buffer). Las mezclas se colocaron en una micro-
celda y se les agreg6 50 ul de buffer. Las mediciones en el lector de micro-celdas fueron
hechas a 490 nm. A esta absorbancia es posible medir la actividad de la fenoloxidasa
(Luna-Gonzalez et al. 2004; Rishan Cong et al. 2005). Se hizo un solo registro de la
actividad de esta enzima después de 15 minutos, ya que a este tiempo la actividad de la
enzima es mayor. Como control se usaron 100 pl de buffer con 50 ul de buffer y L-

DOPA (3 mg/ml de buffer)(Luna-Gonzalez et al. 2003; 2004).

Enzimas hidroliticas

Para esta prueba se utilizo el kit APY ZYM® (BioMériux). El cual permite
detectar 19 enzimas hidroliticas (fosfatasas: fosfatasa acida, naftol fosfohidrolasa,
fosfatasa alcalina; esterasas: esterasa (C1); lipasas: lipasa esterasa (C8), lipasa (C14);
proteasas: leucil-arilomidasa, valil-arilamidasa, cistil-arilomidasa, tripsina, -

quimotripsina; glicosidasas: o-galactosidasa, [-galactosidasa, p-glucuronidasa, o-
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glucosidasa, B-glucosidasa, o-manosidasa, o-fucosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa;
lisosimas). Este kit es un sistema semicuantitativo de actividades enzimaticas aplicable a
diferentes tipos de muestras y permite estudiar de manera rdpida y simultdnea, 19
actividades enzimaticas a partir de pequefias cantidades de muestra. Para la medicion de
las enzimas se agregaron 65l de las muestras a las tiras y se incubaron a 37° C por 4
horas. Después de 10 minutos se observan cambios de color en las tiras, las cuales
pueden ser leidas en términos cuantitativos de acuerdo a la escala provista por el mismo.
Los resultados se transformaron a nM (cantidad de substrato hidrolizado). La actividad
enzimatica se representa en unidades, en donde una unidad representa el substrato

hidrolizado en nM mg-1 de la proteina (Luna-Gonzalez et al. 2004).

Analisis estadisticos
Dimorfismo sexual en la respuesta inmune

Para comparar el dimorfismo sexual en la respuesta inmune en cada especie se
realizo el siguiente procedimiento. Se realizo una transformacion a logaritmo natural de
las variables tamafio corporal y pardmetros inmunes, ya que éstas no presentaron
distribucion normal. En algunos casos se utilizaron los residuales, los cuales indican la
variacion en la respuesta inmune que no estd asociada al tamafio corporal y reflejan el
dimorfismo sexual de cada una de las especies. Debido a que los valores de la respuesta
inmune pueden ser afectados por el tamafio corporal, se realizd una regresion lineal a
partir de la cual se hicieron dos procedimientos. En primer lugar, si existia una relacion
positiva entre el tamano y el parametro inmune, se calcularon los residuales

estandarizados. Posteriormente se compararon los residuales de cada sexo utilizando una
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prueba no paramétrica Mann Whitney (U) para los que no cumplieron la normalidad; o
con una prueba t para los datos que si mostraron esta caracteristica. En segundo lugar, en
el caso de que no existiera una relacion entre el tamafio corporal y el pardmetro inmune,
unicamente se revisé la normalidad de los datos (In), si éstos no cumplian con esta
caracteristica se aplico la prueba de Mann Whitney (U). Si los datos eran normales se us6
una ANCOVA para analizar los datos, teniendo como co-variable el tamafio corporal y

como factor el sexo.

