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Resumen

La teoria de la distribucion diferencial de recsrgoedice que, dado que los recursos
son limitados para los organismos, éstos frecuamtamenfrentan compromisos de
como distribuirlos para sus diferentes funciondales. La melanina es un polimero
esencial para distintas funciones. En los inseetogmportante para el desarrollo de
estructuras clave como son la esclerotizacién yaniehcion de la cuticula y el corion
de los huevos, la formacion de caracteres sexemanachos y la respuesta inmune.
Cabe resaltar que la melanina es un recurso depdadie la ingesta de alimentos. En
este trabajo se evalué experimentalmente la existele un compromiso de asignacion
de melanina entre el sistema inmune y dos aspdettsreproduccion del grillo comin
Acheta domesticus. el apareamiento y la oviposicion. Los experimsr#e dividieron en
dos partes: (1) el costo del apareamiento sobmesfauesta inmune y (2) el costo de la
respuesta inmune sobre la produccion de huevos. ihdividuos del primer
experimento se dividieron en: hembras virgenesmbinas apareadas. Ambos grupos
fueron retados con un implante de nylon. Los radok indicaron que las hembras que
se aparearon melanizaron el implante en menordzghtjue las hembras virgenes. Los
individuos del segundo experimento se dividierortres grupos: control, reto con un
implante y reto con dos implantes. Las hembrasodedbs tratamientos siguieron
estrategias muy diferentes. Las hembras expuestas smnplante produjeron mas
huevos incluso que las hembras expuestas a dosmgumireto inmune (control),
mientras que las hembras con dos implantes manbavé produccion de huevos por
debajo que la del grupo control. Los resultadoseseg que las hembras invierten
recursos tanto en la respuesta inmune como eragtapiento y la oviposicion, y que

dicha inversion ocurre de manera diferencial paewotra funcion.



1. INTRODUCCION

1.1 Teoria de la distribucion diferencial de recurss

La teoria de la distribucion diferencial de recsrgoedice que, dado que los recursos
son limitados para los organismos, éstos frecuam@mrenfrentan compromisos sobre
cémo distribuirlos a las diferentes funciones. BEltompromisos o “trade-offs” son la
base conceptual de la teoria de las historias d® wiun punto de vista para ver la
evolucion del crecimiento, reproduccion y supembia (Stearns, 2000)Los
compromisos que enfrenta un animal no son necesamig de caracter energético.
Fisiologicamente puede ocurrir que dos mecanisrmeosostrapongan en accion. Un
ejemplo es el caso de la hormona juvenil en inseti® evidencia sugiere que al mismo
tiempo que la hormona juvenil promueve la actividadual, reduce la capacidad de
respuesta inmune (Rantala et al.,, 2003). Asimise, libélulas, la oviposicion
desencaden6 una menor habilidad inmunologica (Bitay et al., 1998). Aunque en
estos casos los mecanismos entre ambas funciomeslesgconocidos, este tipo de
compromisos, no contemplados por la teoria dedilolicion diferencial de recursos,

deben ser igualmente abordados.

La actividad del sistema inmune esta directamemeelacionada con la
supervivencia del individuo (Revisado por Schmidtapel, 2005). Dado que ciertos
recursos limitados pueden ser invertidos en landafeotras funciones de la historia de
vida del individuo (Fellowes et al., 1998; Sheld®Verhulst, 1996) se ven limitadas.
Asi, enDrosophila melanogaster, Fellowes et al. (1998) al seleccionar lineastestes
al endoparasitoidd_eptopilina boulardi encontraron que ante un aumento en la

resistencia de las larvas de un grupo experimefaho una reduccién en la



supervivencia a nivel de competencia intraespecfiimr el alimento. Por otro lado, en
Aedes aegypti varios grupos fueron inyectados con distintosgemibs artificiales. El
grupo que fuenyectado con esferas de sephadex, mostré unaciédwignificativa en
su fecundidad (medida en nimero de huevos). Lagesusugieren que el costo puede
estar ocurriendo durante el reconocimiento del &@gertrafio y la activacion de la
respuesta inmune o que el animal esta comprometidineictamente la melanina usada
para elaborar huevos con aquella utilizada pareespuesta inmune (Schwartz &
Koella, 2004).

La melanizacion es uno de los procesos inmunolégipee los insectos usan
para combatir patbgenos de gran tamafio. La melapiganento basico en el proceso
de melanizacién, es sintetizada a partir de lasitisy un aminoacido que puede ser
ingerido directamente de la dieta del animal, ossgetizado mediante el catabolismo
de la fenilalanina (Stoehr, 2006). Varias funciomigles de los insectos requieren de
melanina. Este polimero es esencial para la esidec@n y melanizacion en procesos
como la formacion de la cuticula y el corion dehogvos. Dada la contribucién de la
melanina a distintas funciones y en el desarrai@structuras clave en los insectos, y
por ser un recurso dependiente de la ingesta deemtds, este polimero es un
componente idoneo para poner a prueba la teorika dhstribucién diferencial de

recursos.

