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Resumen 

La plasticidad en el desarrollo es crucial en la adecuación porque las distintas fases del 

desarrollo pueden responder de forma diferente a la misma presión selectiva. Sin embargo, 

dependiendo de la etapa de desarrollo que sea blanco de la selección, la plasticidad puede 

ser costosa. Por ejemplo, se sabe poco sobre el costo evolutivo de la memoria inmunitaria 

innata en el desarrollo y en la plasticidad. No se sabe si la memoria innata transgeneracional 

depende de la etapa de desarrollo que enfrentan los padres y su descendencia. Por lo tanto, 

se investigó esta pregunta en el insecto Spodoptera frugiperda frente al hongo 

entomopatógeno Metarhizium brunneum. Usando un diseño dividido, tanto los padres como 

las madres recibieron un desafío subletal con 5 conidios de M. brunneum en la etapa L5 o 

L6, y sus larvas recibieron una dosis de 2000 conidios en la etapa L5 o L6. Los resultados 

mostraron que la activación de la respuesta inmunitaria de los padres en la etapa L5 o L6 

no afectó la supervivencia, el desarrollo o la reproducción. Sin embargo, el grupo de 

memoria (un desafío homólogo con M. brunneum), desafiado en la etapa L5, vivió más que 

el resto de los individuos con el desafío heterólogo en la etapa L5 o L6, y que los individuos 

con el desafío homólogo en la etapa L6. En cambio, en la etapa L6, la descendencia no 

mostró diferencias significativas en supervivencia entre los grupos desafiados (heterólogo 

y homólogo). Además, ninguna de las larvas de la descendencia desafiadas en la etapa L6 

alcanzó la etapa adulta. En cuanto al desarrollo, no hubo diferencias significativas entre los 

grupos desafiados (homólogos y heterólogos) en la etapa L5 ni en la etapa L6. Los 

resultados revelan que la memoria inmunitaria transgeneracional depende de la etapa 

larvaria infectada, y que la memoria es más probable que se establezca en la etapa L5. 

Además, si el desafío inmunológico y la memoria ocurren cerca de la pupa (etapa L6), las 

larvas incurren en el costo de no llegar a la edad adulta. Por lo tanto, la etapa ontogénica 

del insecto podría determinar el alcance de la memoria inmunitaria innata. 
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Abstract 

Developmental plasticity is a crucial trait that enhances fitness in organisms. However, the 

costs associated with development and plasticity can vary depending on the developmental 

stage affected by selective pressures. For example, the evolutionary costs of innate immune 

memory on development and plasticity are still largely unknown. For instance, it remains 

unclear whether transgenerational innate memory is dependent on the developmental stage 

when parents and offspring are challenged. This thesis investigates this question in the 

lepidopteran species Spodoptera frugiperda in response to the fungus Metarhizium 

brunneum. Using a split design, both fathers and mothers received a sublethal challenge 

with 5 M. brunneum conidia at stage 5 or 6, and their larvae received a dose of 2000 conidia 

at stage L5 or L6. The results indicate that the activation of the immune response of parents 

at instars L5 or L6 did not have a significant impact on their survival, development, or 

reproduction. However, in offspring, survival was higher in the memory groups (homologous 

challenge with M. brunneum) challenged at L5 than in other organisms with heterologous 

challenge at L5 or homologous challenge at L6. None of the larvae challenged at L6 reached 

the adult stage. The study also revealed that the L5-challenged memory group took longer 

to reach adulthood than the control group, but the L6-challenged larvae (homologous or 

heterologous) did not reach adulthood. These results suggest that transgenerational 

immune memory depends on the larval stage infected and that memory is likely to occur at 

instar 5. Additionally, if the immune challenge and memory occur closer to pupation (instar 

L6), the larvae incur the cost of not reaching adulthood. Therefore, the extent of immune 

memory in insects is likely to be determined by their development. 
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1. Introducción 