Comparacion del dimorfismo sexual de la respuesta inmune entre especies monandricas
y poliandricas

Para comparar los parametros inmunologicos entre especies poliandricas y
monandricas del mismo orden, se realiz6 un analisis que permitiera obtener los valores de
dimorfismo sexual por especie. Estos valores fueron obtenidos de manera individual para
cada sexo y pardmetro inmune, a partir de una regresion entre el pardmetro inmune y el
tamafio corporal se obtuvieron los residuales de cada sexo aun cuando no fuera
significativa para homogeneizar todos los datos. Posteriormente se hizo otra regresion
con los valores de las hembras y de los machos y se calcularon nuevamente los
residuales. Para comparar las dos especies del mismo orden, se utiliz6 una prueba de t o
de Mann Whitney (U) dependiendo si los datos fueron normales o no.

Para estas pruebas se utilizaron los programas estadisticos JMPO (Version 4.04) y
el STATISTICA© (6.0). Los resultados, se dan como medias + desviacion estandar a

menos que se indique lo contrario.
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Najera-Cordero: Dimorfismo sexual en respuesta inmune

7. Resultados

7.1. Dimorfismo sexual en la respuesta inmune.

En general la mayoria de las especies no presentd diferencias significativas entre
machos y hembras en la capacidad de encapsulacion, en la cantidad de fenoloxidasa y en
enzimas hidroliticas (Cuadro 1). No hubo patrones consistentes en términos de si las
hembras fueron més inmunocompetentes para la encapsulacion (uno de tres casos) y
fenoloxidasa (uno de dos). Curiosamente, los machos también presentaron valores altos en
los pardmetros medidos, dos de tres casos para la encapsulacién y uno de dos para
fenoloxidasa. Es interesante sefialar que en varios casos, no hubo diferencias entre sexos:
tres de seis para melanina y cuatro de seis para fenoloxidasa. En cuanto a las enzimas
hidroliticas, Unicamente se encontraron diferencias entre los sexos en un caso de seis,

siendo las hembras las que presentaron valores mas altos.

7.2. Comparacion del dimorfismo sexual de la respuesta inmune en especies monandricas y
poliandricas.

De las tres especies poligamas, los machos fueron significativamente mas
inmunocompetentes (tres casos de nueve). En las especies mondgamas se esperaba que una
gran mayoria no presentara diferencias, o bien, que las hembras superaran a los machos,
solo en un caso de nueve se presentaron diferencias, siendo las hembras mas
inmunocompetentes. De los casos totales, en tres las hembras fueron maés
inmunocompetentes, al igual que los machos (Cuadro 1)

Comparando directamente especies monandricas y poliandricas, no se encontraron

diferencias significativas entre los pares de especies de cada orden (Cuadro 2).
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Najera-Cordero: Dimorfismo sexual en respuesta inmune

Cuadro 1. Diferencias entre machos y hembras en tres parametros inmunoldgicos. En cada columna de los pardmetros se muestra que estadistico se

utilizé y cual sexo presenté mayor respuesta inmune (1N). (P= poliandrica, M= monandrica).

Especie Encapsulacion (x £ d.e.)  Diferencia Fenoloxidasa (x + d.e.) Diferencia Enzimas (x + d.e.) Diferencia
ANCOVA ANCOVA
T. molitor (P) U10,10= 0, p= 0.00037 Machos 1 Sexo F17=4.68, p=0.045 Machos 1 Sexo F,17=9.13, p=0.007 Hembras 1
Tamafio F,17=6.001,p=0.025 Tamafio F,17=3.37,p=0.084
ANCOVA ANCOVA ANCOVA
V. corticola (M)~ Sexo F1p= 2.954, p=0.111 NO Sexo F13.=0.051, p=0.824 NO Sexo F113.=0.052, p=0.824 NO
Tamafio F 1= 0.187, p= 0.673 Tamafio F,13=0.007,p=0.934 Tamarfio F,13=0.007,p=0.934
ANCOVA ANCOVA ANCOVA
R. pomonella (P) Sex0 Fa109=8.11, p=0.017  Hembras 1 Sexo F117=3.042, p=0.099 NO Sexo F117=0.116, p=0.738 NO
Tamafio F10= 0.047, p= 0.831 Tamafio F;,17,=0.0309,p=0.862 Tamafio F; 17=0.185,p=0.672
ANCOVA
R. zoqui (M) Ugo.10= 4, p= 0.0008 Machos 1 Ugoao= 33.51, p= 0.212 NO Sexo F115=0.187, p=0.671 NO

