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RESUMEN

Se ha propuesto que los caracteres sexuales secundarios son sefiales honestas mediante las
cuales las hembras reconocen la condicion de los machos con los cuales van a aparearse. La
resistencia a patogenos forma parte de la condicién y por ello las hembras prefieren
aparearse con machos que tienen bajos niveles de patdogenos o que no estan infectados. Las
feromonas sexuales se consideran sefiales que reflejan la inmunocompetencia que presentan
los machos, ya que son costosas de producir, se secretan en bajas concentraciones y
cambian cuantitativamente en periodos cortos de tiempo. Se cree que la produccion de
feromonas y las funciones inmunes son dependientes entre si, por lo cual al exponer a los
machos ante un reto inmune ocurrird una disyuntiva entre invertir recursos hacia la sintesis
de feromonas o atacar al patogeno. En el escarabajo Tenebrio molitor, se sabe que los
machos producen feromonas para atraer a las hembras y de acuerdo con la hipdtesis del
handicap se esperaria que éstos al enfrentarse con un reto inmune no sean tan atractivos
para las hembras en comparacion con los machos sanos. En este estudio se puso a prueba la
eleccion femenina en T. molitor entre machos de buena condicion y machos con un reto
inmune (dos tratamientos: retados con implantes de nylon y retados con un hongo
entomopatogeno, M. robertsii). Se esperaba que la eleccion de las hembras tuviera un
efecto sobre su progenie a nivel de nimero de huevos puestos, volumen y porcentaje de
eclosion de los huevos, asi como concentracion de proteinas y lipidos totales. Se encontrd
que: 1) Las hembras eligieron mas a machos infectados por el entomopatdgeno, 2) no hubo
diferencia en el numero de huevos entre tratamientos, 3) los huevos de tratamientos con
retos inmunes presentaron una menor eclosion, 4) los huevos del tratamiento de machos
retados con el hongo fueron de menor volumen, 5) no se encontraron diferencias en cuanto
a la concentracion de proteinas totales y 6) la concentracion de lipidos totales fue menor en
los tratamientos manipulados. Una interpretacion de estos es que los machos estan
recurriendo a la inversion terminal para aumentar su atractivo en lugar de combatir contra
el reto inmune, ya que la eleccion de las hembras no parece ser benéfica para su progenie.



INTRODUCCION

Teoria de la Seleccién Sexual

Darwin desarrollé en “El origen de las Especies” (1859) y mas ampliamente en “El Origen
del Hombre y la Seleccion en Relacion al Sexo™ (1871), un tipo de seleccion natural, al que
nombr6 seleccion sexual. Este proceso fue una explicacion para entender por qué se
mantenian ciertos rasgos que no estaban involucrados con la supervivencia, sino que mas
bien la reducian y por lo tanto no concordaban con la forma de actuar de la seleccion
natural. Darwin definid a la seleccion sexual como la ventaja que tienen ciertos individuos
sobre otros del mismo sexo y especie, en relacion exclusiva para la reproduccion. A estos
rasgos sobre los cuales actia la seleccion sexual los denomind como caracteres sexuales
secundarios y ejemplos de ellos son los cuernos, coloraciones llamativas y cantos

elaborados (Darwin 1871).

La seleccion sexual a su vez puede separarse en dos en dos rubros: la seleccion intrasexual
en la que los individuos de un mismo sexo, generalmente los machos, compiten entre ellos
para tener acceso a la copula. Por ejemplo, los machos del borrego cimarrén y alces,
utilizan sus largas astas para pelear con otros machos, y son los machos con astas mas
largas que tienen mas éxito de copular con las hembras, que los machos de astas mas cortas
(Miller y Somjee 2014). La segunda es la seleccion intersexual en la que los individuos de
un sexo, generalmente las hembras, son las que eligen con quien aparearse. Por ejemplo, las
hembras del ave estornino Sturnus vulgaris, eligen a los machos que presentan cantos muy
elaborados, mientras que en el caso del pavo real Pavo cristatus, las hembras prefieren a los

machos con los plumajes mas vistosos (Petrie et al., 1991; Martin-Vivaldi y Cabrero,

2002).

Dentro de la seleccion sexual también vamos a encontrar el conflicto entre sexos, que de
acuerdo con Macias (2002) puede definirse como toda aquella manifestacion de las
diferencias en los intereses genéticos de machos y hembras relacionadas con la formacién
de parejas reproductivas. Para entender no solo el conflicto entre sexos, sino también el

origen de la reproduccion sexual, asi como el dimorfismo sexual, debemos de tener
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presente el papel que tiene la anisogamia. La reconstruccion de la historia de la seleccion
sexual, parte del supuesto de que la isogamia (misma forma de los gametos) fue la
condicidn originaria y primitiva, mientras que la anisogamia (dimorfismo gamético) es la
forma derivada, producto de la seleccion natural (Bjork y Pitnick, 2006). Para que la
formacion del cigoto sea exitosa, se requiere que los gametos cuenten con los recursos
necesarios y por otro lado la movilidad para encontrarse. La seleccion natural por lo tanto
estaria favoreciendo dos estrategias alternativas: a) la maxima movilidad sacrificando la
cantidad de reservas y b) la maxima acumulaciéon de recursos para el desarrollo,
sacrificando la movilidad. Es por ello que uno de los tipos de seleccion natural, la seleccion
disruptiva, puede explicar el surgimiento de un gameto grande, con muchos nutrientes y
costoso como lo es el ovulo, y un gameto pequeiio, mévil pero con pocos recursos, como el

espermatozoide (Kokko et al., 2006).

En 1948, Bateman encontr6 en Drosophila melanogaster que en los machos la relacion
entre el éxito del apareamiento y la fertilidad parece lineal, de tal manera que su €xito se ve
limitado por el mimero de veces que pueden aparearse. Por el contrario en las hembras
observo que la relacion era muy diferente y sus limitaciones se encontraban en su capacidad
para producir los huevos y ganar muy poco (en términos del nimero de descendientes) al
copular con varios machos. Esto se conoce como el Principio de Bateman, en donde queda
expuesto el conflicto de intereses entre los machos y las hembras, al ser los 6vulos
energéticamente costosos y por ende escasos, se convierten en el recurso limitado por el
que compiten los espermatozoides que son abundantes por ser mas baratos. Promoviendo
que la seleccion favorezca la capacidad competitiva por parte de los machos y la

selectividad por parte de las hembras (Jones et al., 2000).

Existen diversas hipotesis para explicar la evolucion de la eleccion femenina. En los afios
treinta, Fisher propone el concepto de proceso desbocado para referirse al hecho de que una
caracteristica que originalmente se encontraba en los machos de una poblacidén por motivos
adaptativos, puede cambiar si las hembras prefieren aparearse con los machos que poseen
este caracter mas desarrollado (Macias 1993). Tanto la sefializacion por los machos como la

preferencia de las hembras, derivan en un proceso de retroalimentacion positiva, conocido



como seleccion desbocada o “runaway selection” (Fisher 1930). Este proceso requiere de
un gen que codifique para la expresion del ornamento en los machos y un gen responsable
de la preferencia de las hembras por tal ornamento. Como consecuencia ambos genes se
heredardn juntos mediante el desequilibrio gamético. Sin embargo, la presién que estan
ejerciendo las hembras sobre los ornamentos, provocaria que cada vez éstos fueran mas
conspicuos, hasta tal punto que empezarian a ser castigados por la seleccion natural, ya que,
por ejemplo, al ser tan llamativos estarian también atrayendo con mayor facilidad a los
depredadores y por lo tanto disminuyendo sus probabilidades de sobrevivir. Posteriormente
Wheatherhead y Robertson propusieron la hipdtesis del hijo sexy, la cual predice que los
caracteres sexuales secundarios en los machos, representan solo mayor atractivo para las
hembras, por lo cual éstas compensan su ¢€xito reproductivo aumentando el numero de
descendientes debido a su atractivo (Wheatherhead y Robertson, 1979; Contreras et al.,
2005; Huk y Winkel, 2008).