1.2 Respuesta inmune en Insectos

Los insectos presentan una respuesta inmune inl@aiayal se caracteriza por ser
inmediata e inespecifica. Inmediata se refiere @ eqpumienza a actuar en cuanto el
patdgeno entra en contacto con el organismo; @éoéfica, a que no hay una serie de

moléculas antigeno-anticuerpo como en el caso idétnga inmune adquirido en



vertebrados. La respuesta inmune innata se haodefidtres tipos: barreras fisicas,
respuesta humoral y respuesta celular. Sin embasja,division es arbitraria ya que
existe un alto grado de interaccién entre ellavifla& Strand, 2001). Las barreras
fisicas como lo son la cuticula (exoesqueleto)ptelgumento y la mucosa intestinal y
traqueal (Christensen, 2005) son la primera forrmaddfensa de los insectos. Los
agentes que logran pasar estas barreras, enti@ntcto, primero con el epitelio que
produce principalmente péptidos antimicrobianos PAMy posteriormente con la

cavidad del hospedero (hemocele), y con todos tmsponentes circulantes en la
hemolinfa, los cuales forman parte de la respuestane humoral y celular del insecto.
En la respuesta inmune humoral estd implicada dalymcion de AMP que atacan

bacterias gram-negativas, gram-positivas y hon@bsigtensen et al., 2005), asi como
la cascada de la fenoloxidasa (FO). La respuesiitacesta dada por las células de la
hemolinfa (hemocitos) que incluyen procesos como fdemacién de nddulos,

fagocitosis, y encapsulacion. La formacion de ndsldonsiste en microagregados de
multiples hemocitos que atrapan un gran niumercad&ehas, y que posteriormente son
melanizados y removidos de la circulacion. La fitgscs ocurre cuando se trata de
particulas bioticas o abioticas pequefias (gh0de didmetro) como bacterias, mientras
qgue la encapsulacion rodea y melaniza particulagndgor tamafio (Karp, 1990;

Gillespie, 1997, Lavine & Beckage, 1995; Fig.1).
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Fig. 1. Esquema general de respuesta inmune dgpadivs. Las flechas rojas representan los
niveles de intromision de un patdgeno en el hospeda) barreras fisicas, (b) contacto con
epitelio y (c) contacto con hemolinfa. Los cuadaasles representan la respuesta inmune que

ocurre en cada caso. Tomado de Lawniczak et 8D;7§2

1.2.1 Respuesta inmune via encapsulacion

La encapsulacion sirve como forma de defensa cop#iasitos protozoarios y
metazoarios, hongos (Gillespie et al., 1997, Ladirtetrand, 2002) y parasitoides como
huevos o larvas de avispas (Brennan & Andersord)2@xemas, también parece ser
utilizada ante agentes artificiales como filamerdesnylon (Lawniczak, et al., 2007;
Rantala et al., 2002 y 2003; Rantala & Roff, 20@fya-Jothy, 1998), esferas de
cromatografia (Lavine & Strand, 2002), de sephaffsstamo, 1999; Schwartz &
Koella, 2004), de latex (Gillespie et al., 1997de vidrio (Schwartz & Koella, 2004).
La encapsulacion parece ser igualmente equivalante para retos vivos como no

vivos (Rantala & Roff, 2007).



El proceso de encapsulacion comienza una vez queg@jeno entra en contacto con la
hemolinfa. Los hemocitos se aproximan a éste, dean y se adhieren a él, formando
una capsula de varias capas. Los hemocitos d@#amdas interna comienzan el proceso
de melanizacion, del cual se generan componentef)dcos que probablemente
contribuyen a la muerte del patbgeno, ademas fddtdade oxigeno (asfixia), nutrientes
y el detenimiento de su crecimiento (Cerenius &e3dll, 2004; Gillespie et al., 1997,

Lawniczak et al., 2007).

La actividad de la FO es clave en la ruta de laanmeacion. La FO es una enzima que
esta presente en la hemolinfa de los insectos @rea inactiva como pro-feniloxidasa
(proFO o PFO) y que se activa cuando reconoce ant@agxtrafio o la formacién de
una herida (Barillas-Mury, 2000; Christensen et a005). En su forma activa, la
enzima FO cataliza la hidroxilaciéon de la tirosiaadopa, ésta a dopaquinona y
posteriormente a indolequinona, transformandosanfiante en eumelanina mediante
reacciones no enzimaticas (Christensen et al, 20@8) mismo tiempo, ocurre una
descarboxilacion que da como resultado la formad®mopamina que, mediante una
ruta de oxidacién, también resulta en melaninaillBs«Mury, 2000, Christensen, et al.,

2005).