Tamafio F 15=0.171,p=0.684

ANCOVA ANCOVA ANCOVA
H. ismenius (P)  S€X0 F4= 2.880, p=0.164 NO Sexo F = 0.0576, p= 0.816 NO Sexo F = 0.0003, p= 0.986 NO
Tamafio F 4 = 6.393, p= 0.064 Tamafio F5=0.207,p= 0.661 Tamafio F5=0.387,p= 0.551
ANCOVA ANCOVA
C. xami (M) T=-0.0659, p= 0.948 NO Sexo F12=22.725,p=0.0005  Hembrast  Sex0 Fq12=2.322, p=0.153 NO
Tamafio F,12=0.093,p=0.352 Tamafio F(; 12=1.281,p=0.279
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Néjera-Cordero: Dimorfismo sexual en respuesta inmune

Cuadro 2. Diferencias entre especies monandricas y poliandricas por orden de insectos en los tres parametros de

la respuesta inmune (P= poliandrica, M= monandrica).

Especies Encapsulacion (x+d.e.) t Fenoloxidasa (x+d.e.) t E. hidroliticas (xxd.e.) t
T.molitor (P) 0.012 +1.08 -0.007 £1.06 0.006 +£1.05
-0.08 -0.11 -0.02
V. corticola (M) -0.03 £1.06 -0.067 £1.04 -0.005 £1.0
R. pomonella (P) 0.10 £1.17 0.02 £1.03 -0.05 £1.07
) 0.16 0.05 0.15
R. zoqui (M) 0.004+1.06 -0.006 £1.03 -0.13£1.18
H.ismenius (P) -0.33£1.15 -0.33+1.15 -0.33+1.15
] -0.08 -0.11 -0.02
C. xami (M) -0.02 £1.02 0.03 £1.05 0.05 £1.08
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8. Discusion

La comparacion de la respuesta inmune entre machos y hembras no arrojé una
direccién clara; sélo en un caso para la encapsulacion y fenoloxidasa las hembras
tuvieron mejor respuesta inmune, los machos tuvieron mejor respuesta inmune en tres
casos. Con las enzimas hidroliticas, la tendencia fue menos clara ain ya que s6lo en un
caso las hembras presentaron valores mayores que los machos. No hubo casos donde los
machos fueron mas inmunocompetentes en este parametro. Estos resultados en general no
apoyan la idea de que existe dimorfismo sexual en la respuesta inmune, ya que no se
encontré un patrén claro que mostrara que las hembras tienen mejor respuesta inmune
que los machos, que es lo que la idea de Rolff (2002) plantea. Por otra parte,
independientemente de la comparacion entre los sexos, se esperaba encontrar una
diferencia en la respuesta inmune en relacién con la intensidad de seleccion sexual,
esperando encontrar mayores diferencias en especies con tendencia poliandrica que en las
especies con tendencia monandrica. En ningln caso se presentaron las diferencias
esperadas.

Por estos resultados, este trabajo no apoya la hipotesis de Rolff, ya que solo
algunos casos coincidieron con esta idea; otros casos presentaron diferencias entre los
sexos pero a la inversa de esta idea y en los casos restantes no existieron diferencias entre
machos y hembras. Uno de los puntos robustos de este trabajo es que se tomaron en
cuenta varios parametros de la respuesta inmune los cuales permiten tener una visién
general de la respuesta celular (encapsulacion) y humoral (fenoloxidasa y enzimas

