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Vive cada dia como si fuera el Gltimo, deja la tristeza, el rencor y el odio a un lado pues
opacan la vista de la belleza, el carifio y la paz... No le des importancia a personas que no te
dan la importancia que mereces, no te dejes influenciar por las visiones o deseos de los demas,
DESCUBRE Y PERSIGUE los tuyos... Jamas aceptes el consejo de aquellos que te quieren
llevar por caminos que no te gustan y sobre todas las cosas NUNCA, NUNCA digas: No
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1. Introduccion

El presente trabajo surge como parte de un proyecto mayor llevado a cabo actualmente por
el grupo de excelencia en metapoblaciones, perteneciente a la Universidad de Helsinki en
Finlandia. Este proyecto, busca generar el conocimiento sobre las reacciones inmunolégicas
que ocurren en la mariposa Melitaea cinxia, la cual, ha sido modelo de estudio para la teoria
de las metapoblaciones particularmente en el sur de Finlandia y Europa del este. El
conocimiento de la relacion que guarda el sistema inmunologico de esta especie y los
diferentes agentes a los cuales combate, como son las infecciones bacterianas e invasiones
parasitarias, se torna de interés al momento de analizar la dindmica de las poblaciones que se
encuentran en Finlandia. En principio el objetivo central del presente proyecto es encontrar
las diferencias que existen en la respuesta del sistema inmune de la mariposa al ser infectada
por diferentes vias. El grupo de metapoblaciones (nombre que se le confiere al equipo de
investigacion perteneciente a la universidad de Helsinki), ha probado en condiciones de
laboratorio lo que ocurre cuando la mariposa es infectada por una via directa, es decir cuando
se le inyecta el agente patogeno (bacteria: Micrococus luteus) directamente a la hemolinfa.
En la presente investigacion, se probaron dos diferentes respuestas inmunologicas: a) El
proceso de encapsulamiento que se lleva a cabo cuando la mariposa combate un parasito,
siendo este proceso simulado con la insercién de un monofilamento directamente en el toérax
y b) El tiempo que la mariposa sobrevive luego de ser infectada al combatir la infeccion
bacteriana, la cual se trasmiti6 a diferentes concentraciones (Smg/ml y 10mg/ml de bacteria),
a través del alimento.

Es importante tomar en consideracion el estado de salud del adulto cuando combate a un

parésito, ya que el sistema inmune podria estar disminuido de manera considerable si se



encuentra luchando contra algiin otro tipo de infeccion. Esta tltima variable arroja las
siguientes preguntas: jal estar combatiendo una infeccion bacteriana la mariposa obtiene una
ventaja para combatir la infeccion parasita al estar ACTIVO su sistema inmune? o ;sucede

precisamente el efecto contrario y el parasito es el que obtiene la ventaja?

2. Antecedentes

2.1. Inmunidad en los insectos

Los insectos estan expuestos constantemente al contagio de enfermedades producidas por
microorganismos como bacterias, virus, hongos y parasitos. Para sobrevivir, cuentan con un
potente mecanismo de defensa que reconoce y elimina estas amenazas. Dicho mecanismo es
dependiente de inmunidad innata (inmunidad con la que nace cada individuo) la cual se
divide en dos clases: a) respuesta celular y b) respuesta sistémica'.
Los insectos tienen hemolinfa para el transporte de gases y nutrientes, ésta se encuentra
circulando en el hemocele gracias a la accion de un corazéon tubular y a la de la musculatura
corporal en general. La hemolinfa, contiene tres tipos celulares que conforman la respuesta
celular de la inmunidad innata: 1) Plasmatocitos fagocitan, lisan y digieren a los
microorganismos patogenos que detectan en la hemolinfa; 2) Células cristal, almacenan
moléculas antimicrobiales que son liberadas cuando existe una infeccion y son letales para
los microorganismos, y 3) Lamelocitos, son células que se encargan de combatir
microorganismos mas grandes de los que pueden manejar los plasmatocitos'?,