1. 3 Formacioén del corion de los huevos

En insectos el corion del huevo corresponde arte pads externa que rodea al embrion
durante su desarrollo. En grillos, el corion deHasvos es una estructura multilaminar
en la que cada capa varia sus componentes no rs@pagiencia, sino también en su

histoquimica y composicion (Furneaux, et al., 1969)



El proceso de formacion del corion en insectos eamd una vez que el oocito ha
llegado a su maximo tamafo. Los huevos que tiehearsn completo son liberados
de los foliculos a un reservorio donde permanetatoa, mediante un muasculo, a la
base de los oviductos laterales hasta que atraviasaagina para ser fertilizados y
ovipositados (Beament, 1946). Los huevos de muchssctos y otros grupos de
artropodos son melanizados (Cerenius & Sdderh@li4R Estudios coredes aegypti
mostraron que cuando los huevos de esta especevgmsitados, llevan una carga de
proFO, que se activa y comienza el proceso de mzalkidn, pasando de color blanco a
café/negro en tan soélo 1.5 hrs post-oviposicion&(lli, 2006). De igual forma, en el
huevo delocusta migratoria y Locustana pardalina (Orthoptera)se encontrd tanto la
tirosinasa (FO) como el sustrato necesario pd@taacion de melanina (Jones, 1956).
Si bien la melanina no esta siendo depositadatdiramte por la hembra al producir los
huevos, la hembra si esta destinando los recussmEsarios (el precursor: tirosina y la
enzima: proPO) para que se lleve a cabo la s$ntksdi pigmento una vez que los

huevos se encuentren en el exterior.

1.4 Respuesta inmune y reproduccion

Dados los compromisos fisiolégicos, el inicio dedproduccién genera disyuntivas en
un animal; que hacen que se invierta en la repméiniands que en otras funciones,
incluyendo la respuesta inmune. Esto explica Issltados de experimentos en varias
especies donde se han blogqueado los mecanismostealan que promueven la copula,

y la respuesta inmune ha mejorado (e.g. Rolff &aSlathy, 2005).



1.5 Biologia de la especie

La especie de estudio es el grillo comAoheta domesticus Linnaeus (Insecta:
Orthoptera). Pertenece al suborden Ensifera, cuyashos presentan un tipo de
estridulacion ala-ala. (Nayar et al., 1976). Elllgricomdn tiene un desarrollo
paurometabolo, es decir un desarrollo incompleteyb, ninfa, adulto o imago; Fig. 2).
El desarrollo comienza con el huevo, a partir dedl se desarrolla la ninfa que es
idéntica en forma al adulto pero difiere en tamaficarece de alas y 6Organos
reproductores. Los huevos dcheta domesticus son casi cilindricos con bordes
redondeados, miden aproximadamente 2.5 mm de lgrgb3 mm de diametro
(Furneaux et al., 1969). Los huevos tardan de 18 dias en eclosionar. En un tiempo
de aproximadamente 40-50 dias las ninfas pasab pwtar antes de ser adultas. Los
adultos en cautiverio pueden sobrevivir aproximastzm 60 dias, mientras que en
condiciones naturales viven menos de 40 dias. éadfas son sexualmente receptivas
después de 4 dias de haber alcanzado la etapa,gueid comienzan la conducta de

oviposicion solo después de 12-14 dias de adultotéMgh & Delinger, 1985).

HUEVO NFA ADULTO

Fig 2. Diferentes estadios de vida del grillo comaheta domesticus. (Tomada y modificada
dewww.microscopy-uk/.../rs-cricket.html).




Durante la coOpula, el macho le transfiere un espforo a la hembra, y ésta lo
almacena en la espermateca hasta el momento déplesicion (Guillot, 1995). La
oviposicion depende de algunos factores como éichde que haya o no apareamiento.
En esta especie, la hembra retiene los huevos omthaista que copula y es entonces
cuando el macho le proporciona grandes cantidadegudnosin monofosfato (GMP)
ciclico y prostaglandinas que estimulan la condw#aoviposicion en la hembra
(Destephano et al., 1974, Murtaugh et al., 198%luko se ha visto que con una sola
copula las hembras pueden ovipositar durante tadeida. (Murtaugh & Delinger,
1985). Otro factor que influye es la presencia desustrato con caracteristicas de
dureza y humedad apropiadas para la oviposicionrtéMgh & Delinger, 1985;

Shoemaker et al., 2006).

Acheta domesticus, es una especie facil de mantener en condiciom@ssdctario ya que

requiere de poco espacio y alimento. Ademas, alisgrespecie omnivora no presenta
problemas en cuanto al tipo de alimentacion. Asinmoi, tienen una reproduccién de
tipo activa y continua (Murtaugh & Denlinger, 1986) que permite hacer mediciones
constantes y, ya que cada instar del estadio nihfed aproximadamente 8 dias, se