hidroliticas). Los diferentes procesos de la respuesta inmune y su posible conflicto en el
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uso de recursos con otras funciones no se conocen en su totalidad, por lo que no se debe
tener un solo parametro para estimar la capacidad inmunitaria global del individuo
(Adamo et al. 2001; Adamo 2004). De esta manera, si s6lo se toma en cuenta un
parametro es posible que las interpretaciones no sean acertadas, ya que Unicamente se
tienen los resultados de un componente de la respuesta inmune. Por esto es necesario
utilizar mediciones de diferentes indicadores de la respuesta inmune para interpretar de
manera mas general la inmunocompetencia de los sujetos de estudio (Adamo 2004). Otro
aspecto importante en esta tesis es que se usaron especies que difieren en intensidad de
seleccion sexual y que pertenecen al mismo orden. En otros estudios estas diferencias no
han sido del todo claras, por lo tanto, las predicciones son dificiles de subrayar. Aunque
moldeados por un ancestro comun, las diferencias serian explicadas parcialmente por las
diferentes presiones de seleccién. Otro de los beneficios de este trabajo es que se
utilizaron animales adultos sexualmente maduros, los cuales a diferencia de los recién
emergidos al estado adulto (e.g. Schwarzenbach et al. 2001), muestran diferencias en la
respuesta inmune en la madurez sexual quizas por que a esta edad los machos ya han
invertido sus recursos a funciones relacionados con la obtencion de pareja. En cambio, en
los recién emergidos probablemente la inversion diferencial apenas comienza (Adamo et
al. 2001). Otro factor importante es que los animales venian en su mayoria de
condiciones benignas, lo que garantiza poco estrés y, por lo tanto, pocas fluctuaciones (o
menos extremas) en la respuesta inmune.

Sin embargo, este trabajo tiene el problema de que no se cuenta con una filogenia
que permita explicar la relacién filogenética de estas seis especies con el ancestro comdn,

y de esta forma conocer en cuanto a los parametros medidos. Si existiera una filogenia, se
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tendria que utilizar un método comparativo que tome en cuenta la filogenia y que quitara
el efecto del ancestro en cada una de las especies. Estas caracteristicas compartidas
(similitudes) se tomarian en cuenta en un estudio comparativo (Harvey y Pagel 1991). Si
existiera una filogenia, ésta nos permitiria identificar los eventos independientes y se
tendria que utilizar un método comparativo que tome en cuenta la filogenia y que quitara
el efecto del ancestro en cada una de las especies. Las comparaciones hechas entre
especies no son eventos independientes. Si hubiera un efecto del ancestro, se esperaria
que se mostrara la misma tendencia dentro del orden, esto no ocurrié en ninguno de los
tres ordenes. Pero aln con esto, se esperaria que al menos el balance fuera a favor de las
hembras (sobre todo en el caso de las especies poliandricas). En suma, con las bondades

de este trabajo, no hay apoyo para la hip6tesis de Rolff.

Este trabajo no coincide con un gran nimero de estudios donde se ha visto que las
hembras son mas inmunocompetentes que los machos (Kraaijeveld et al. 1997; Gray
1998; Radhika et al. 1998; Hosken 2001; Adamo et al. 2001; Kurtz et al. 2001, 2000;
Rolff 2001; Yourth et al. 2002; Schwarzenbach et al. 2005). En cuanto a la intensidad de
seleccion sexual, el estudio mas parecido a este es el de las moscas del estiércol,
Scatophaga stercoraria, donde trabajaron con lineas mondgamas y poligamas, éstas
Gltimas tuvieron menos actividad de fenoloxidasa que las primeras (Hosken 2001). Cabe
sefialar, que cuando los animales se expusieron a un ataque de bacterias, la inhibicion de
la infeccion, no estuvo correlacionado con la produccion de fenoloxidasa (Hosken 2001),
lo que sugiere que no es buena idea utilizar éste parametro inmunoldgico para asociarlo

con la capacidad de defensa inmune. Es por esto que en esta tesis se utilizdO mas de un
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parametro y, sobre todo, principalmente aquellos relacionados directamente con el ataque
a patdgenos (encapsulacion y enzimas hidroliticas).