Por otra parte, Zahavi en los afios setentas, propone la hipdtesis del handicap, de los buenos
genes o principio de las desventajas, que a diferencia de Fisher, plantea que los ornamentos
elaborados son un reflejo o una respuesta honesta de la condicion de los individuos. Zahavi
llegd a esta conclusion al plantear que producir y mantener estas sefiales es costoso, y por
lo tanto deberian de ser indicadores de que los individuos que los expresan también poseen
buenos genes y que indirectamente las hembras estarian eligiéndolos para asegurarse que

sus hijos también los tendran (Zahavi 1977).

En aquellas especies en las cuales los machos unicamente proporcionan gametos, la
adecuaciéon de las hembras solo aumentara a través de la adecuacion que posea su
descendencia (Kokko et al., 2003). Es decir, que las hembras al discriminar entre los
machos por la calidad de las sefiales que despliegan, aumentan su €xito reproductivo al
producir crias de alta calidad (Simmons 1987; Andersson y Simmons, 2006). Por ejemplo
en algunas especies de aves, las plumas de la cabeza y de la cola, pueden ser buenas
indicadoras de la calidad del macho, en las viudas del paraiso de cola larga (Euplectes
progne), las hembras presentan una coloracién marrén con pequefias manchas oscuras y

una cola corta, mientras que los machos son de mayor tamafio, de color negro brillante y



franjas alares rojas, asi como una cola de casi medio metro de longitud. Andersson
manipuld la longitud de la cola de los machos teniendo tres tratamientos: el control a los
cuales se les cortd la cola y se les volvid a pegar, el tratamiento con cola corta y el
tratamiento con cola mas larga a los cuales se les pegd la cola recortada del tratamiento
anterior, y obtuvo que los machos del tratamiento de colas mas largas consiguieron atraer a
su territorio cuatro veces mas hembras en comparacion con los otros dos tratamientos
(Andersson 1982). Otro ejemplo lo encontramos en los grillos (Gryllus bimaculatus), las
hembras que se aparean con machos de mayor tamafio, tienen un mayor niimero de huevos,

en comparacion con las que se aparean con machos de menor talla (Simmons 1987).

En otro ejemplo, en ¢l pez Poecilia reticulata se ha encontrado el mismo patrén que en los
insectos, las hembras prefieren aparearse con machos de tallas grandes, colas largas y
patrones brillantes de coloracidn; cuando copulan con éstos la descendencia presenta una
mayor tasa de crecimiento, y en particular las crias hembras presentan un mayor
rendimiento reproductivo, es decir que el handicap gana por la via de las hijas, ya que éstas
heredan los buenos genes pero no asumen las consecuencias de expresar el ornamento
(Reynolds y Gross, 1992). Ademas de los beneficios de elegir un buen macho, en las
palomillas de la especie Utetheisa ornatrix, las hembras obtienen tanto beneficios directos
como indirectos al aparearse con machos de mayor tamafio, ya que los huevos son menos
depredados debido a los alcaloides que el macho da a la hembra junto con el esperma, y por
otro lado la progenie tiene mayor éxito en el cortejo y la fecundidad, al heredar la masa

corporal (Iyengar y Eisner, 1999).

Al aparearse las hembras también tienen que evaluar otras inversiones, ya sea en su
crecimiento y supervivencia o en otros eventos reproductivos (Vincent et al., 1994). De
acuerdo con la hipotesis de asignacion diferencial, los individuos que se aparean mas de
una vez deben valorar cuanto van a invertir en la reproduccion con su actual pareja,
teniendo en cuenta las posibles parejas en un futuro (Kokko y Johnstone, 2002). Es decir,
que esta asignacion diferencial de los recursos, permite regular la inversion de acuerdo con
el atractivo de la pareja actual (Loyau et al., 2007), dado las probabilidades de encontrar

una pareja de mayor calidad posteriormente (Burley 1988; Sheldon 2000). Por lo tanto



predice que se asignaran mas recursos a la progenie cuando la pareja sea de mayor calidad,
y menor cantidad de recursos o incluso evitar aparearse, cuando ésta sea de menor calidad
(Braga et al., 2010). Estos recursos adicionales pueden expresarse como un aumento en el
tamafio de los huevos (Kolm 2001), el nimero de huevos (Locatello y Neat, 2005), en

anticuerpos (Saino et al., 2003) y nutrientes como lipidos y proteinas (Braga et al., 2010).

Resistencia a patdgenos

Una de las propuestas mejor estudiadas de la hipotesis del handicap, fue realizada por
Hamilton y Zuk (1982), al estudiar la relacion de los caracteres sexuales secundarios y la
resistencia a los parasitos. Estos autores sugirieron que las hembras prefieren aparearse con
machos que exhiban sefiales sexuales vistosas por ser los mds sanos y resistentes a
patdgenos. Por ello, las hembras prefieren a machos no infectados o con bajos niveles de
parasitos y patogenos, ya que éstas obtienen beneficios directos como regalos nupciales,
mayor calidad del esperma y por lo tanto una mejor fecundidad; asi como beneficios
indirectos, por ejemplo que sus hijos sean mas resistentes a los pardsitos y una mayor
dedicacion al cuidado parental (Worden et al., 2000). De tal manera que, al evitar aparearse
con machos enfermos, las hembras reducen el riesgo de infectarse, obtienen una mayor
inversion por parte del otro sexo y aumentan la resistencia de su progenie hacia los
parésitos. La relevancia que tuvo esta version de la hipotesis del handicap, es que tiene una
extensa aplicacion, al ser los patogenos agentes de seleccion ampliamente extendidos.
Ademas la rapida evolucidn de los patdgenos promueve que se genere variacion y que por
lo tanto la resistencia a éstos siga confiriendo una ventaja para los individuos que la portan

(Hamilton y Zuk, 1982).

Pero cuando el sistema inmune se enfrenta contra parasitos y patdgenos, es posible que
también se altere la percepcion de la probabilidad de sobrevivir del organismo, ya que cada
infeccion representa una amenaza en su supervivencia (Sadd et al.,, 2006). Si esta
probabilidad es percibida como muy baja, el organismo decide invertir todos sus recursos
hacia la reproduccion (Agnew et al., 2000). Esta inversion puede traducirse en el aumento

de los caracteres sexuales secundarios que son atractivos para las hembras, con el fin de que
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los machos aumenten sus probabilidades de apareamiento, con lo cual las sefiales que estan
recibiendo las hembras no son honestas en términos de la condicion de salud que presentan

sus parejas.

Comunicacién quimica y las feromonas

La comunicaciéon quimica entre los sexos se produce en muchas especies de los tres
dominios. Existe una amplia diversidad en los mecanismos de mediacién para esta
comunicacion, dando como resultado el dimorfismo sexual entre el emisor y el receptor.
Por ejemplo las hembras de las lampreas (Petromyzon marinus) son atraidas por la
testosterona y otros compuestos que se encuentran en la orina de los machos; mientras que
en los lagartos como las iguanas (lguana iguana), se observa que los machos liberan
feromonas sexuales a través de grandes glandulas femorales, secreciones que permiten
informar sus niveles de andrégenos, asi como su estatus de dominancia, entre otros
atributos (Penn y Potts, 1998). Las sefiales quimicas como las feromonas, no han sido del
todo estudiadas, pero éstas también pueden anunciar la salud o condicién de los individuos
(Penn y Potts, 1998; Martin y Lopez, 2000), de hecho se ha propuesto que son indicadores
mas eficaces y directos que los rasgos morfologicos (Endler 1993; Penn y Potts, 1998). Ya
que las sefiales quimicas proporcionan informacidn acerca de la compatibilidad genética,
que tienen los individuos respecto a los loci que controlan el reconocimiento inmune de

parasitos.