Otra respuesta inmune muy importante es la encapsulacion, que es una respuesta

celular constitutiva, no especifica® (en otras palabras, la primera barrera defensiva del

organismo que no requiere una sensibilizacion previa). Este mecanismo es una de las



principales formas utilizadas por los insectos para defenderse en contra de patdgenos
multicelulares como los nematodos del género Heterorhabditis y Steinernema, hongos y de
parasitoides especificos como Hyposoter horticola y Cotesia melitacarum?®. También se ha
probado que la respuesta de encapsulamiento tiene una relacion con la defensa en contra de
algunas bacterias®, en el caso de la mariposa Melitaea cinxia se ha demostrado que dicho
proceso consiste en la linea primaria de defensa en contra de parasitos especificos®. Ademas,
el encapsulamiento tiene una correlacion directa con las tasas de supervivencia de M. cinxia
en contra de infecciones bacterianas®.

En este trabajo, no se hablara de todas las proteinas especificas que se involucran en
esa cadena de respuesta, pero si de los mecanismos generales. En la hemolinfa existen
proteinas que, al reconocer un microorganismo, activan a otras proteinas (receptores) que se
encuentran en la membrana celular de células grasas. Estas proteinas (receptores) en
respuesta iniciaran una cascada de mas proteinas que mandaran un factor de transcripcion
(una proteina que induce la produccion de otras proteinas a través de DNA y RNA) hacia el
nucleo de la célula e iniciaran la produccion de mRNA. Este mRNA serd secretado en el
citoplasma celular y ahi serd traducido a proteina. Estas nuevas proteinas, péptidos
antimicrobiales (AMPs) son secretadas hacia la hemolinfa y mientras ésta circula a través del
cuerpo del insecto, los AMPs alcanzaran a los patdgenos reconociéndolos, atacandolos y
eliminandolos!~.

La otra clase del sistema inmune de los insectos, es la respuesta sistémica o humoral, en la
cual los insectos sintetizan otros péptidos antimicrobiales (AMPs) para combatir la infeccion.
Estos requieren una sensibilizacion previa, es decir, se sintetizan después de que el insecto
ha sido infectado a diferencia de la respuesta innata que esta presente desde el nacimiento

del insecto. Primero, la infeccion necesita ser reconocida (sensibilizacion previa), dicho



reconocimiento induce una reaccion en cadena que lleva a la producciéon de AMPs. Esta
reaccion en cadena (o sefal de transduccion) trabaja debido a que las diferentes subunidades
que actian en esta cadena ya estan presentes al momento del reconocimiento.?> Estos AMPs
pueden ser producidos en el cuerpo graso de los insectos, originando grandes cantidades de
AMPs que se secretan a la hemolinfa en donde combaten a la infeccion. Diversos analisis
genéticos”® han demostrado que los genes para AMPs son regulados por las vias Toll e IMD.
La via Toll es activada principalmente por bacterias gram positivas y hongos, controlando en
gran medida la expresion de AMPs activos en contra de dichos hongos, mientras que la via
IMD responde principalmente a bacterias gram negativas y controla la expresion genética de

los péptidos antibacteriales’.

2.2. Melitaea cinxia
Es un insecto diurno de gran interés cientifico en el norte de Europa, especialmente en los
campos de la ecologia, biologia molecular, genética y evolucion. M. cinxia denominada
comunmente como Glanville fritillary, es una mariposa de tamafio medio, con coloracién
naranja, negra y blanca en inglés “checkerspot” que habita en planicies abiertas. Desde 1991,
se han realizado un gran nimero de estudios empleando a esta especie como modelo, lo cual
ha generado una gran cantidad de conocimiento’ en cada uno de estos campos de estudio’. En
Finlandia, sélo existe naturalmente en las islas de Aland al sureste del pais, donde es
univoltina. Los adultos pueden ser encontrados volando entre junio y principios de julio. Las
hembras producen racimos de 150 — 200 huevos, que depositan en el envés de las hojas de
cualquiera de sus dos plantas huésped, Plantago lanceolata y Veronica spicata '®!!. Después
de 1 a 2 semanas, las larvas eclosionan y comienzan a alimentarse de forma gregaria

formando una red alrededor de la planta huésped. Durante el otofio las larvas de quinto



estadio, forman un nido de invierno mucho mas compacto que la red inicial en la base de la
planta huésped donde hibernan'?. Dicho evento y el hecho de que ocurre antes del inicio del

invierno, facilita el censo a gran escala que se realiza de sus poblaciones!®!!