En la naturaleza, los insectos se encuentran constantemente expuestos a 

patógenos y parásitos. La colonización de distintos hábitats por parte de los 

insectos, en parte se ha atribuido a su gran capacidad de enfrentar las infecciones 

(Siva-Jothy et al., 2005; Schmid-Hempel, 2005; Sheehan et al., 2018). Las primeras 

líneas de defensa contra infecciones son la conductual y la fisicoquímica. La 

conductual incluye, por ejemplo, evitar el alimento infectado (Siva-Jothy et al., 2005) 

y la defensa fisicoquímica, incluye la superficie cuticular externa y el revestimiento 

de tráqueas, el canal alimentario y/o los conductos reproductivos. Si estás barreras 

no son suficientes, los agentes extraños se encuentran con un sistema clave de 

defensa del hospedero: la respuesta inmunitaria (Moret & Moreau, 2012). El sistema 

inmunitario es un conjunto de células y moléculas que mantienen la integridad de 

un individuo ante el ataque de patógenos o parásitos (Cadavid, 2009). En las 

interacciones parásito-hospedero, los hospederos han evolucionado estrategias de 

respuesta inmunitaria que les permiten defenderse de los patógenos (Sheldon & 

Verhulst, 1996). De esta forma, reducen los costos que imponen los parásitos en la 

adecuación del hospedero mediante la optimización de la respuesta inmunitaria 

(Lanz-Mendoza & Contreras-Garduño, 2018). Aunque los mecanismos podrían 

variar filogenéticamente, en general, el sistema inmunitario distingue lo propio de lo 

ajeno. 

La diferencia en la respuesta inmunitaria de vertebrados e invertebrados 

consiste en que los vertebrados poseen tanto inmunidad innata como adaptativa. 

Esta respuesta adaptativa se basa en el reordenamiento somático de los receptores 
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de antígenos y en la formación de células B que portan inmunoglobulina y de células 

T que portan receptores de células T (TCR) (Flajnik, 2002). Los anticuerpos 

producen células que reconocen a los patógenos y, después de un segundo 

encuentro, la respuesta es más rápida y se mantiene por toda la vida del organismo 

(Farber et al., 2016). Los compuestos antes mencionados están conservados a lo 

largo del linaje de los vertebrados, pero, en los vertebrados sin mandíbula (agnatos) 

hay compuestos homólogos, que no pertenecen a la superfamilia de 

inmunoglobulinas, pero también generan diversidad de reconocimiento y favorecen 

la memoria (Pancer et al., 2004).  

Se pensaba que los invertebrados únicamente dependían de la inmunidad 

innata (Siva-Jothy et al., 2005), misma que se activa cuando los receptores que se 

codifican en la línea germinal reconocen y se unen a las características moleculares 

conservadas de un patógeno o parásito (Melcarne et al., 2019). El sistema 

inmunitario innato en invertebrados es muy diverso: en cada linaje se pueden 

encontrar componentes inmunitarios celulares y/o humorales específicos (Loker et 

al., 2004). La defensa celular está mediada por los hemocitos, existen hemocitos 

especializados en la fagocitosis, nodulación y encapsulación; esta respuesta se 

inicia de forma inmediata una vez que la infección es detectada (Strand, 2008; 

Browne et al., 2013; Zhang et al., 2018). La defensa humoral implica la activación 

de precursores de moléculas como la profenoloxidasa (PPO) (Sugumaran & Barek, 

2016), la producción de receptores de reconocimiento de patrones humorales (PRR) 

y enzimas líticas, y las especies reactivas de oxígeno (ERO) o nitrógeno (ERN). 

También, hay componentes conservados evolutivamente, como son las vías 
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inmunitarias Toll e IMD, que derivan en la producción de péptidos antimicrobianos 

(AMP) (Mylonakis et al., 2016). La vía Toll por lo regular es activada por bacterias 

Gram (+), levaduras y hongos, mientras que la vía IMD, usualmente se activa por 

bacterias Gram (-) (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Es importante tener en cuenta que 

diversos factores humorales afectan las funciones celulares y que los hemocitos 

también producen algunas moléculas humorales (Zhang et al., 2021; Eleftherianos 

et al., 2021). Además, las vías IMD y Toll pueden estar interconectadas (Tanji et al., 

2007; Nashide et al., 2019).  