Las feromonas son sustancias que han evolucionado, un individuo las secreta e influyen
sobre la conducta de otro individuo de la misma especie, a favor del que las libera (Wyatt
2003). Las feromonas pueden clasificarse segiin su funcidon, en feromonas sexuales y
feromonas de agregacion. Por ejemplo, en los ratones (Mus musculus) los machos liberan
feromonas sexuales que tienen un efecto en las funciones neuroenddcrinas de las hembras,
como son la aceleracion de la pubertad y la induccion del celo, asi como desencadenar
conductas asociadas con la atraccion (Halpern y Martinez-Marcos, 2003). En la mayoria de
los lepidopteros, las feromonas sexuales son liberadas por las hembras, para que los machos

puedan localizarlas desde grandes distancias (Roelofs y Cardé, 1977). Algunos ejemplos de
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feromonas de agregacion los encontramos en los machos de varias especies pertenecientes a
la subfamilia Cerambycinae (Lacey et al., 2007), o los machos de la langosta del desierto
Schistocerca gregaria, cuya feromona de agregacion cambia cualitativa y
cuantitativamente, dependiendo de si se criaron con otros machos o fueron solitarios (Rono
et al., 2008). Las feromonas podrian ser un buen indicador de la condicion en la que se
encuentra el individuo en ese momento, dado que éstas cambian cuantitativamente en
periodos de tiempo cortos, ademas de ser secretadas en pocas cantidades, dado que son

costosas si se sintetizan de novo (Ahtiainen et al., 2005).

El costo metabdlico que implica la produccion de feromonas es bajo en comparacion con el
costo de otras sefiales, por ejemplo mientras que en el escarabajo Anthonomus grandis, los
machos Unicamente invierten 0.2% de su peso corporal para producir una feromona sexual
(Hedin y Mitlin, 1974), los grillos machos gastan mas de la mitad de su energia en producir
el canto (Prestwich 1994). Sin embargo este bajo costo no es una generalidad, ya que en
algunas especies como los ratones las feromonas que liberan en la orina, representan una
cantidad enorme de recursos utilizados. Y también se debe tener en consideracion los
costos en tiempo y energia que se necesitan para recolectar los precursores de feromonas o

las misma feromonas, en las especies que no pueden sintetizarlas (Penn y Potts, 1998).

Especie de estudio: Tenebrio molitor

El escarabajo Tenebrio molitor pertenece a la familia Tenebrionidae y es una plaga de
productos almacenados como cereales y granos, de aqui su nombre comun: gusano de
harina (mealworm). Presenta wuna distribucion cosmopolita pero se encuentra
principalmente en las regiones templadas de las latitudes del norte (Bousquet 1990; Hill
2003). Hill (2003) reportd que tras el apareamiento las hembras pueden llegar a ovipositar
hasta 500 huevos.

La etapa de huevo es la de menor duracion, ya que las larvas eclosionan a partir de los 10 a
12 dias, a una temperatura aproximadamente de 20°C. El estadio larval es el que mas varia

en cuanto a duracion (de 1 a 4 meses), por lo cual los individuos pueden pasar por 9 a 20
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mudas. En la siguiente etapa del ciclo encontramos la pupa, que es del tipo exarata, es decir
que los apéndices son libres y no pegados al cuerpo (Spang 2013). Veinte dias después de
la pupacion, emerge el adulto de 15 mm aproximadamente y que ain es inmaduro. En un
principio exhibe una coloracidén blanquecina que va cambiando hacia una rojiza-marrén

hasta llegar a un negro, lo cual indicaria que ya es maduro sexualmente (de 12 a 15 dias).

La esperanza de vida como adulto del gusano de la harina va de uno a tres meses, por lo
cual el ciclo de vida completo puede ser de 280-630 dias (Spang 2013), aunque se debe de
tener en consideracion que la duracion de las diferentes etapas, puede aumentar o disminuir
dependiendo de las condiciones ambientales (Connat et al., 1991). Por ejemplo para que el
organismo se convierta en una pupa, tanto la temperatura como la humedad son factores

determinantes.

ESS R S PPER N —— ~ P S AP P Cr: ~ PSSR PR

Figura 1. Fases del ciclo de vida de Tenebrio molitor, mostrando de izquierda a derecha: adulto, pupa, larva y

huevo.

El sistema de apareamiento de T. molitor es poliginandrico. En esta especie las hembras son
atraidas por las feromonas que los machos producen (Happ 1969; 1971; Tanaka et al.,

1986). Cuando los machos son expuestos ante un reto inmune, se ha visto que su atractivo
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se reduce (Sadd et al., 2006; Vainikka et al., 2007; Worden y Parker, 2005;), es decir, que
las hembras ya no los prefieren como pareja, quizd por la posible disminuciéon en la
produccién de la feromona (Worden et al., 2000), dado que invierten sus recursos para
activar el sistema inmune. Estos trabajos parecen concordar con la hipotesis del handicap y
mas especificamente con la propuesta de Hamilton y Zuk, en donde las hembras evaltan
mediante los caracteres sexuales secundarios, la resistencia contra patdogenos que presentan
sus posibles parejas. En contraste con estos resultados, en 2010 Kivleniece et al., al retar a
los machos con implantes de Nylon, obtuvieron en las pruebas de eleccion, que los machos
que solo eran retados una vez eran menos atractivos que el grupo control, a diferencia de
los machos que se exponian al reto inmune repetidas veces, los cuales eran mas atractivos

incluso que los machos sanos.

Sin embargo los retos inmunes que se han utilizado en contra de Tenebrio molitor, en su
mayoria no son patéogenos biologicos, como los implantes de nylon, mientras los que si son
organismos, no son enemigos naturales de este insecto, como la tenia de rata Hymenolepis
diminuta. Es por ello que en el presente trabajo se quiere poner a prueba la eleccion
femenina en T. molitor, entre machos en buena condicién y machos infectados por un

entomopatodgeno, y como su decision tiene un efecto en la progenie.
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HIPOTESIS

% Las hembras elegiran pareja en funcion del estado de salud de los machos.
% La eleccion femenina en Tenebrio molitor por machos en buena condicion de salud,

repercutira en la calidad de la progenie.

PREDICCIONES

% Las hembras de T. molitor elegiran con una mayor probabilidad a machos no
retados.

¢ Las hembras que copulen con machos retados, ovipositaran un numero menor de
huevos, su nimero de eclosidn serd bajo y presentardn menores concentraciones de

proteinas y lipidos totales.

OBJETIVOS

e Investigar la preferencia de las hembras de T. molitor por machos de buena
condicioén frente a machos de mala condicion.

e Comparar el éxito en la preferencia femenina, entre machos de T. molitor infectados
con un entomopatogeno y retados con implantes de nylon.

e Medir la calidad de los huevos de los distintos tratamientos, mediante el nimero, la

eclosion y las concentraciones de proteinas y lipidos totales.
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METODOLOGIA

Cria de Tenebrio molitor

Los escarabajos de Tenebrio molitor se obtuvieron de cuatro diferentes centros
comerciales: Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la UNAM y Cuautitlan Izcalli del
Estado de Meéxico; del D.F. se obtuvieron de la Magdalena Mixhuca y Venustiano
Carranza. Individuos de las cuatro colonias de insectos se mezclaron para evitar depresion
por endogamia (pérdida de variacion genética debido a homocigosidad) y se obtuvo una
sola colonia, a partir de esta colonia seis meses después se obtuvieron los insectos para los

experimentos.