pueden observar cambios a lo largo de su cicld vita



2. ANTECEDENTES

Existen trabajos en donde se ha observado un comgwoentre reproduccion y
respuesta inmune. En algunos de ellos se manipul@droduccion con el fin de
encontrar cambios a nivel de respuesta inmune, gters se manipula la respuesta
inmune para observar cambios en la reproducciéerddberg et al (1997) demostraron
gueun aumento en el esfuerzo reproductivoraeniopygia guttata puede resultar en la
disminucién en la inmunocompetencia. Asi mismo, aSigthy et al, (1998)
demostraron que cuando los caballitos del didddtrona bailaris japonica se vuelven
reproductivamente activos disminuyen su capacidad respuesta inmune por
encapsulacién. Por otro lado Ferdig et al (1998petraron que el mosquirmigeres
subalbatus puede encapsular y matar més del 80% de la mamiafBrugia malayi pero
se afecta su éxito reproductivo. Fellowes et &98) encontraron qu®@. melanogaster
puede encapsular exitosamente a un parasitoider@augce su fecundidad. En el grillo
comunAcheta domesticus, se ha visto que al estimular la respuesta innconearvas
de Ormia Ochracia, una mosca parasitoide natural del grillo, y coplantes de nylon,
hay una disminucién significativa en la produccidel nimero de huevos (Adamo,
1999; Canales-Lazcano, 2007).

En esta tesis he examinado los efectos de los saola reproduccion sobre la
respuesta inmune y de la respuesta inmune solpmdiaiccion de huevos, en el grillo
comun; A. domesticus. Se esperaba incitar que el uso de la melaninaiea
comprometido tanto para la respuesta inmune coma lpaproduccion y puesta de

huevos.



3. JUSTIFICACION

Algunos de los estudios que se han realizado con encapsulacion, sugieren que la
melanina esta implicada en el compromiso entre respuesta inmune y reproduccion (e.g.
Canales-Lazcano, 2007). Sin embargo, no se han hecho trabajos en donde se ponga a
prueba la melanina tanto en la respuesta inmune como en la produccion de huevos. Los
estudios solo han medido una de las dos partes pero nunca ambas. En la presente tesis,
se analizan las consecuencias de la reproduccion en la respuesta inmune (otra funcion
— respuesta inmune). Asimismo, se analiza el efecto de suministrar retos
inmunologicos y sus consecuencias en la produccion de huevos (respuesta inmune —

otra funcion).



4. HIPOTESIS
1. El apareamiento y, por consecuencia, la produccion y puesta de huevos tendran un
efecto negativo sobre la respuesta inmune celular via melanizacién de la hembra del

grillo comun.

2. La respuesta inmune (en términos de melanizacion), afectard negativamente la

produccion y puesta de huevos del grillo comun.



5. OBJETIVO

5.1. Objetivo general

Investigar si existe un compromiso de asignacién de melanina entre el sistema inmune y
dos aspectos de la reproduccién como son el apareamiento y la oviposicion en el grillo

comun Acheta domesticus.

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar si el apareamiento y producciéon de huevos afecta la capacidad de
respuesta inmune celular via melanizacion en el grillo comtn.

2. Investigar como la respuesta inmune celular via melanizacion antes y después de la

ultima muda, afecta la produccion de huevos en el grillo comun.



6. METODOS

6.1 Produccién de huevos a lo largo del tiempo

Se obtuvieron ninfas donadas por el vivario de [HAM Facultad de Estudios
Superiores-Iztacala. Estas se mantuvieron en ettaso del Instituto de Ecologia de la
UNAM, hasta la penudltima muda en una caja de maflerax 1m) con pedazos de
carton a manera de refugio. Se tuvieron con pesiat luz/oscuridad de 12 horas
(utilizando una lampara de 40 watts), temperat@&22C y una dietad libitum de
agua y alimento enriquecido (50% dieta de gallifi®% dieta de tortuga; R. Cueva de
Castillo, comunicacién personal). Una vez alcandadaenultima muda, cada hembra
se colocé en un bote de plastico de 500 ml conniasnas condiciones de luz,
temperatura y alimento que en la caja de madertos Badividuos se revisaron
diariamente hasta obtener la fecha de la ultimaanAdas dos semanas de esta fecha
se colocd un macho por cada hembra, durante Jpdrasluego introducir una caja de
Petri con algodén plisado y humedecido como susttatoviposicion. Estos tres dias
son suficientes para que la pareja copule (Cahalesano, 2007). El sustrato se
cambi6 cada 5 dias y se conservé en etanol al 7% yn posterior conteo de los
huevos puestos. De igual forma, cada 5 dias seéica@n 5 hembras de la misma edad
y se conservaron junto con los algodones en etrikd%. Asi, por ejemplo, el primer
grupo de individuos sacrificados consistié en 5 lve®s de 23 dias de edad adulta (15
dias de maduracién sexual, 3 dias de exposicidnagho y 5 dias de oviposicion),
mientras que un segundo grupo consistio en henter&8 dias de edad adulta con el
fin de que tuviera 5 dias mas de oviposicion adéeser sacrificada. De esta manera, y
de forma sucesiva, se fueron sacrificando grupds liembras cada una con 5 dias mas
de oviposicién hasta la muerte de las ultimas hamtEsto con el fin de contar los

huevos presentes en el interior de la hembra mt@distedades.