. Este padron,
consiste en el registro anual de las poblaciones de M. cinxia en las islas Aland. Durante tres
semanas, varios investigadores van a las islas y buscan los nidos de invierno, con la finalidad
de monitorear cuales han sido re-colonizados, cuales tienen una poblacion consistente y
cuales han desaparecido, constituyendo con todo lo anterior el proyecto de investigacion a
gran escala del grupo de metapoblaciones en Finlandia.

De esta forma, M. cinxia es un modelo idoéneo para la investigacion de
metapoblaciones, siendo concebido en un principio como un sistema de prueba para las ideas
en proceso de esta teoria'2. Una metapoblacion consiste de un grupo separado de poblaciones
de una misma especie que interactian en algun nivel. El término fue concebido por Richard
Levins en 1969, para describir un modelo de dindmica poblacional de plagas de insectos
dentro del campo de la agricultura, pero la idea ha sido aplicada a especies en hdabitats
naturales o artificialmente fragmentados. En palabras del propio Levins consiste de una
“poblacion de poblaciones™ !4,

Durante el invierno, las larvas dejan de alimentarse e hibernan hasta la primavera
cuando despiertan del letargo y vuelven a la actividad. Las larvas sobrevivientes a los
parasitos, depredadores y enfermedades, después de 4 6 5 semanas se convertirdn en
crisalidas; éstas, que son cripticas, cuelgan del tallo de la planta o sobre la hojarasca durante

una semana y media, hasta que la nueva generacion emerge durando activas de tres a cuatro

semanas'?.



2.3. Historia de vida

Una parte especialmente importante que se relaciona directamente con el presente estudio,
es la historia que se desarrolla cuando las larvas son infectadas por algin parasito, por
ejemplo, las avispas Hyposoter horticola y Erycia festinans. Estos himenodpteros parasitoides
depositan sus huevos en las larvas de M. cinxia, los cuales, en algunos casos, permanecen
latentes hasta que la pequefia oruga se transforma en crisalida. Las larvas de estas avispas
eclosionan indistintamente dentro de la larva, crisalida o el adulto, emergiendo de la region
tordcica en este Gltimo caso'>. Cuando esto sucede, la mariposa inicia un proceso de defensa,
el cual consiste en un proceso inmunolégico denominado encapsulamiento. El primer paso
es el reconocimiento del parasito mediante el sistema inmune del imago. Es entonces cuando
la proteina melanina es adherida de manera constante alrededor del parésito con el objetivo
de encapsularlo dentro de una “costra” de esta proteina y asi, inactivarlo.

Asimismo, es importante tomar en consideracion el estado de salud del adulto cuando
combate a un parasito, ya que el sistema inmune podria estar disminuido de manera
considerable si se encuentra luchando contra algin otro tipo de infeccion. Esta tltima
variable arroja las siguientes preguntas: ;al estar combatiendo una infeccion bacteriana la
mariposa obtiene una ventaja para combatir la infeccion parésita al estar activo su sistema
inmune? o /sucede precisamente el efecto contrario y el parésito es el que obtiene la ventaja?

M. cinxia, también ha sido utilizada para estudios de historia de vida y preguntas
relacionadas sobre su ecologia, como la influencia de la restriccion alimentaria en su
desarrollo y las condiciones de estrés en los adultos inducidas por un vuelo forzado'®!7. Estos
dos estudios demostraron que las restricciones alimentarias en combinacion con altos niveles
de estrés en los adultos, activan su sistema inmune. Este fendmeno permite al sistema

volverse mas eficiente en los tiempos de encapsulamiento, hecho que fue positivamente



correlacionado con el protocolo de tiempo de vida realizado!”. Es necesario entender la
necesidad de cada individuo para dar una defensa apropiada. Los insectos son considerados
como un modelo adecuado para realizar experimentos de inmunidad ya que su sistema es
mucho mas simple comparado con el de los vertebrados y dada la duracion de sus ciclos de
vida, se puede obtener un mayor numero de observaciones en periodos de tiempo

relativamente cortos.