Los insectos fueron criados con salvado de trigo (de la marca comercial Maxilu) y una
rebanada de manzana como fuente de agua, cada semana se les proporciono la rebanada de
manzana. Las larvas se incubaron a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) con un
fotoperiodo de dia y noche (12 horas de luz y 12 horas de obscuridad). Los individuos de la
colonia se encontraban separados en grupos de 100 a 200 insectos en cajas circulares de
plastico (27 cm de diametro x 11.3cm de alto). Las pupas fueron colectadas de la colonia y

sexadas mediante la inspeccion morfoldgica del octavo segmento abdominal (Bhattacharya

etal., 1970) (Figura 2).

Figura 2. Determinacion del sexo en pupas de Tenebrio molitor, a partir de las estructuras presentes en el

octavo segmento abdominal. A la izquierda se presenta una hembra y a la derecha un macho.
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Bioensayo con hongo entomopatdgeno

Origen y cultivo del hongo entomopatégeno

El hongo entomopatogeno Metarhizium robertsii (ARSEF 2134) se obtuvo de la coleccion
de hongos entomopatogenos del servicio de investigacion agricola del departamento de
agricultura de los Estados Unidos (ARSEF-USDA). El aislamiento fue conservado en
glicerol al 10 % a -80°C.

Preparacion del inoculo

El hongo M. robertsii se sembré en placas con medio Agar Dextrosa Sabouraud (ADS) y se
incubaron las placas por 15 dias a 28°C en obscuridad. Los conidios fueron separados del
micelio a los 15 dias de cultivo, raspando la superficie de la placa con un bisturi. El micelio
y los conidios se mezclaron en una solucion de Tween 80 al 0.03%. La mezcla se agitd por
5 minutos en un agitador vortex y se filtro a través de una malla de algodon (pafialina) para
separar el micelio de los conidios. El conteo de conidios se llevo a cabo con una camara de
Neubauer. El porcentaje de viabilidad de los conidios utilizados en el experimento fue
estimado usando la técnica de conteo en placas de ADS (Goettel e Inglis, 1997). El
porcentaje de viabilidad fue mayor del 95 %.

Determinacion de la ClLsg

Cinco grupos de 15 machos de Tenebrio molitor fueron inoculados con cinco
concentraciones de M. robertsii: 1 x 108, 1 x 107, 1 x 10%, 1 x 103 y 1 x 10* conidios/mL y
un sexto grupo correspondid al testigo. Las concentraciones de conidios y el testigo se
prepararon en un tubo Falcon de 50 mL con 10 mL de Tween 80 al 0.03%. Los insectos
fueron inoculados sumergiéndolos en la suspension de conidios durante cinco segundos y
secados en una caja de Petri de 9 cm de didmetro con papel filtro Whatman No. 1 en el
fondo. Cada individuo se coloc6 en una cavidad de una placa de 12 pozos. Las cajas con los

insectos se incubaron durante 10 dias a 25°C y 90% de humedad. En las cavidades donde se
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incubaron los insectos contenian un poco de salvado. Los machos tenian una edad de 12 a
15 dias y pesaban entre 0.9 a 0.12 g. La mortalidad se registr6é cada 24 horas durante diez
dias. Los insectos muertos se incubaron a 25°C en cajas Petri de 5 cm de diametro con
papel filtro himedo, para promover la esporulacion y confirmar que la muerte se debi6 al

hongo.

Los datos de mortalidad del dias 5, se usaron para determinar la concentracion letal
cincuenta (CLsp) mediante el analisis Probit usando el software POLO PLUS (LeOra
Software 2002). La CLsy, es una estimacion de la concentracion de una sustancia o un
patogeno que produce la muerte del 50% de la poblacion expuesta en un tiempo
determinado. La CL 5o que se estimO fue de 3.9X10° conidios/mL con un intervalo de

confianza al 95 % de 8.11X10*-1.43X10° conidios/mL.

Ensayos de eleccion

Pruebas de eleccién femenina

Para los ensayos de eleccion se establecieron cuatro experimentos conformados por los
siguientes tratamientos: 1) Control negativo (-) vs. Control positivo (+), 2) Control positivo
(+) vs. Retados con implantes, 3) Control positivo (+) vs. Retados con el hongo y 4)
Retados con el hongo vs. Retados con implantes. EI Control negativo (-) Gnicamente se
comparé con el Control positivo (+) para saber si la manipulacion, que no implica un reto
inmune, tiene un efecto en la preferencia femenina. Los tratamientos se formaron
aleatoriamente con 30 machos de entre 12-15 dias de edad, etapa en la que son maduros

sexualmente (Gerber 1976).

El tratamiento Control negativo (-) consistid en que a los individuos de este grupo no se les
realizé ninguna manipulacidn, el Control positivo (+) consistid en sumergir a los individuos
en Tween 80 al 0.03% y los individuos Retados con el hongo fueron infectados con una
concentraciéon aproximada a la CLsy de 3x10° conidios/mL de M. robertsii. El

procedimiento de infeccion de los machos de tenebrio fue siguiendo el protocolo que se
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utilizd para determinar la CLso. Por otra parte, a los machos de T. molitor retados con un
reto artificial, se les insertaron tres pedazos cilindricos de nylon de 2 mm de largo y 0.5 mm
de didmetro. Los implantes se insertaron entre el segundo y tercer esternito abdominal de
los machos. Los implantes de nylon se encontraban en etanol al 96 % antes de insertarlos

en los insectos.

La insercion de implantes de nylon como retos inmunes ha sido utilizada ampliamente en
insectos para investigar la respuesta inmune celular (Wiesner y Gotz, 1993; Contreras-
Garduno et al., 2006), ya que el implante provoca la agregacion de hemocitos y un deposito
de melanina que aisla al implante (Gillespie y Kanost, 1997). Los grupos de insectos se
retaron con los tratamientos tres dias antes de las pruebas de eleccion, para activar el

sistema inmune.

Las pruebas de eleccion se llevaron a cabo en un cuarto oscuro con luz roja. Se utilizé un
olfatometro con dos brazos (ver Figura 3). Este dispositivo permite que dentro circule un
flujo de aire, de tal manera que los insectos pueden elegir entre las dos opciones que se les
presentan (Malo y Rojas 2012). Est4 disefiado sobre todo para la evaluacion de volatiles en
insectos de pequefio tamafio (Malo y Rojas 2012). Se utilizaron treinta hembras virgenes
por tratamiento, con aproximadamente una edad de 20 dias, etapa en la cual ya son

totalmente maduras sexualmente (Gerber 1976).

Los machos, uno de cada tratamiento dependiendo el experimento, se colocaron
aleatoriamente en los “brazos” del olfatometro, los cuales a su vez estan conectados a una
bomba de aire que permitira el arrastre de los volatiles hacia el tubo en “Y”. Las hembras se
colocaron en el puerto de liberacion para su aclimatacion durante 2 minutos, transcurrido
este lapso de tiempo se abrio la compuerta para permitir el acceso al tubo en “Y”, se
observod y registrod la conducta de la hembra frente a los estimulos durante un maximo de 3
minutos, dando un total de 5 minutos por cada ensayo. Se consider6 que la prueba
terminaba una vez que la hembra eligid6 uno de los “brazos” (derecho o izquierdo) del
olfatdmetro. En cada repeticion la hembra fue remplazada, de la misma manera los machos

también se sustituyeron y se colocaron de manera aleatoria en los puertos. El puerto de
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liberacion, el tubo en “Y” y los “brazos” del olfatometro, fueron lavados con etanol cada 15
repeticiones para evitar posibles sesgos (Rios-Delgado et al., 2008), dejando que el

solvente se evaporara durante 15 minutos con ayuda de un ventilador.

Andlisis estadistico

Los resultados entre replicas, es decir, las elecciones hechas antes y después de limpiar el
olfatometro, fueron similares, por lo cual se analizaron y graficaron en conjunto, en lugar
de hacerlo por separado. Las frecuencias del nimero de machos elegidos por las hembras
en los diferentes experimentos se analizaron mediante la prueba G (Sokal y Rohlf, 1995) en

el programa estadistico R.