6.2 Costo del apareamiento sobre la respuesta inmen

A. domesticus fueron mantenidos bajo las condiciones ambientadea el cultivo de
(luz, temperatura y alimento) ya anteriormente dies; hasta que los organismos
alcanzaron la madurez sexual. Las hembras se sepat@a manera individual en botes
de plastico de 500 ml con alimento y aguhlibitum, anotandose la fecha de ultima
muda. A los 15 dias de haber alcanzado el estdditoase hicieron dos grupos al azar
de 15 hembras cada uno. A cada uno de los boteerdbras del primer grupo se le
agregd un macho el cual se dejé por 3 dias conbejia las mismas condiciones y
pasados los 3 dias se retiré el macho y se colaadstrato de oviposicion. El segundo
grupo no fue expuesto a los machos. Esta diferemtia los dos grupos daria un grupo
de hembras apareadas y otro de virgenes respeetitem

Pasadas tres semanas, se aplicé un reto inmunmlagiada hembra de ambos grupos.
El reto consistié en la insercion de un implantengden de 2 mm de largoy 0.1 mm de
diametro (previamente desinfectado en etanol aPd0én las partes mas blandas y
laterales del abdomen (terguitos), procurando urecadn paralela al exoesqueleto
para evitar dafiar los 6rganos internos del ani@ahéles-Lazcano, 2007). El implante
desencadena una respuesta inmune via melanizaosimétodo que se ha usado
ampliamente en estudios de ecologia de la respuasiane (e.g. Rantala & ROoff,
2007). El implante se dej6 dentro de la hembra xapadamente 30 horas para

después retirarlo y fijarlo en etanol al 70% (van@les-Lazcano, 2007).

6.3 Costo de la respuesta inmune sobre la producaidle huevos
Se obtuvieron ninfas del vivario de la UNAM Facdlde Estudios Superiores-lztacala
y se mantuvieron en condiciones ambientales yaitiescSe hicieron tres grupos de 80

hembras, cada una en su estadio ninfal y selecasnal azar: primer tratamiento,



segundo tratamiento y control. A cada una de lasbhas del primer tratamiento se le
insertd un implante (primera insercion: A) (ver)6Qada hembra se colocé de manera
individual en un bote de plastico de 500 ml bafortasmas condiciones. A cada una de
las hembras del segundo tratamiento se le insarthbe implantes A (uno a cada lado).
Y el dltimo grupo de hembras se us6 como controloalener ningun implante. En los
dos tratamientos, el implante se dej6é por 30 hapmeximadamente y se retird para
fijarlo en etanol al 70%. Pasados 15 dias se ihserd segunda ronda de implantes
(segunda insercion: B) a ambos tratamientos (utaimg para el grupo de un implante
y dos implantes para el grupo de dos implantes)cl@mles se dejaron por 30 horas y
retiraron para fijarlos en etanol al 70%. Se anatfecha de ultima muda al estadio
adulto y a los 15 dias a cada hembra se le coloadacho a cada hembra por 3 dias.
Pasados los tres dias se retir6 el macho y se&aslastrato de oviposicion (algodon
plisado en una caja Petri). A partir de ese dfmseambiando el algoddn cada 5 dias y
se coloco en etanol al 70%. Se midio la cabezaxtgrfémur Il de todas las hembras.
Se hizo una correlacion de Pearson para determirmaralquiera de las tres medidas
podria ser utilizada como indicador del tamafio.dquak las tres medidas corporales se
correlacionaron entre si (cabeza/fémur: r = 0.R06,0.001, N = 61; térax/fémur: r =
0.789, P = 0.001, N = 61; cabeza/térax: r = 0.88%E 0.001, N = 61) decidi elegir el
fémur Il por ser el valor mas utilizado en otrosbiajos (e.g. Hatle et al., 2002; Nosil,
2002). Este indicador de tamafio fue utilizado endoalisis estadisticos con el fin de
ver si las diferencias en nimero de huevos puqsteslen ser explicadas por esta

variable.



6.4 Medicion de melanina adherida al implante

Para obtener los datos correspondientes a la edntid melanina adherida al implante
en ambos experimentos, se tomaron fotografias oancamara digita{(Olympus C-
5050 y Olympus DPJ1)2bajo un microscopio estereoscopico (Olympus SZHiHha
posteriormente cuantificar la melanina depositddadador del implante mediante un
programa para medir imagenes (Image tool 3.0). eamina, al ser un pigmento es
facil de reconocer ya que presenta un color cajénéChristensen, 2005, Stoehr,
2006). La medicién se llevé a cabo registrandodeesas oscurecidas alrededor del
implante. Para estimar el area cubierta por medasegntomaron tres fotos de cada uno
de 20 implantes. Se compararon estas tres medsdaslal correlaciones de Pearson, y
el resultado fue una correlacion positiva muy ebstaeentre la primera y segunda
medicion (r = 0.829, p = 0.003), la primera y teacemedicion (r = 0.776, p = 0.008) y
la segunda y tercera (r = 0.910, p = 0.001). Estyiese que la medicion de cada
implante no varia de acuerdo a la posicién del amig y que con una medicién basta

para obtener una valor confiable de melanina.