2.4. Antecedentes experimentales

Como antecedente directo del presente estudio se tienen las investigaciones que se estan
realizando en el Laboratorio de Metapoblaciones perteneciente a la Unidad de Biociencias
de la Universidad de Helsinki, respecto a la diferencia de la infeccion en esta especie con
base en el efecto de la inoculacion a través del alimento o por inyeccion; hasta ahora la
segunda parece provocar una respuesta mas drastica en términos de encapsulacion y tiempo
de vida, en comparaciéon con la infeccidn que se realiza a través del alimento. Esta
investigacion tiene como objetivo reunir mas informacion acerca de lo que ocurre cuando M.
cinxia, es infestada con la bacteria por medio del alimento infectado, enfocandose en la
respuesta inmune de la infeccion bacteriana mientras lucha contra una infeccion parasitaria
simulada.

La hipdtesis general es que las mariposas regularan de manera positiva la expresion
de los genes cuando estén infectadas, es decir, al estar combatiendo una infeccion la
produccion de proteinas del sistema inmune deberia incrementarse, asi que deberiamos ver
un aumento en los porcentajes de encapsulamiento y los tiempos de vida, cuando estos se
comparan contra las mariposas del grupo testigo (grupo bajo condiciones normales sin

ningln tipo de tratamiento).



La respuesta inmune del modelo M. cinxia por diferentes vias de infeccion se vuelve
un estudio interesante para la investigacion de las metapoblaciones. La interaccion dentro de
una metapoblacion es una influencia muy poderosa en la historia de vida de las especies, ésta
puede ser afectada fuertemente por el medio ambiente, en particular cuando una mariposa
queda expuesta a una infeccion. La eficacia con la que dicha mariposa responda ante la
infeccion puede tener consecuencias determinantes en el desarrollo de las poblaciones. Estas
interacciones, pueden llegar a ser claves para la teoria de las metapoblaciones, conocerlas
puede proveer informacion muy util a la hora de tomar decisiones en los campos de la
ecologia y la investigacion de las poblaciones. Puede también influenciar la decision de
colocar un area de conservacion en una locacion determinada, haciéndola més eficiente y
proporcionando una mejor solucidn, e incluso ayudar en la prediccion de la dinamica

poblacional de una especie determinada.

3. Objetivo General

El objetivo de este estudio, es entender como la especie Melitaea cinxia (Glanville fritillary)
responde a la infeccion bacteriana por Micrococus luteus, que ocurre mediante el alimento.
Ademas de enfocarse en la respuesta inmune de la encapsulacion, con base en un parasito

simulado.

4. Objetivos particulares
e Cuantificar la diferencia de la mortandad de Melitaea cinxia, al ser infectada con

diferentes concentraciones con Micrococus luteus a través del alimento.



e Probar el efecto en la supervivencia y la respuesta inmune de la mariposa después de
la infeccidn con diferentes concentraciones bacterianas en el alimento, considerando
el peso y sexo de los individuos.

e Comparar el porcentaje de encapsulamiento en un microfilamento insertado en el
torax de la mariposa, simulando la infeccion de un parésito, entre individuos

infectados y sin infeccidon bacteriana.

5. Material y método

5.1. Organismo de estudio
La especie Melitaea cinxia (Glanville fritillary) pertenece a la familia Nymphalidae
(Lepidoptera: Papilionoidea). Esta mariposa pasa la mayor parte de su vida como una oruga
espinosa y negra. Como adulto, presenta un patrén naranja y negro viviendo un maximo de

cuatro semanas, completando un ciclo de vida anual (univoltino).