Uno de los problemas que tiene la idea de Rolff es que en ningn momento toma
en cuenta el efecto que tiene el ambiente (disponibilidad de parejas, de alimento), en la
respuesta inmune de los individuos. Sobre esto, en algunos estudios se ha demostrado que
hay algunos factores ambientales, por ejemplo, la limitacion de recursos y de parejas
(Thompson et al. 2002; McKean y Nunney 2001, 2005), que tienen efectos negativos en
la respuesta inmune, pero estos efectos no se presentan de la misma manera en machos y
hembras, ya que cada sexo difiere en los intereses de adquirir ciertos recursos y en su
prioridad de asignacion a diferentes funciones. La limitacion de alimento es un factor que
se ha comprobado que afecta la respuesta inmune, sobre todo en las hembras (Thompson
et al. 2002; Tsubaki y Hooper 2004; McKean y Nunney 2005). En cambio, la limitacién
en la disponibilidad de parejas es un factor que provoca la disminucion de la respuesta
inmune en los machos (McKean y Nunney 2001). Con factores como estos, la variacion
en la respuesta inmune en ambos sexos es enorme, llegando incluso a mostrar patrones
contrarios a lo predicho por Rolff. Al parecer, Rolff da por sentado que las diferencias
entre hembras y machos estdn presentes intrinsecamente y deja a un lado que las
fluctuaciones en el ambiente pueden dar lugar a fluctuaciones extremas y opuestas en la
respuesta inmune de cada sexo. Es claro que los machos invierten muchos recursos en
todos los aspectos relacionados con la seleccion sexual (caracteres sexuales secundarios,
copulas, competencia, defensa de territorios), lo cual es costoso para ellos, ya que dejan
de invertir en aspectos como la respuesta inmune y otros parametros de las historias de

vida (longevidad, forrajeo) (Siva-Jothy et al. 1998; Schmid-Hempel 2003). Esto se ha
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visto en algunos grupos de insectos como en el escarabajo Tenebrio molitor (Rolff y
Siva-Jothy 2002), en la libélula Matrona basilaris (Siva-Jothy et al. 1998), en la mosca
Scathophaga stercoraria (Hosken 2001) entre otros. Pero, es posible que las hembras
también inviertan en otros aspectos (produccion de huevos, longevidad, alimentacion)
que las haga enfrentarse a compromisos severos (por ejemplo efecto negativo de la
copula, Rolff y Siva-Jothy 2002; efecto negativo de la oviposicion, Siva-Jothy et al.
1998). Aunque estos factores estan presentes y afectan diferencialmente a ambos sexos,
los limites bajos en la respuesta inmune son mas extremos de lo que Rolff supone.
Relacionado con esto, McKean y Nunney (2005) plantearon una hipotesis
alternativa a la de Rolff. Esta propone que las diferencias entre machos y hembras en la
respuesta inmune se originan por la variacion en la adecuacién provocada por la
limitacion en la disponibilidad de recursos (McKean y Nunney 2005). Como
consecuencia se dan cambios en el comportamiento reproductivo (plasticidad conductual)
especificos del sexo. Esta plasticidad conductual puede tener efectos especificos para
cada uno de los sexos en diferentes aspectos de las historias de vida al igual que en la
inmunidad. A diferencia de la hipdtesis de Rolff esta hipotesis sugiere que la respuesta
inmune es mas plastica en los dos sexos y estd mucho mas afectada por la disponibilidad
de recursos, o bien, por las decisiones que los individuos tomen de acuerdo a las
condiciones en que éstos se encuentren o del ambiente (Schmid-Hempel 2003). Esta
hipbtesis ademas vislumbra que los efectos del ambiente pueden afectar a cada sexo
draméaticamente, de tal manera que se puede observar casos donde las hembras puedan
incluso tener respuestas inmunes mas bajas que los machos (McKean y Nunney 2005).

La hipotesis da menos preponderancia a las trayectorias de historias de vida producto de
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estrategias distintas en cada sexo, y ve cada uno como una entidad mas independiente.
Esta hipotesis plantea que cada sexo puede tener diferentes dptimos sin ninguna
prediccion de quién serd mas inmunocompetente en relacion a la intensidad de seleccion
sexual, lo que coincide con lo obtenido en esta tesis.