Durante las pruebas, también se registr6 el tiempo que tardaron las hembras en hacer su

eleccion. Estos datos se analizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Figura 3. Olfatdmetro de una via con decision doble en Y. A) Brazos: sitio que alberga a los machos de cada
tratamiento. B) Puerto de liberacion: sitio en el que se lleva a cabo la aclimatacion de las hembras. C)
Acercamiento al “brazo” en donde se muestra la compuerta con poros, que separa a los machos de las

hembras.
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Efectos sobre la descendencia

Pruebas de eleccion femenina

Para conocer los efectos de la eleccion de las hembras de T. molitor sobre su descendencia,
se llevd a cabo un ensayo de eleccion femenina como anteriormente se describid, con la
diferencia de que se aumentd el niimero de individuos, usando en total 40 machos por
tratamiento y 40 hembras por experimento. Por ello, el olfatometro se lavd con etanol en
lugar de cada 15 repeticiones, cada 20 repeticiones. Una vez que la hembra realizaba su
eleccion, se abria la compuerta que la separaba del macho para permitir que interaccionaran
y posteriormente se trasladd a la pareja a un recipiente de plastico (4.6 cm de didmetro x
4.6 cm de alto) que contenia 9 gramos de harina de trigo comercial. Transcurrida una

semana se retiraron a los adultos para la recoleccion de los huevos.

Determinacion de variables morfométricas y fisioldgicas de los huevos

Numero de huevos

Por cada tratamiento de cada experimento, se separaron los huevos de la harina de trigo y
se depositaron en tubos Eppendorf de 2 mL, con ayuda de pinceles con cerdas finas del
numero 0 y 5. Se contd el nimero de huevos de cada pareja y se separaron al azar los
huevos de diez parejas de cada tratamiento por cada experimento, para obtener el volumen

y la concentracion de proteinas y lipidos totales de los huevos (ver mas adelante).

Numero de huevos eclosionados

Posterior a la separacion de los huevos de diez parejas por tratamiento, el total de los
huevos restantes se mantuvieron en sus correspondientes tubos Eppendorf de 2 mL.

Durante una semana se midié el nimero de huevos que eclosionaron, mediante la recolecta

de las larvas.
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Analisis Estadistico
El nimero total de huevos eclosionados de los tratamientos en los diferentes experimentos,

se analizaron mediante la prueba x2. Los datos se analizaron en el programa estadistico R.

Volumen de los huevos

De las cuarenta parejas por tratamiento, se separaron al azar los huevos de diez parejas en
todos los experimentos. De estos huevos solo se tomaron aleatoriamente cinco de cada
pareja. Los huevos fueron fotografiados (ver Figura 4) y se procesaron mediante el

programa ImageJ] (Rasband 1997).

En este programa en primera instancia se transformaba la profundidad de color de las
imagenes a un formato de 8 bits y posteriormente se convertian en binarias, proceso que
permite la reduccion en la informacion de la imagen, ya que solo existen dos valores, 0 y 1
para negro y blanco respectivamente. Se seleccionaron los huevos y con un analisis de
particulas, comando mediante el cual se conoce el nimero y medidas de los objetos de una
imagen, se obtuvieron las medidas de largo y ancho. Posteriormente éstas se utilizaron para
conocer el volumen de los huevos, de acuerdo a la férmula reportada por Berrigan (1991):

V=1/6nw?L, en donde w es el ancho y L el largo.

Andlisis estadistico

Los datos de volumen por huevo de los diferentes tratamientos se analizaron mediante un
ANOVA anidado, en donde las parejas por cada tratamiento se anidaron al tratamiento. Por
otra parte, mediante la prueba de separacién de medias de Tukey, se separaron las medias

de los tratamientos. Estos andlisis estadisticos se realizaron en el programa R.
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Figura 4. Huevos de Tenebrio molitor con su respectiva escala.

Determinacion de proteinas y lipidos totales en los huevos

Como ya se menciond, por cada tratamiento (Control negativo (-), Control positivo (+),
Retados con el hongo y Retados con implantes) de los cuatro experimentos, se tuvieron
diez repeticiones, es decir los huevos correspondientes a 10 de las 40 parejas formadas en
las pruebas de eleccion femenina, que se seleccionaron al azar. Cada repeticion estaba
conformada por cinco huevos. Basandose en la revision de Foray et al., (2012), para el
método de van Handel, se obtuvieron las concentraciones de lipidos y proteinas. Este
método permite medir a partir de una muestra, las cantidades de proteinas, carbohidratos,

lipidos y glucogeno (Foray et al., 2012).

Proteinas totales

Después de haber conseguido las medidas de largo, ancho y volumen, los huevos se
volvieron a depositar en tubos Eppendorf de 2 ml. A éstos se les agreg6 200 ul de Buffer
fosfato salino (conocido también por sus siglas en inglés como PBS) y se trituraron

utilizando micropistilos estériles, hasta obtener una solucidon hialina. Posteriormente la
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solucion se centrifugd durante diez minutos a 10 000 revoluciones por minuto a 4°C. Se
tomaron alicuotas de 10 pl por duplicado. Estas alicuotas se emplearon para extraer y
cuantificar proteinas mediante el Ensayo de Pierce BCA (Pierce, Rockford, IL) (Smith et
al., 1985), el cual es un método altamente sensible, que consiste en la reaccion de las

proteinas hacia el Cu™

en un medio alcalino, mas un reactivo, el acido bicinconinico
(BCA), que es altamente sensible y especifico para el i6n Cu’. La reaccion forma un
producto de color purpura, que permite la cuantificacion espectrofotométrica de proteinas
en solucion acuosa (Garcia y Vazquez, 1998). Cada alicuota se puso en una placa de
pocillos y se le agregoé 40 pl de PBS y 150 pl de los reactivos del kit. La placa se incub6 a
37°C durante treinta minutos. Transcurrido este lapso de tiempo, se leyd la absorbancia a

562 nandmetros en un espectofotdmetro.

Se utiliz6 la proteina seroalbumina bovina como estandar para realizar la curva de
calibracion. Para ello después de obtener las absorbancias de los huevos de los distintos
tratamientos, éstas se graficaron contra las concentraciones de proteina del estandar, con la
finalidad de obtener la pendiente y la ordenada al origen. A partir de estos datos y
utilizando la ecuacion de la recta, se obtuvo la curva de calibracion y se calcularon las
concentraciones de proteinas totales presentes en los huevos de los distintos tratamientos

con ayuda del programa Excel.

Lipidos totales

La segunda etapa correspondié al método de van Handel (1985b), el cual permite la
extraccion y cuantificacion de lipidos, debido a que el 4cido sulfurico al calentarse
reacciona con ¢éstos formando iones carbonio. Estos iones en presencia de fosfovanilina
producen una solucion rosada, que permite la cuantificacion espectrofotométrica, en donde
la intensidad del color esta relacionada con la concentracion de lipidos en la muestra (Foray
et al., 2012). A los 180 pl restantes después de tomar las alicuotas para el ensayo de
proteinas, se les agregd 1 ml de la solucién Metanol:Cloroformo (2:1 v/v) y se agitaron por

dos minutos. A continuacion se tomé una alicuota de 100 pl, mismos que se colocaron en

24



otro tubo Eppendorf. Esta nueva alicuota se coloco en una parrilla a 90°C para evaporar el
solvente. Una vez que ocurrid la evaporacion, se colocaron 10 pl de 4cido sulfarico al 98%
y se dejo calentar a 90°C en la parrilla, durante dos minutos. Finalmente se puso a enfriar
en hielo, se coloco en una placa de pocillos y se agregaron 190 pul de fosfovanilina, la cual
se preparo el mismo dia de su utilizacion, con vanilina y 4cido fosforico al 68%, llegando a
una concentracion final de 1.2 g/L. Se ha demostrado, que la vanilina es una técnica que
proporciona datos muy precisos para la determinacion de lipidos en insectos (Williams et

al., 2011). La placa se ley6 en un espectofotometro a 562 nanometros.