6.5 Conteo de huevos

Huevos retenidos

Las hembras que fueron sacrificadas para contawielero de huevos internos, se
disectaron con la ayuda de dos pinzas de micrdeirugoajo un microscopio
estereoscopico (Olympus SZX7). La diseccion sézieaeparando el abdomen del
resto del cuerpo, para asi exponer los dos ovanossus respectivas ovariolas, en
donde estan contenidos los hueybiy. 3). El valor del nUmero de huevos se obtuvo

con la ayuda de un contador manual (marca Barnibdelo B-410).
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Fig.3. Aparato reproductivo femenino de insectasn@do de Borror, 1971.

Huevos puestos
Con el mismo contador manual se hizo un registro@imero de huevos puestos por las
hembras de ambos experimentos. Cada algodon conaispa un periodo de cinco dias

consecutivos de oviposicion.

6.6 Andlisis estadisticos

Todos los datos fueron previamente analizados eomprieba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov. Esta prueba indic6 normalidadles residuales de todos los
datos excepto los datos de huevos puestos y daeigadsdn en los dos tratamientos. De
los datos obtenidos de produccién de huevos ettdeggrupos (0, 1 y 2 implantes), se
seleccionaron los diez primeros datos (cada univ&euate a cinco dias de puesta) para

homogenizar las muestras. Las pruebas estadisticesalizaron en el programa SPSS



versién 15.0, excepto las pruebas de medidas dagelas cuales se hicieron en
STATISTICA version 7.0 y las transformaciones déodaque se hicieron mediante

JMP versién 6.0.

Con los datos de produccién de huevos a lo largtietepo, se hicieron correlaciones

para observar la variacion de huevos retenidosydsipuestos en el tiempo (50 dlias

Para el experimento de costo del apareamiento $mlbespuesta inmune se comparo el
porcentaje de melanina presente en los retos irsndlegrupo de 1 implante y el de 2

implantes, mediante una prueba de t-Student.

Para determinar si existian diferencias en tamafie éos diferentes grupos (0, 1y 2
implantes) se hizo un andlisis de varianza. Lossdde produccion de huevos en los
tres grupos (control, 1 y 2 implantes) se analizazton un modelo general lineal de
medidas repetidas para comparar la produccion deosupuestos por los tres grupos a
lo largo del tiempo (50 dias), incluyendo el vatte fémur Il como covariable.

Ademas, para determinar las diferencias en la dahtde melanina presente en los
implantes seguln en orden de insericon (A o B) entye tratamientos (1 y 2 implantes)

se hizo un analisis de varianza de medidas repefidaa prueba de Tukey.



7. RESULTADOS

7.1 Produccion de huevos

El nimero de huevos retenidos (248.50 + 28.863)elaxiond positivamente con la
edad de la hembra (r = 0.307, P < 0.05, N = 5Q; #igAsi mismo, los huevos puestos
correlacionaron negativamente con el tiempo detpy@57.86 = 9.4395~ -0.262, P =

0.0001, N = 263; Fig. 5).
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Fig. 4. Relacion entre el numero de huevos retenpdo las hembras a lo largo del tiempo.
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Fig. 5. Relacion entre el nimero de huevos pudgstdsres acumulados) con el tiempo.



7.2 Costo del apareamiento sobre la respuesta inmein
Se encontraron diferencias significativag € -2.237, P = 0.036) en el porcentaje de
melanina medida en implantes de hembras aparea@ds 0.409) y hembras virgenes

(4.15 + 0.961), donde las segundas depositaronmmeémina en los implantes que las

primeras (Fig. 6).
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Fig. 6. Diferencia en el porcentaje de melaninaodi#gada en el implante de nylon entre

hembras apareadas y virgenes. Las barras indicdiasreerror estandar.

7.3 Costo de la respuesta inmune sobre la producaidle huevos

No hubo diferencias significativas entre los tansaéarporales (control: 0.300 + 0.004;
1 implante: 0.311 = 0.004; dos implantes: 0.301.@09) de los individuos de los
diferentes grupos ¢Fs=1.276, P = 0.291).

Se encontraron diferencias significativas en el enande huevos puestos a lo largo del

tiempo entre las hembras de los tres grupos (donino y dos implantes) (Cuadro 1;

Fig. 8).



SS df MS F p
Femur 138353 1 138352.8 2.237892 0.146705
Tiempo 88475 9 9830.5 0.926620 |0.502627
Tiempo*Femur 154488 9 17165.4 1.617994 0.110858
Tiempo*Tratamiento | 391247 18 21735.9 2.048814 |0.008428
Error 2482515 | 234 10609.0

Cuadrol. Resultados obtenidos a partir del modete@l lineal de medidas repetidas.
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Fig. 8. Relacion del numero de huevos puestos goimidividuos del grupo control y

los tratamientos (1 y 2 implantes) a lo largo a&hpo.