Otra parte fundamental de la respuesta inmunitaria innata es la defensa 

antioxidante. El estrés fisiológico ante una enfermedad puede desbalancear la 

homeostasis y provocar estrés oxidante. El estrés oxidante rompe la dinámica de 

equilibrio y se producen más especies reactivas de oxígeno (ROS) que 

antioxidantes. Este desbalance, resulta en el daño oxidativo de proteínas, lípidos y 

ácidos nucleicos; dañando a su vez las funciones de las células, los órganos o de 

todo el organismo, lo que puede llevar a la muerte (Kodrík et al., 2015). Todos estos 

efectos citotóxicos de los ROS son neutralizados por mecanismos de detoxificación 

enzimáticos y no enzimáticos (Fridovich, 2004). La mitocondria es el sitio en el que 

se producen los radicales de anión superóxido (O2
-) como resultado de la 

respiración; aunque, también pueden ser producidos durante la fagocitosis. La 

enzima antioxidante superóxido dismutasa (SOD) convierte el radical anión 

superóxido en peróxido de hidrógeno (H2O2), el cual puede atravesar la membrana 

plasmática por difusión (Dupuy et al., 1991). El H2O2 también puede ser producido 

de forma endógena en los peroxisomas y ser neutralizado por enzimas 
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antioxidantes como glutatión peroxidasa, tiorredoxina y catalasa (Zug & 

Hammerstein, 2015). Debido a esta naturaleza citotóxica, los ROS también forman 

parte del sistema inmunitario. Están involucrados en la encapsulación, 

melanización, autofagia, en las vías de Toll, IMD y DUOX, protegiendo al hospedero 

de bacterias Gram (+) y Gram (-), hongos, levaduras y protozoarios (Nappi & Vass, 

1998; Carter & Hurd, 2010; Buchon et al., 2014; Kumar et al., 2003). La respuesta 

inmunitaria innata posee una gran intercomunicación entre sus componentes y 

estas distintas respuestas en conjunto defienden al hospedero contra una gran 

diversidad de patógenos (Zug & Hammerstein, 2015).  

 Dado que los invertebrados no presentan una memoria específica basada 

en inmunoglobulinas, por mucho tiempo se asumió que los vertebrados eran los 

únicos que poseían memoria inmunitaria (Siva-Jothy et al., 2005). No obstante, 

recientemente se ha demostrado contundentemente que los invertebrados poseen 

dicha memoria, aunque no produzcan anticuerpos (Lanz-Mendoza & Contreras-

Garduño, 2018; 2022). De acuerdo con Milutinovic & Kurtz (2016), en la memoria 

inmunitaria se utiliza información de un primer encuentro con los enemigos o 

agentes extraños, y en encuentros específicos recurrentes, el sistema inmunitario 

responde de forma más rápida y efectiva. Por lo tanto, hay una protección mejorada 

del hospedero después de una exposición previa y específica a patógenos, y esto 

se observa en una mayor supervivencia, una reducción de la infección y un aumento 

de la respuesta inmunitaria (Kurtz & Franz, 2003). En invertebrados, se denomina 

memoria innata y se ha propuesto que debe reunir los siguientes atributos 

(Contreras-Garduño et al., 2016): I) resistencia específica, es decir, que el 
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hospedero distinga entre patógenos a nivel de especie o cepa; II) protección de 

larga duración, es decir que pueda persistir durante la mayor parte de la vida del 

organismo o que sea transmitida a la progenie; y, III) respuesta inmunitaria bifásica, 

en donde ante un primer desafío, la respuesta inmunitaria debe incrementar, 

después regresar a sus niveles basales y ante un segundo desafío, la respuesta 

incrementa aún más que en el primer desafío (Kurtz, 2005; Brehélin & Roch, 2008; 

Schmid‐Hempel, 2011). 