Se utilizo el lipido trioleato de glicerilo como estdndar para realizar la curva de calibracion.
Para ello después de obtener las absorbancias de los huevos de los distintos tratamientos,
éstas se graficaron contra las absorbancias de las concentraciones de lipidos del estandar,
con la finalidad de obtener la pendiente y la ordenada al origen. A partir de estos datos y
utilizando la ecuacion de la recta, se obtuvo la curva de calibracion y se calcularon las
concentraciones de lipidos totales presentes en los huevos de los distintos tratamientos con

ayuda del programa Excel.

Analisis estadistico

Los datos de proteina se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis debido a que los
datos no presentaron varianzas homogéneas ni una distribucion normal. Por su parte los
datos de lipidos se tuvieron que transformar al reciproco de la raiz cuadrada, para que
cumplieran con los supuestos de varianzas homogéneas y distribucion normal. Los datos se

analizaron mediante un ANOVA. Se utiliz6 el software R para hacer los analisis.
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RESULTADQOS

Pruebas de eleccion femenina

En los experimentos de eleccion femenina se encontraron, tanto en el experimento 1
(Control negativo (-) vs. Control positivo (+)) como en el experimento 3 (Control
Positivo (+) vs. Retados con el hongo M. robertsii), diferencias significativas en el nimero
de machos elegidos (Figura 5). Los machos mas atractivos fueron los de los tratamientos
Control Positivo (+) y Retados con el hongo respectivamente (N= 30, Prueba de G=4.937,
P<0.05). Mientras que en el experimento 2 (Control positivo (+) vs. Retados con implantes)
y el experimento 4 (Retados con el hongo vs. Retados con implantes) no se encontraron

diferencias significativas en el nimero de machos elegidos por las hembras (Figura 5).
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Figura 5. Numero de machos elegidos de Tenebrio molitor de los tratamientos: Control negativo (-)|:| ,
Control positivo (+)., Retados con el hongo entomopatdogeno M. robertsii . y Retados con implantes de
nylon |:| , que fueron elegidos por las hembras durante las prueba de eleccion en los diferentes

experimentos. ns= no significativo, ¥*=0.05 y **=0.001 de acuerdo con la prueba G.
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Tiempos en la eleccion femenina

Las tendencias del tiempo que tardaron las hembras en hacer su eleccion por los machos de
cada tratamiento se presentan en la Figura 6. No se encontraron diferencias significativas en
ninguno de los experimentos de acuerdo con la prueba U de Mann-Whitney. Control
negativo (-) vs. Control (+) (Mann-Whitney U=143, p>0.05), Control positivo (+) vs.
Retados con implantes (Mann-Whitney U=140.5, p>0.05), Control positivo (+) vs. Retados
con el hongo (Mann-Whitney U=101, p>0.05) y Retados con el hongo vs. Retados con

implantes (Mann-Whitney U=164, p>0.05).
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Figura 6. Tiempo en segundos (s) que tardaron las hembras en elegir pareja en los cuatro experimentos. Las
barras representan los cuartiles primero (parte alta) y tercero (parte baja) de los datos de los tiempos de
eleccion. La linea central indica la mediana, mientras que el rombo € indica la media. Las barras de error

representan los valores maximos y minimos de los datos.
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Efectos sobre la descendencia

Numero de huevos

El nimero de huevos recolectados en los diferentes experimentos, se presentan en la Figura
7. Se puede observar que el tratamiento con mayor nimero de huevos, fue el de Retados
con el hongo M. robertsii correspondiente al experimento 3 (Control positivo (+) vs.
Retados con el hongo (Mann-Whitney U=85, p>0.05)). Sin embargo este mismo
tratamiento en el experimento 4 en el que se enfrentaba con el tratamiento de Retados con
implantes de nylon, tuvo un nimero de huevos mucho menor (Retados con el hongo vs.
Retados con implantes (Mann-Whitney U=118, p>0.05)). Mientras que los demas
tratamientos (Control negativo (-) vs. Control positivo (+) (Mann-Whitney U=85, p>0.05),
Control positivo (+) vs. Retados con implantes (Mann-Whitney U=114.5, p>0.05))

presentan un nimero de huevos similar (Figura 7).
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Figura 7. Nimero de huevos ovipositados por las hembras de cada tratamiento en los cuatro experimentos.
Las barras representan los cuartiles primero (parte alta) y tercero (parte baja) de los datos del numero de

huevos. La linea central indicala mediana. Las barras de error representan los valores maximos y minimos de
los datos.
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Numero de huevos que eclosionaron

En cuanto al nimero de huevos que eclosionaron se encontraron diferencias significativas
en los experimentos 1 (Control negativo (-) vs. Control positivo (+)) como 3 (Control
positivo (+) vs. Retados con el hongo) y 4 (Retados con el hongo vs. Retados con
implantes) (Figura 8). En el experimento 1 el Control positivo (+) fue el tratamiento con
mayor eclosion. Se observa que el tratamiento de Retados con el hongo del experimento 3,
fue el que presenta el mayor nimero de huevos que eclosionaron, mismo tratamiento en el
que se recolectd el mayor numero de huevos (ver Figura 7). Asi mismo en el experimento 4
el tratamiento de Retados con el hongo, tuvo una mayor cantidad de huevos eclosionados.
Mientras que en el experimento 2 que corresponde a los tratamientos de Control positivo

(+) vs. Retados con implantes, no se encontraron diferencias significativas (Figura 8).
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Figura 8. Numero de huevos que eclosionaron de los diferentes tratamientos: Control negativo (-) |:| ,
Control positivo (+. , Retados con el hongo M. robertsii . y Retados con implantes de nylon|:| ns=
no significativo, *=0.05 y **=0.001 de acuerdo con la prueba x?.
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Volumen de los huevos

El volumen de los huevos muestra que existen diferencias significativas entre los cuatro
tratamientos (Control negativo (-), Control positivo (+), Retados con el hongo y Retados
con implantes) (ANOVA; F;60=8.04, P<0.0001, Figura 9). Se observa que los huevos
pertenecientes al tratamiento de los machos infectados por el hongo M. robertsii, son los

que presentan un menor volumen dentro de los cuatro tratamientos.
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Figura 9. Volumen de los huevos de T. molitor en los distintos tratamientos: Control negativo (-), Control
positivo (+), Retados con el hongo M. robertsii y Retados con implantes de nylon. Letras distintas en las
columnas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) de acuerdo con la prueba de separacion

de medias de Tukey. Las barras indican el error estandar.

Proteinas y lipidos totales en los huevos

Los huevos de las hembras que eligieron a los machos de los tratamientos Control positivo
(+), Control negativo (-), Retados con el hongo M. robertsii y Retados con implantes de
nylon, presentaron una concentracion parecida de proteinas totales (Kruskal-Wallis,

H=4.04, P=0.25, Figura 10).
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Figura 10. Efecto de la eleccion de las hembras que eligieron a los machos de los diferentes tratamientos
sobre la concentracion de proteinas totales en la progenie. Las barras representan los cuartiles primero (parte
alta) y tercero (parte baja) de los datos de las proteinas totales. La linea central indica la mediana. Las barras
de error representan los valores maximos y minimos de los datos de proteinas totales. Letras distintas indican

diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) de acuerdo con la prueba Kruskal-Wallis.