B

Imagen 1: A) Larva de M. cinxia; B) Crisalida de M. cinxia; C) Adulto de M. cinxia

De esta forma, se seleccionaron 700 larvas de M. cinxia nacidas en condiciones de

laboratorio, provenientes de diferentes familias genéticas, las cuales fueron despertadas de la



hibernacién al incrementar su temperatura y divididas en cajas familiares, marcando cada
una de ellas con el nimero de familia y hembra de origen. Todos los individuos estaban
alojados dentro de la camara de crecimiento desde su llegada a la etapa de hibernacion, en la
cual se mantuvieron hibernando hasta su seleccion aleatoria para este experimento. Cada caja
fue alimentada diariamente con suficientes hojas de P. lanceolata separando a los individuos
que iban muriendo y las hojas de dias previos. Finalmente, cada caja era humedecida con un
rocio ligero de agua. En el momento de la pupacion, cada una de ellas fue pesada y colocada
en una copa individual. A cada individuo le fue asignado un nimero unico de identificacion
y después de la eclosion, las mariposas fueron sexadas y marcadas en la parte anterior baja

del ala derecha usando un marcador permanente.

Imagen 2: Adulto de M. cinxia con el ala derecha marcada

5.1.1. Manejo de Micrococus luteus
Para el experimento se utilizé la bacteria gram-positiva, Micrococus luteus, para infectar a
las mariposas. Se trata de una bacteria sapotrofica que pertenece a la familia Microciccaceae
y es capaz de sobrevivir en condiciones de alto estrés, como las bajas temperaturas y falta de

alimento. M. luteus, no forma esporas como estructuras de supervivencia, que son un



prerrequisito para la supervivencia a largo plazo de otras bacterias como los bacilos y los
actinomicetos'®!?

El alimento infectado fue preparado de manera diaria para asegurar que las mariposas
siempre se alimentaran de comida fresca. La bacteria M. luteus fue tomada de tubos muestra
que se guardaban a -20°C, cada tubo era una muestra procesada y controlada. Para su
preparacion se tomo el tubo del congelador y se pes6é 0.250g de bacteria seca para la
disolucion de Smg/ml (tratamiento 1) y 0.5g para la disolucion de 10mg/ml (tratamiento 2).

Inmediatamente después de ser pesada la bacteria seca fue disuelta en S0ml de agua con miel

al 20% de concentracion.

5.2. Disefio experimental
5.2.1. Alimentacion infectada
A partir de la eclosion (dia cero), los individuos fueron inmediatamente colocados bajo el
tratamiento de las soluciones de alimento infectado con M. luteus, a las concentraciones de
Smg/ml y 10mg/ml, previamente preparadas. Este proceso se repitio de manera diaria hasta

obtener una “N” de 90 machos y 90 hembras por tratamiento.

5.2.2. Controles
Al dia cero (eclosion), los individuos fueron inmediatamente colocados bajo el tratamiento
de comida normal usando agua con miel al 20% de concentracidén previamente preparada.
Este procedimiento se repitid6 de manera diaria hasta obtener una “N” de 90 machos y 90

hembras.



5.2.3. Mediciones
Al tercer dia después de la eclosion, es decir, al tercer dia del tratamiento, se midid la
respuesta inmune de las mariposas en dos formas diferentes, en la primera se ingresaron 30
machos y 30 hembras de cada uno de los tres tratamientos (T1, T2 y control) al protocolo de
tiempo de vida, y la segunda, consistio en el ingreso de 30 machos y 30 hembras de cada

tratamiento al protocolo de encapsulamiento.

5.2.4. Ensayo de encapsulamiento
Al tercer dia, los individuos tratados (5mg/ml, 10mg/ml o controles) fueron tomados de las
jaulas de tratamiento. Cada individuo fue sujetado a una esponja usando una pequeiia red de
mosquitero sostenida por cuatro alfileres. Cada uno de los individuos fue perforado en la
region posterior del térax usando una aguja esterilizada. Dentro de esta perforacion fue
colocado un monofilamento de 2 4+ 0.1 mm de largo'®. Un nudo en el monofilamento
aseguraba que la longitud insertada en el torax fuera igual para cada caso. Después de una
hora, el monofilamento fue removido y guardado dentro de un tubo Eppendorf el cual se
congel6 a -80°C para su conservacion. Dicho procedimiento fue repetido hasta completar los
30 individuos de cada muestra.