El andlisis de varianza de medida repetidas coddtss de melanizacion de implantes,
arroj6 diferencias significativas entre los tratemtos (fr 3= 12.703, P = 0.001). Hubo

diferencias significativas entre el porcentaje delamina presente en el implante A
(15.01 £ 2.16) y el implante B del primer tratante(24.09 £+ 3.50) (Prueba de Tukey,
P =0.0001) y de los implantes A (25.22 + 3.88) (4B.80 + 6.21) (Prueba de Tukey, P
= 0.0001) del segundo tratamiento. Esto indicé tpuesegunda vez las hembras

melanizaron mas que la primera. No hubo diferersigsificativas entre los implantes



A, pero si entre los implantes B de ambos tratatoge(Prueba de Tukey, P = 0.019;

Fig. 7).
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Fig. 7. Comparacién del porcentaje de melanina {Box) presente en los implantes segun el
orden de insercion (A y B) en ambos tratamiento® (W dos implantes). Las barras indican

medias + error estandar.

8. DISCUSION
Este estudio pretende entender si hay 0 no un @mnigo entre la respuesta inmune
dos aspectos de la reproduccion en el grillo comuheta domesticus, asumiendo que

la melanina es un recurso limitante y participaeros procesos.

Los resultados indicaron que existe un costo ddym@on de huevos, que se puede ver
reflejado a nivel de melanizacion. Las hembrassgiaparearon melanizaron menos el
implante en comparacion con las hembras virgens® iBdicaria que las hembras
apareadas invirtieron recursos continuamente hdaiaproduccion de huevos

disminuyendo su capacidad de respuesta inmunedigstaon el grilloAllonemobius



socius mostraron que, posterior al apareamiento, las hesnhrvieron reducciones
significativas en la carga de hemocitos, activilitich y encapsulaciéon (Fedorka et al.,
2004). En el caso de las hembras virgenes, auaquaén tuvieron un costo inicial de
produccion de huevos, éstos pudieron haber sidsoeaidos al no haber apareamiento
(Denlinger et al, 1978; Guillot, 1995). De manerae glos recursos inicialmente
destinados a la produccion de huevos (dentro aes ddl tirosina y la enzima FO)
pueden ser reutilizados por las hembras virgenedgras funciones, como en este caso,

al sistema inmune.

Un mecanismo que pudiera explicar la inversioneseinsos hacia una funcién u otra es
el efecto inmunosupresivo que puede tener el flgeiminal o el regalo nupcial del
macho sobre la hembra (Fedorka et al., 2004). Blaitéluido seminal del macho esta
conformado por péptidos que estimulan la producd&ila HJ, que es sintetizada en el
corpora allata de los insectos, con efectos positivos sobre jmodeiccion, como
aumentar la produccion y deposicion de huevos; prre también tiene efectos
negativos en otras caracteristicas como la supmwia, longevidad, resistencia al
estrés e inmunidad del insecto (Flatt et al., 20B8ntala et al (2003) demostraron que
en la especieTenebrio monitor, la HJ disminuye la actividad de la FO y la
melanizacion. De acuerdo con esto, las hembrasnégy al no aparearse, no tuvieron
estimulo que aumentara la produccion de HJ, ewtammhsecuencias negativas en la
melanizacion. La HJ puede actuar como un media€dosicompromisos que ocurren
entre las diferentes funciones del organismo (Fatal.,, 2005). En este caso, la HJ

estaria provocando un desvio de recursos haataduccion o la respuesta inmune.



Los resultados también indicaron que diferenteseless de reto inmunoldgico
desencadenan estrategias distintas de produccidmuelos. En los tres grupos de
hembras (control, 1 y 2 implantes) la cantidad devbs puestos a lo largo del tiempo
fue disminuyendo de la misma manera en la que analiclas primeras observaciones
de este trabajo. Sin embargo, el inicio de la mypcoion varid significativamente entre
tratamientos. Contrario a lo esperado, las hemtataslas con un implante mostraron
una elevada producciéon de huevos desde el digpGasta, incluso mayor que el grupo
control. Esto puede deberse a que las hembraselgrepo tuvieron un reto de menor
nivel, lo que quiere decir que tuvieron que dedioanos recursos a respuesta inmune
gue las hembras del tratamiento de dos implantesske sentido, el reto fungié mas
como una “alerta”, que como un costo que provocera&ompromiso entre las dos
funciones.

En el caso de las hembras retadas con dos implentestrategia de produccion de
huevos se reflejo en la disminucion de la ovipasialesde los primeros dias de puesta
y permanecié siempre por debajo de los nivelesrddugcion de huevos del grupo
control. En este caso si podriamos estar hablaadondcompromiso de asignacion de
recursos, ya que, dado que el nivel de reto inntgicd fue mayor (el doble), el costo
también aumentd y se vio reflejado a nivel de paaeuccion.