En la cantidad de lipidos totales en los huevos de las hembras que eligieron a los machos de
los diferentes tratamientos, se encontraron diferencias significativas (ANOVA, F33¢=12.83,
P<0.05, Figura 11). Los huevos de las hembras que eligieron a los machos pertenecientes a
los tratamientos Retados con hongo y Retados con implantes, tienen una concentracion
similar de lipidos totales (Figura 11). Por otra parte, los huevos provenientes de las
hembras que eligieron a los machos del tratamiento Control negativo (-) fueron los que mas
lipidos totales contenian en comparacion con el del tratamiento Control positivo (+),

Retados con el hongo y Retados con implantes de nylon (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la eleccion de las hembras que eligieron a los machos de los diferentes tratamientos
sobre la concentracion de lipidos totales en la progenie. Letras distintas en las columnas indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) de acuerdo con la prueba de separacion de medias de Tukey. Las

barras indican el error estandar.
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DISCUSION

Siendo parte de la condicidn la resistencia a patogenos, es de esperar que las hembras
prefieran aparearse con machos que presentan sefiales sexuales mas acentuadas (Hamilton y
Zuk, 1982). Las feromonas son consideradas como caracteres sexuales secundarios que dan
indicios a las hembras sobre la inmunocompetencia de los machos (Rantala et al., 2003).
De acuerdo con Rantala et al., (2002), las hembras del escarabajo Tenebrio molitor
prefieren las feromonas producidas por machos que presentan alta inmunocompetencia. Por
lo tanto diversos estudios han apoyado que las hembras de T. molitor eligen con mayor
probabilidad a aquellos machos que no se encuentran retados (Worden et al., 2000; Rantala
et al., 2003; Worden y Parker, 2005; Vainikka et al., 2007). Sin embargo los resultados
obtenidos en este estudio no concuerdan con esta prediccidn, ya que se encontré que las

hembras encontraron mas atractivos a los machos retados con el hongo M. robertsii.

Otros estudios han encontrado resultados similares, en los cuales los machos que
presentaban un reto inmune, eran con mayor probabilidad preferidos por las hembras (Sadd
et al., 2006; Kivleniece et al., 2010), pero a diferencia de los trabajos ya mencionados y
otros en donde evaltan la eleccion de las hembras en T. molitor, nuestro estudio utiliza un
entomopatogeno, el cual ha estado en coevolucidon con nuestro sujeto de estudio, mientras
que los demas trabajos publicados utilizan retos que solo activan la respuesta inmunitaria
como por ejemplo implantes u otros patogenos, como la tenia del raton Hymenolepis
diminuta, que no necesariamente conviven con esta especie (Worden y Parker, 2005;

Beltran-Bech y Richard, 2014).

Una posible explicacion de nuestros resultados puede hallarse en la hipdtesis de la
inversion terminal. Esta hipdtesis plantea que cuando los organismos “censan” que sus
probabilidades de sobrevivir son muy bajas, deciden en un ultimo esfuerzo apostar sus
recursos hacia la reproduccion (Clutton-Brock 1984; Bonneaud et al., 2004). Por lo cual,
los machos de T. molitor, pueden estar invirtiendo sus recursos hacia la produccion de
feromonas, que son el caracter sexual secundario en esta especie y de esta manera ser mas

atractivos, en lugar de utilizarlos para combatir el reto inmune. Krams et al., (2014)
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encontraron resultados similares, sin embargo solo utilizaron como reto inmune un

implante.

Dentro de los experimentos de eleccion femenina, se encontré también que las hembras
prefirieron a los machos pertenecientes al tratamiento de Control positivo (+), en donde los
individuos si se manipulaban pero no se enfrentaban a un reto inmune, frente al Control
negativo (-), es decir, aquellos individuos que no presentaron ningun tipo de manipulacion.
Estos resultados muestran que la manipulacion tiene un efecto sobre la eleccion femenina
en T. molitor, a pesar de que ésta no implique la activacion del sistema inmune. Por otro
lado, no se encontraron diferencias entre los tratamientos retados con el hongo y los
implantes, lo cual sugiere que el implante también genera una respuesta inmune, sin
embargo al enfrentar este tratamiento contra el Control positivo (+), tampoco hubieron
diferencias significativas, a diferencia de lo que ya se menciond que ocurrié con el
entomopatogeno. Por lo cual, la infeccion de los machos de T. molitor con el hongo
entomopatogeno represente una mayor inversion de recursos en la activacion de la
respuesta inmune para combatir a los entompatogenos, que la insercion de un implante en
el interior del insecto (Krams et al., 2013). En las pruebas de eleccion, tampoco se
encontraron diferencias significativas, en el tiempo que tardaron las hembras en recorrer en
olfatometro hacia uno de los machos, en los cuatro experimentos. De tal manera que las

hembras invierten el mismo tiempo en discernir entre los tratamientos.

La reproduccion, es en general, bastante costosa para las hembras y una gran parte de su
adecuacion va a depender de la calidad de su pareja (Braga et al., 2010). Por ello la
eleccion de pareja femenina deberia discriminar a favor de machos de buena condicidn, con
el fin de maximizar la adecuacion de su descendencia (Kokko y Johnstone, 2002). Ademas
las hembras pueden alterar su inversion dependiendo del atractivo de su pareja
(Cunningham y Russell, 2000). Por ejemplo, las hembras de los pinzones cebra
Taeniopygia guttata, alteran la inversion de testosterona en los huevos dependiendo de qué
tan atractivos sean los machos, esta decision va a tener un efecto en su progenie, ya que la
testosterona aumenta la capacidad competitiva en los polluelos (Balzer y Williams, 1998).

Las hembras de grillos Gryllus bimaculatus al aparearse con machos de mayor tamafio,
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tienen un mayor porcentaje de oviposicidon, en comparacion con las que se aparean con

machos de menor talla (Simmons 1987).

En muchos insectos los machos transfieren nutrientes en el apareamiento, mismos que mas
tarde pueden ser incorporados a los huevos para aumentar su nimero y calidad, o al cuerpo
de las hembras (Wiklund et al., 1993). Dado esto, se propuso que las hembras aparcadas
con machos en buena condicion producirian huevos de mayor calidad. La calidad de los
huevos se ve reflejada en las caracteristicas morfologicas que presentan, asi como su
composicion bioquimica y los niveles de nutrientes especificos (Clarke et al., 1990; Lavens

et al., 1991; Watanabe et al., 1991; Garcia-Ulloa et al., 2004).

Las hembras deberian estar invirtiendo mas recursos a la progenie de machos de mejor
condicion (Braga et al., 2010). Lo que se encontr6 en este estudio es que el nimero de
huevos que eclosionaron, si se vio afectado por la calidad de los machos, ya que los
tratamientos de Retados con el hongo y Retados con implantes presentaron una menor
eclosion de sus huevos. Sin embargo no se encontraron diferencias en el nimero de huevos,
otro parametro que se esperaba que estuviera también relacionado con la condicion de los
padres seglin lo que indica la teoria (Locatello y Neat, 2005). Pero se debe tener en cuenta
que en esta especie las hembras son poliandricas y se ha visto que cuando se aparean mas
veces y con machos diferentes, €stas ponen un mayor nimero de huevos a diferencia de las
que se aparean una sola vez (Worden y Parker, 2001). Este patron también se ha visto en
algunos lepidopteros como la mariposa blanca verdinervada Pieris napi, en donde las
hembras a las que se les permitio aparearse con diferentes machos ovipositaron un nimero

mayor de huevos que aquellas que se quedaron como monogamas (Wiklund et al., 1993).

En los resultados de este estudio se encontré que existen diferencias significativas en
cuanto al volumen (mm®) que presentan los huevos de los cuatro tratamientos, siendo los
correspondientes al grupo de Retados con el hongo los de menor volumen. Existen diversos
estudios en aves que muestran que los huevos con mayor volumen proporciona una mayor
cantidad de lipidos y de recursos hidricos (Williams 1994; Kennamer et al., 1997), y
también pueden contener una mayor proporcion de recursos vitales como proteinas,

minerales y anticuerpos (Manson et al., 1993; Williams 1994; Lung et al., 1996). A pesar
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de no haber encontrado una baja concentracion de proteinas y lipidos totales en los
tratamientos retados, estos si son los menores en cuanto al volumen, por lo cual puede
haber otras moléculas que si se hallen en menor cantidad. Ademas es sabido que los huevos
mas grandes tienen mayor probabilidad de eclosionar, presentan un desarrollo mas rapido y
emergen con un mayor tamafio en comparacion con las larvas provenientes de huevos

pequeiios (Fox 1993).