Es curioso que dentro de cada especie los parametros inmunoldgicos no
estuvieron correlacionados entre si, por ejemplo, en T. molitor los machos presentaron
valores altos de encapsulacion y fenoloxidasa, pero no se presentaron los mismos valores
en las enzimas, al contrario en éste Gltimo parametro fueron las hembras las que
mostraron valores mas altos. Esto habla de que los componentes de la respuesta inmune
actian sin correlacion entre si, como fue el caso de todas las especies. La falta de
correlacion entre los parametros, muestra que es un error, utilizar un solo parametro
inmunologico para ilustrar la condicion fisiolégica e inmune del individuo. En muchos
estudios (melanizacion: Siva-Jothy et al. 1998; Tzou 2002, Yourth et al. 2002;
fenoloxidasa: Adamo 2001; Muclow et al. 2003; Cong et al. 2005; Schwarzenbach et al.
2005; y enzimas hidroliticas: Tzou 2002; Luna-Gonzalez et al. 2004), s6lo se ha usado un
parametro, lo cual llevaria a conclusiones prematuras (Adamo 2004). Sin embargo, un
estudio reciente en libélulas, ha encontrado correlaciones en los tres componentes que se
usaron también en este trabajo, ademas de la produccién de oxido nitrico (Contreras-

Gardufio et al. 2006) el cual perfora la pared celular del patogeno (Mdller 1997).
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8.1. Respuesta inmune en el contexto de la historia natural de las especies utilizadas

Los insectos continuamente estan expuestos a diversos agentes infecciosos como
microbios, parasitos y parasitoides (Schmid-Hempel 1998) los cuéles afectan la
supervivencia y la reproduccion. Los lepidopteros generalmente son atacados por virus,
bacterias y hongos, que en algunos casos son los principales causantes de mortalidad en
huevos y larvas de estos organismos (Lépez y Ramirez 1996). En particular con las
especies utilizadas para este estudio no hay mucha informacién bibliografica acerca de
agentes infecciosos registrados para cada una de ellas. Se ha observado que larvas de C.
xami son atacadas por un virus y bacterias que no se han identificado ni estudiado (Lopez
y Ramirez 1996). Otros registros muestran que esta especie es parasitada en el estadio de
huevo, por la avispa Trichogramma pretiosum, la cual oviposita en los huevos durante los
primeros dias después de la oviposicion (Lopez y Ramirez 1996). Este parasito constituye
la principal causa de mortalidad en los huevos de este lepidoptero (Benrey et al. 1994).
También se han encontrado moscas parasitoides (Fam: Tachinidae) que atacan a las
larvas de tercer y cuarto estadio; larvas de coledpteros (Fam: Dermestidae), pequefios
roedores y aves que atacan a las pupas (L6pez y Ramirez 1996). En los adultos no se
tiene ningun registro de agentes infecciosos, Unicamente la depredacion por aves (Lopez
y Ramirez 1996). A pesar de que se cuenta con poca informacion, suponemos que estos
agentes patdgenos van a desencadenar diferentes componentes de la respuesta inmune
incluyendo los examinados en esta tesis. Las hembras en este caso, mostraron mayor
inmunocompetenecia en melanizaciéon y fenoloxidasa. Una prediccion a partir de esta

informacion es que, las hembras son el sexo que se ve mas afectado por patdégenos y es
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por esto que estan mas preparadas para cualquier infeccion e invierten mas en la
respuesta inmune.