Después de la colecta de las muestras, cada filamento fue colocado bajo un
microscopio estereoscopico mediante el cual se tomaron tres fotografias, rotando el
monofilamento sobre su propio eje en tercios. Una vez que todos los monofilamentos fueron
digitalizados, cada imagen fue analizada utilizando el software “Image)”*' (marca,
fabricante, pais) para determinar el promedio de area obscurecida (promedio de las tres

imagenes pertenecientes a cada monofilamento obtenido a partir del porcentaje de area



obscurecida creada sobre el monofilamento por el proceso de encapsulamiento) para cada

monofilamento.

5.2.5. Ensayo de tiempo de vida
Para el ensayo de tiempo de vida, 30 individuos de cada tratamiento (Smg/ml, 10mg/ y
controles) y sexo fueron colocados en las diferentes jaulas marcadas, las cuales fueron
alimentadas de manera diaria con el tratamiento infectado fresco o con alimento normal
segun fuera el caso, por todo el tiempo que las mariposas vivieran. Asi, cada vez que un
individuo moria era retirado de la jaula y el evento registrado en una bitacora, para de esta
forma generar la comparacion del tiempo de vida vs el tratamiento en el que fueron colocadas

vs el sexo del individuo.

5.3. Analisis estadistico
Pruebas de T pareadas y no pareadas fueron utilizadas para analizar los datos obtenidos por
el programa Imagel del protocolo de encapsulamiento y los datos crudos provenientes del
protocolo de tiempo de vida. Cada uno de las mediciones estadisticas fueron procesadas
utilizando el programa GraphPad Prism??, dicho analisis evalué los datos usando un valor de
P de dos colas, buscando un intervalo de confianza del 95%. Solamente los valores de P

menores a 0.05 fueron tomados como diferencia significativa entre las medias.

6. Resultados
6.1. Protocolo de encapsulamiento
El primer protocolo que se llevo a cabo en los experimentos fue el de encapsulamiento, el

cual fue dividido por sexo, en la Figura 1A, podemos observar, la comparacién de los



diferentes tratamientos en el grupo de las hembras, en donde se muestra que no se
encontraron diferencias significativas entre los mismos. En la Figura 1B, se observa que, en
los machos, tampoco se encontraron diferencias significativas en el andlisis estadistico. A
simple vista, se corrobora que el error es muy bajo y que practicamente los tres tratamientos

en ambos sexos se comportaron de manera muy similar.
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Figura 1: Protocolo de encapsulamiento
6.2. Protocolo de tiempo de vida
El segundo protocolo, fue el de tiempo de vida, el cual fue dividido por sexo y tratamiento.
En la Figura 2A, se presentan las hembras por cada tratamiento (5mg/ml, 10mg/ml y control),
en donde se encontré una diferencia significativa entre el grupo Control y las dos
concentraciones empleadas, mientras que no hubo diferencias significativas entre éstas. En

la Figura 2B, se observa que para los machos se encontraron diferencias significativas entre



los tres grupos experimentales, incluso éstas fueron aun mas marcadas que en el caso de las

hembras.
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7. Discusion

Experimentos que se estan llevando a cabo por el grupo de Metapoblaciones en la
Universidad de Helsinki, han mostrado diferencias en el proceso de encapsulamiento, cuando
los individuos son expuestos a la bacteria mediante una infeccion via inyeccion (Woestmann
& Saastamoinen en preparacion). En contraste a la ausencia de diferencias mostradas por la
via de alimento infectado en el protocolo de encapsulamiento, esto podria ser prueba de que
la infeccion via inyeccion es mucho mas rapida que la via alimentaria, lo que era de esperarse,
ya que la bacteria tarda mucho mas tiempo para infectar a la mariposa cuando es ingerida o
a que hay mecanismos de inmunidad previos a la ingesta, como la saliva de la mariposa.

La hipotesis sobre la diferencia entre ambos protocolos, era que el efecto retardado
de la infeccion no fuera reflejado en un proceso inmunolédgico como lo es el encapsulamiento,
de la misma forma que lo hizo en el protocolo de inyeccion. Esto se debe principalmente a
que la bacteria necesita viajar primero por el sistema digestivo antes de alcanzar el torrente
hemolinfatico (Woestmann & Saastamoinen en preparacion). Varias investigaciones se han
llevado a cabo para dilucidar los efectos de la infeccion via inyeccion, lo cual se contrastara
con los resultados de esta investigacion.