Las proteinas juegan un papel fundamental como componentes estructurales y bajo ciertas
condiciones como fuentes de energia (Stryer 1995; Lemos y Rodriguez, 1997). En la
mayoria de los invertebrados acuaticos, especialmente los crustdceos, se conoce que los
huevos presentan como componentes principales a las proteinas, seguidas por los lipidos
que son la reserva principal de energia (Holland, 1978; Whyte et al., 1990; Clarke, 1992;
Garcia-Guerrero et al., 2003). Es mas intensa la sintesis de proteinas durante la formacion
de huevos que por ejemplo en el crecimiento, ya que esta produccion se da principalmente

durante la vitelogénesis (Abdu et al., 2000).

La prediccion que se planted de que la progenie de hembras apareadas con machos en
buena condicion, presentaria una mayor concentracion de proteinas totales no se cumplio,
dado que no existieron diferencias en las concentraciones en ninguno de los tratamientos.
Puede que en este caso la dieta haya jugado un papel importante, ya que en insectos y
muchos otros animales, la calidad de la dieta es un determinante ambiental clave del
tamafio del cuerpo, que a menudo refleja la condicion (Blanckenhorn 2000). Por ejemplo en
la mosca Telostylinus angusticollis, se ha encontrado que hembras con una dieta rica,
producen huevos mas grandes y con un desarrollo mas répido, en comparacion con las
hembras que tuvieron una dieta pobre (Bonduriansky y Head, 2007). Ademds en esta
especie también existen efectos paternos, puesto que los machos con una dieta rica tienen
descendencia de mayor tamafio (Bonduriansky y Head, 2007). Pero también debe de
tenerse en cuenta el papel estructural que tienen las proteinas a lo largo del desarrollo,
como las proteinas que son especificas del vitelo (Bownes et al., 1988b). Por lo cual puede

que a diferencia de los lipidos, en donde las hembras pueden ajustar las cantidades que
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invierten, tal vez no pueden modular las concentraciones de proteinas dada su importancia

para el embrion.

Es sabido que los lipidos son un componente determinante y crucial, que afectan la
fecundidad, la calidad del huevo, el éxito de eclosion, asi como la pigmentacion de las
larvas (Chapman 2013). Es por ello, que varios estudios apoyan la hipotesis de que la
condicién de los reproductores es vital para la produccion de huevos y larvas de alta
calidad, y que el contenido y la composicion de lipidos son factores para el éxito en el
desarrollo de los embriones y las larvas (Tandler et al., 1995; Izquierdo et al., 2001).
Ejemplo de esto lo encontramos en el bacalao del Atlantico Gadus morhua, en donde
dependiendo de la cantidad de lipidos en la dieta de los progenitores habia un mayor
rendimiento en la fertilizacion, mejor simetria y un porcentaje mas alto de eclosion, es

decir, a mayor cantidad de lipidos, mayor calidad de los huevos (Salze et al., 2005).

Con base en esto, la prediccion aqui planteada de que la progenie de aquellas hembras que
hayan copulado con machos retados, presentaria una concentracion menor de lipidos totales
no se cumplié. Los resultados obtenidos muestran que no hubieron diferencias unicamente
debido al reto inmune, mas bien estas diferencias se presentaron por la manipulacion, ya
que los huevos del tratamiento Control negativo (-) mostraron una mayor concentracion
(png) de lipidos totales, en comparacion con los tratamientos manipulados (Control positivo
(+), Retados con el hongo y Retados con implantes). Sin embargo dentro de los
tratamientos manipulados, se encontrd que los huevos pertenecientes al Control positivo (+)
fueron los que contenian menos lipidos totales, mientras que en los tratamientos Retados

con el hongo y Retados con implantes no se encontraron diferencias.

En parte, el que no se hallaran diferencias entre los tratamientos retados, pudo deberse a
que en este estudio no se utilizaron diversas dietas. Al parecer la dieta tinicamente a base de
salvado, proporciona los nutrientes necesarios para el desarrollo de los individuos de T.
molitor (Shapiro-Ilan et al., 2012). Por lo cual los resultados podrian ser mas evidentes o el
trade-off actuaria de manera mas fuerte, si ademas de combatir contra un patdogeno los

recursos también fueran limitados (Rantala et al., 2003). Ademas de acuerdo con Reany y
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Knell (2010) cuando las hembras tienen una mala condicion prefieren a machos de buena
calidad, en cambio cuando las hembras poseen una buena condicion eligen tanto a machos
en mala condicidon como de buena condicion. Por ello en un proximo estudio se recomienda
tener ademas de los diferentes tratamientos de machos, tratamientos de hembras con
diferente condicion. Asi como realizar un seguimiento de la progenie de los distintos

tratamientos.
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CONCLUSION

La prediccion que en este estudio se planted referente a que las hembras de T. molitor
elegirian con mayor probabilidad a machos no retados no se cumplid, ya que se encontrd
que las hembras preferian a los machos infectados por el hongo entomopatogeno M.
robertsii, posiblemente debido a la inversion terminal, en donde los machos al censar que
es su ultimo evento reproductivo prefieren asignar sus recursos a la produccion de
feromonas en lugar de combatir al patégeno. Por otro lado en las pruebas de eleccion
también se encontré6 que las hembras preferian a los machos del tratamiento que no fue
manipulado, es decir el Control negativo (-), por lo cual a pesar de que no se activo el

sistema inmune la manipulacién si influyd.

También se esperaba que el nimero de huevos ovipositados por hembras que copularon con
los machos de los tratamientos retados, tanto por el hongo como por los implantes de nylon,
fuera menor que los ovipositados por hembras que copularon con machos en buena
condicién. Pero esto tampoco se cumplid, ya que el numero de huevos fue similar entre los
cuatro tratamientos. El que no se encontraran diferencias pudo deberse en parte a que no se
les permiti6 a las hembras copular con otros machos, situacion determinante para esta
especie en la que las hembras son poliandricas y en donde la competencia espermatica
juega un papel importante. Sin embargo si se encontraron diferencias en cuanto al
porcentaje de eclosion, otro parametro afectado por la calidad de los huevos. Como se
esperaba los huevos de los tratamientos con retos inmunes fueron los que menos

eclosionaron.

Los huevos del tratamiento de machos Retados por el hongo entomopatdgeno fueron los
que presentaron menor volumen. Por el contrario los huevos provenientes del Control
positivo (+) fueron los que tuvieron el mayor volumen. Estos resultados corroboran que 1os
huevos de mayor tamafio tienen una mayor probabilidad de eclosionar, ya que los huevos
del tratamiento retados con el hongo, fueron como ya se mencion6 los de menor volumen y

a su vez los de menor porcentaje de eclosion.
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En cuanto a la concentracion de proteinas totales no se encontraron diferencias
significativas entre los cuatro tratamientos, pero si en la concentracion de lipidos totales,
aunque no se cumplio la prediccidon, ya que los huevos de los tratamientos donde los
machos presentaban mejor condicion no fueron los que presentaron la mayor
concentracion. Al parecer mas que el reto inmune fue la manipulacion la que influyo, dado
que los huevos del tratamiento que no se manipuld (Control negativo (-)) fue el que
presentd la mayor cantidad de lipidos totales, seguidos por los huevos de los tratamientos
retados (con el hongo y con implantes de nylon), y por altimo los huevos con menos lipidos

totales fueron los del tratamiento Control positivo (+).
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