En H. ismenius no se han encontrado registros de agentes infecciosos. El
momento mas vulnerable para los lepidopteros, aun en especies que son toxicas, es
cuando se encuentran en el estadio de larva (Gilbert 1991 en Mendoza 2005). El
desarrollo de las larvas de Heliconius es més rapido que el de otras especies que no son
toxicas, se cree que por esta razon se reduce el tiempo de exposicion a la depredacion de
los individuos de este género (Mendoza 2005). Sin embargo, no se tiene ninguna idea de
los patdgenos que afectan a esta especie de lepidoptero en particular, pero en otras
especies de este género (H. himera y H. charitonia) se tiene registro de un baculovirus
que afecta a las larvas provocandoles hemorragias de hemolinfa (Hay-Roe et al. 2003). A
lo largo de la enfermedad las larvas pierden movimiento y dejan de alimentarse hasta que
mueren (Hay-Roe et al. 2003). Este virus fue encontrado en dos especies silvestres de
lepidopteros y es posible que este tipo de infeccion sea comun entre algunas especies de
lepidopteros (Hay-Roe et al. 2003). Los resultados de melanina indican que las hembras
tuvieron mas melanina que los machos, lo que supondria mayor preparacion de ese sexo
contra agentes infecciosos como parasitoides o virus.

En cuanto a los coledpteros, los agentes infecciosos que los atacan son por lo
general hongos y algunas bacterias (Weir y Blackwell 2005; com. pers. Ma. Luisa
Castillo). En el caso de T. molitor, se sabe que es intermediario importante en el ciclo de
vida del céstodo Hymenolepis diminuta, parasito de mamiferos. En los escarabajos se
encuentran en la etapa de cisticerco y tiene un efecto significativo en su adecuacion

(Worden y Parker 2005), reduciendo el atractivo del olor en los machos y por
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consiguiente los eventos reproductivos (Worden et al. 2000). Sin embargo, no se
encontraron registros de patdgenos especificos que afectan a esta especie. Seria
interesante saber si hay sesgos en parasitismo e infecciones como se ha predicho antes
con mariposas, ya que los machos produjeron més melanina, mientras las hembras
produjeron mas de los otros componentes inmunolégicos. Uno supondria que las hembras
quizas son mas atacadas que los machos.

Con respecto a la segunda especie de escarabajos (V. coriticola), con base en
algunas observaciones en campo, se ha registrado depredacion y parasitismo (com. pers.
Ma. Luisa Castillo). También se sabe que son atacados por algunas bacterias de las cuales
no se tiene mucha informacion; esta infeccion se ha observado en larvas de crias de
laboratorio (com. pers. Ma. Luisa Castillo). En este género existe registro de parasitismo
por gregarinas, acaros, nematodos (Chondronema passali) y moscas (Zelia vertebrata).
Estas Gltimas atacan directamente a las larvas. Los nematodos usan como intermediario al
escarabajo y completan su ciclo de vida en las galerias que ellos habitan (Pearse et al.
1936 en Gray 1946). En los pasalidos también se han observado laboubeniales, hongos
ectoparasitos muy comunes en varios grupos de insectos (10 érdenes), el registro muestra
que el 80% de estos hongos viven sobre coledpteros y el 10% sobre dipteros (Santamaria
2001; Weir y Blackwell 2005). Estos hongos crecen de modo superficial sobre los
insectos y pocas veces penetran mas alla del exoesqueleto, de manera que causan un dafio
poco visible (Alexopulus 1966). Hay pocos estudios acerca de la relacion parasitaria
entre estos hongos y los pasalidos (Luna-Zendejas 1988), pero los que se han realizado
muestran que estos escarabajos son parasitados principalmente por organismos