Hasta ahora los resultados muestran que la via de la inyeccidn, provoca una reaccion
mucho mas dréstica en términos de encapsulamiento y tiempo de vida, ya que los individuos
se ven afectados de forma inmediata o a las pocas horas de haber sido inoculadas. Mientras
analizamos los resultados de este protocolo, se observo en la Figura 1, que la infeccion por
la via alimentaria no tiene ningun efecto en la reaccion de la mariposa al encapsular al
“parasito” simulado; sin importar, las diferencias de concentracion bacteriana suministradas
en el alimento (e.g Smg/ml y 10mg/ml), ya que no se encontraron diferencias significativas

al comparar todos los grupos entre si, demostrando que al menos en términos de



encapsulamiento, las hembras, asi como, los machos no son susceptibles a cambiar su
respuesta inmunologica en etapas tempranas de la infeccion cuando ésta entra por el aparato
digestivo.

Con respecto a lo observado en el protocolo de tiempo de vida, se puede encontrar un
dramatico cambio en el desarrollo de la infeccion. Al analizar la grafica de las hembras
(Figura 2A), se observa, que aquellos individuos que fueron tratados con la bacteria, mueren
mas rapido que los controles, arrojando una diferencia significativa (P<0.05). Aparentemente
las hembras presentan una mayor resistencia inmunologica a la bacteria, ya que algunas
graficas son muy parecidas entre el grupo de Smg/ml y el de 10mg/ml, que sobrevivieron el
mismo tiempo promedio. Sin embargo, estadisticamente no hubo diferencias significativas
entre ambos.

De acuerdo a lo anterior, la infeccion bacteriana afecta negativamente el tiempo de
vida de las mariposas, tal como fue estimado en la hipdtesis de este trabajo. Por otro lado, se
encontrd que los machos de M. cinxia tienen una menor resistencia a la infeccion bacteriana
producida por M. luteus. En la Figura 2B, se observa una diferencia significativa al comparar
todos los grupos entre si; en el caso de los machos el grupo de 10mg/ml mostré una falta de
capacidad inmunoldgica completa para combatir la infeccion. Comparados contra las
hembras, los machos de este tratamiento fueron claramente superados en el tiempo de vida
Figura 3, la mayor concentracion de la bacteria tuvo consecuencias fatales para los machos
de M. cinxia, al observar en la grafica una diferencia significativa al comparar los grupos de
Smg/ml y el de 10mg/ml y por supuesto, se encontrd una gran diferencia al comparar ambos
grupos contra el control, lo que confirma la hipdtesis planteada.

Se podria establecer, que el sexo en las mariposas juega un papel importante en la

supervivencia, cuando se trata de una infeccion bacteriana; sin embargo, al comparar los



grupos de 10mg/ml hembras y 10mg/ml machos Figura 3, no se ven diferencias significativas
entre ellos, por lo cual se establece que este nos es un factor determinante para la
supervivencia, al no existir una variacion representativa con respecto a su tasa de vida ya que
en ambos sexos la infeccion tuvo consecuencias fatales a altas concentraciones.

En el campo es dificil que una mariposa se encuentre expuesta de una manera tan
constante y regular a una infeccion bacteriana, asi que los resultados encontrados en el
laboratorio son relativamente extrapolables a un ambiente real en el campo ya que es posible
que la mariposa se infecte de manera considerable y durante un periodo largo en el campo,

sin embargo, esta situacion es poco probable.

8. Conclusion

8.1. Se observa que la infeccion por la via alimentaria no tiene consecuencias directas en
la mariposa a corto plazo.

8.2. A las 72 horas de infeccion en la respuesta de encapsulamiento, no existen efectos
negativos o positivos, independientemente de la concentracion bacteriana en el
alimento.

8.3. La infeccion tiene un efecto negativo en la supervivencia de las mariposas y es
dependiente de la concentracion a la cual se encuentren expuestas de una manera
constante.

La respuesta inmune observada en la mariposa M. cinxia no conlleva una diferencia
determinante cuando se comparan los dos sexos, es decir, ambos se comportan de una manera

muy similar.
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