El bajo nUmero de huevos puestos se pudo debefadtdade recursos indispensables
para la buena formacién del corion de los huevosoces la melanina que es esencial
para evitar dafios mecanicos en lo huevos, conmdsskcacion y como se ha visto que
ocurre en los huevos del mosquiedes Aegypti (Li & Christensen, 1993). Ademas,
Zografou et al (2001) demostraron que la deficerde tirosina y fenilalanina en
adultos de la mosca del olivo, lleva a una bajadpecoion de huevos y a

malformaciones del corion. Los resultados sugigrenen este caso las hembras dieron



prioridad a la respuesta inmune o, en otras paabmala supervivencia. Si la
supervivencia esta amenazada, como nos sugiereresoftados del grupo de dos
implantes, en donde, al parecer, los retos fueronsolamente costosos sino
devastadores, las hembras no tuvieron otra opciéjormgue la de sobrevivir, y
aguellas que lo lograron pudieron mantener la praidn de huevos al maximo posible,

de acuerdo con la cantidad de recursos disponibles.

Los resultados de ambos experimentos demuestrarsigeriste un compromiso de
asignacion de recursos, ya sea directamente deimeela indirectamente de enzimas y
precursores, entre la respuesta inmune via enemp&ulmelandtica y la produccion de
huevos en el grillo comUAcheta domesticus, siempre y cuando el reto inmune sea lo

suficientemente costoso.

Otro resultado interesante mostré que en ambaatiantos, la primera vez que las
hembras encapsularon el reto, destinaron menordadntie melanina que la segunda
vez. Hay dos posibles explicaciones para estodtadss. La primera es la llamada
respuesta anticipatoria o “priming” (Kurtz & Fra2003) en el sistema inmune y
sugiere que éste puede reaccionar mejor si logtébrados han sido previamente
expuestos a patdgenos antigénicamente similaresadm similar fue descrito en el
trabajo de Canales-Lazcano (2007) quien observo gyilles expuestos a un reto
inmunoldgico aumentaron significativamente el grodel exoesqueleto, no s6lo mas
gue el grupo de dos implantes sino que tambiénguésl grupo control. En este caso
el autor sugiere un tipo de respuesta anticipatoria futuros patégenos, destinando los
recursos a aumentar el grosor del exoesqueletcadena que se pueda impedir el cruce

de patdgenos a través de esta barrera fisica. slbl@anecanismo puede estar basado



en los AMP’s que se producen de 1-4 horas desmléeabnocimiento del cuerpo
extrafio y pueden durar en la hemolinfa por hasen®&nas, lo cual es muy conveniente
para encuentros subsecuentes con patdgenos (Sdhemutel, 2005). El “priming”
también puede explicarse por un aumento en la pod@lu de hemocitos después de la
primera implantacion (Little et al., 2004), espieeifnente lamelocitos que son los
encargados de rodear el implante y producir medarias avispas parasitoides activan
la proliferacion de hemocitos y la diferenciaciéa thmelocitos (ver Brennan &
Anderson, 2004). Esto podria sugerir que el impldanhciona en los grillos da.
domesticus como un estimulo similar al de la larva de unaeviparasitica (principal
parasitoide de los grillos) y que probablementeé exttivando la proliferacion de
lamelocitos también conveniente para futuras indees. Otra posible explicacion;
propuesta por algunos autores (Loehle, 1995; M@&fl@2) plantea que los organismos
pueden modificar la expresiéon de ciertas conducas el objetivo de evadir
infecciones. Una conducta podria ser aumentarrewoo de alimento, sugiriendo que
las hembras al tener una mayor ingesta de alimélioe una mayor cantidad de

recursos (M. Moreno Garcia, comunicacion personal).



9. CONCLUSIONES

1. Existe un compromiso de asignacion de recursde el sistema inmune y la

reproduccion.
1.1 El apareamiento y producciéon de huevos afesg@ativamente la capacidad
de respuesta inmune celular via melanizacion. lemsbinas que tienen por lo
menos un evento reproductivo, reducen su capaadiidadnelanizar el reto
inmunoldgico.
1.2 La respuesta inmune celular via melanizacidasay después de la ultima
muda reduce la frecuencia de oviposicion en elogebmuan, y el compromiso
se ve reflejado en el grupo de dos implantes exaltan produccion de huevos
disminuyo desde el inicio del ciclo reproductivan kblo implante permite a las
hembras llevar estrategias de supervivencia y dejaon distintas al grupo

control.

10. PERSPECTIVAS
Me parece importante probar si estas respuestaseextambién bajo condiciones
naturales ya que en los estudios de laboratoripriesiones de seleccion natural estan

ausentes.

Es importante abarcar los temas de distribuciderelificial de recursos desde el punto
de vista hormonal ya que muchos de los procesasodfigcos estan regidos por las
hormonas. Para este caso me parece esencial haetrap donde se manipule las
concentraciones de HJ en las diferentes etapas dd del grillo y sobretodo durante

su fase reproductiva.



Por otro lado, seria interesante hacer pruebaspir\dvencia de los huevos de los tres
grupos. Aungque méas mediciones de efectos en laupcaih de huevos mostraron
diferencias en nimero, otra variable importanteedimes el tamafo de los huevos, lo
cual tiene que ver con la cantidad de nutrientegados y posible supervivencia para
los huevos. Por ejemplo, esperaria que las hengorasin reto inmunoldgico agudo,

destinaran méas nutrientes a sus huevos.
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