pertenecientes al género Rickia (Luna-Zendejas 1988). Este estudio también mostré que
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hay una diferencia en la incidencia de estos parasitos entre machos y hembras, siendo las
hembras las que presentaron mayor parasitismo (55.85% hembras y 44.14% machos de
111). Sin embargo, en otros estudios se concluyd que, estos parasitos no afectan de
manera importante a sus hospederos, ya que los insectos infectados y no infectados se
desarrollaron de igual manera (Tavares 1979). Aunque el dafio no fuera excesivo,
también se observo que si la infeccion era masiva, interferia con su alimentacion,
causando debilitamiento y por lo tanto, la muerte (Ross 1979 en Luna-Zendejas 1988).
Como se mencioné anteriormente, el sistema inmune de los insectos se activa al
detectar moléculas de agentes infecciosos, en este caso en particular los B-1,3-glucanos
de los hongos, posteriormente pueden activarse cualquiera de las tres respuestas inmunes
revisadas en este trabajo. Al ser los hongos el principal patdgeno de los coledpteros y en
especial de los pasélidos, es posible que estos organismos estén bien preparados para
enfrentarse a estos agentes infecciosos. Pero es curioso, que en V. corticola no hubiera
diferencias inmunoldgicas entre sexos, siendo que lo esperado de acuerdo a las revisiones
anteriores, era que la fenoloxidasa y la melanina presentaran valores elevados sobre todo
en las hembras. A partir de lo que estos resultados muestran, podria decirse que en el caso
de V. corticola no existe una diferencia en la preparacion de cada uno de los sexos para
los agentes infecciosos, por lo menos en los parametros inmunolégicos aqui estudiados.
Esto puede deberse a que los pasalidos, y puede inferirse que esta especie, tienen un
comportamiento subsocial y las actividades de la reproduccion, cuidado parental,
alimentacion y cuidado de depredadores, entre otras conductas, no es diferente entre
machos y hembras (la realizan los dos sexos por igual) (Castillo y Reyes-Castillo 1997).

Por supuesto, se requiere un estudio a profundidad para saber si esto es cierto.
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Los dipteros por lo general, son atacados por hongos (Santamaria 2001),
depredadores y parasitoides (Feder et al. 1995), aunque no conocemos muchos casos en
especifico para las dos especies del género Rhagoletis utilizadas en este estudio. Se han
registrado 82 especies de parasitoides de diferentes familias en las moscas de la fruta
(Wharton et al. 1983); los parasitoides mas comunes son avispas de la familia
Braconidae, Eucoilidae y Pteromalidae, que atacan a algunas especies de dipteros de la
familia Tephritidae (Canal-Daza et al. 1994). Estos parasitoides han sido utilizados como
control de plagas de arboles frutales (Wharton et al. 1983; Aluja 1994; Whitfield 1998).
En particular en la mosca del mediterraneo Ceratis capitata, que pertenece a la misma
familia que R. pomonella y R. zoqui, las avispas parasitoides ovipositan sobre huevos y
larvas recién eclosionadas, completando su ciclo de vida en la pupa del huésped (L6pez
et al. 2003). Los dipteros que pertenecen a la familia Tephritidae colocan sus huevos
cerca de la superficie de las frutas y esto los hace muy susceptibles al parasitismo, lo cual
deja pensar que estos organismos estan muy bien preparados inmunoldgicamente para los
ataques de parasitoides. Podriamos predecir entonces que las hembras tuvieron mayor
melanizacion por que son ellas las que estan mas sujetas a ataques por parasitoides en R.
pomonella y en R. zoqui la prediccion seria lo contrario, ya que los machos presentaron

mayor melanizacion.
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9. Conclusiones

Se puso a prueba la hipotesis de Rolff en la cual se plantea que las hembras
son mas inmunocompetentes que los machos y este sera especialmente el caso
en especies con alta intensidad de seleccion sexual. Esto se realizo con seis
especies de insectos. En las seis especies, no se obtuvo una tendencia clara
que indicara que las hembras son mas inmunocompetentes que los machos en
tres pardmetros inmunologicos: encapsulacion, fenoloxidasa y enzimas
hidroliticas.

No se encontrd relacion entre la intensidad de seleccion sexual y la diferencia
en la respuesta inmune entre los sexos en los mismos parametros
inmunologicos arriba mencionados.

La hipétesis de Rolff, no se apoya con estos resultados. Se sugiere que cada
sexo puede tener otros compromisos, no necesariamente ligados a la seleccion

sexual, que hacen que sus respuestas inmunes varien de forma independiente.
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