El primer estudio donde se demostró la memoria inmunitaria innata fue 

realizado por Kurtz & Franz (2003). En dicho estudio, dos grupos del crustáceo 

Macrocyclop salbidus fueron retados contra la tenia Schistocephalus solidus y tres 

días después, un grupo fue retado con un parásito genéticamente similar 

(hermanos) y el otro grupo con un parásito distinto (sin relación genética cercana, 

no hermanos). Sus resultados indican que la reinfección y la intensidad de 

reinfección con S. solidus fueron menores en los crustáceos desafiados por 

parásitos similares que en el grupo con parásitos genéticamente distintos. Otro 

estudio clave fue el de Little et al. (2003), quienes indicaron que la protección 

después de un segundo desafío es específica y la inmunidad se puede transferir a 

la descendencia. Por ejemplo, las hembras de Daphnia magna fueron expuestas a 

cepas de Pasteuria ramosa y su descendencia fue dividida en dos grupos, un grupo 

fue retado con la misma cepa (desafío homólogo) y el otro con una cepa distinta 

(desafío heterólogo). Sus resultados indicaron que, en los grupos con un desafío 

homólogo, el número de descendientes producidos por día aumentó en 

comparación con el grupo del desafío heterólogo. En Tribolium castaneum, la 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/een.12300#een12300-bib-0052
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/een.12300#een12300-bib-0008
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/een.12300#een12300-bib-0104
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inoculación de padres con Bacillus thuringiensis muertos por calor protegió a la 

primera y segunda generación de descendientes. Sin embargo, en este estudio, 

también encontraron que hubo costos en la primera generación, ya que produjeron 

menos descendientes (Schulz et al., 2019). La evidencia en conjunto sugiere que 

los rasgos de la memoria inmunitaria innata se pueden transferir 

generacionalmente, aunque ésta, sea costosa.  

Ahora se sabe que la memoria inmunitaria innata ocurre en distintas especies 

de invertebrados (Lanz-Mendoza & Contreras-Garduño, 2022) y que sus efectos 

pueden extenderse a las siguientes generaciones, protegiendo a la descendencia 

en contra de los patógenos que infectaron los padres (Pigeault et al., 2016; Tetreau 

et al., 2019). Cabe resaltar que no todos los estudios actuales prueban que hay 

memoria innata, y tal vez, esto dependa del contexto ecológico y de su historia 

evolutiva (Contreras-Garduño et al., 2016; Dhinaut et al., 2018). Además, no hay 

una respuesta específica para todos los parásitos, por lo que la memoria inmunitaria 

podría estar restringida a solo ciertos parásitos, lo que no sucede en la memoria 

adaptativa de vertebrados (Dubuffet et al., 2015). En particular, es posible que los 

parásitos o patógenos más virulentos eviten la respuesta inmunitaria, y así, la de 

memoria (Contreras‐Garduño et al., 2016). Incluso, si son afectados por diferentes 

parásitos a lo largo de sus vidas, es probable que no exista memoria inmunitaria 

innata por el alto costo que implicaría generarla y no utilizarla. Sin embargo, si el 

hospedero enfrenta constantemente a los mismos parásitos, podría favorecerse la 

memoria innata (Contreras‐Garduño et al., 2016).  

Respecto a los costos evolutivos de la memoria inmunitaria, existe poca 
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evidencia de que la memoria afecte, por ejemplo, la reproducción, el tiempo de 

desarrollo del hospedero, la masa corporal o el metabolismo (Contreras‐Garduño et 

al., 2016). Incluso, los costos podrían solo verse en las siguientes generaciones y 

no solamente en los padres (Schulz et al., 2019). Hasta ahora, se sabe que las 

hembras del mosquito Anopheles albimanus que presentan memoria innata, en 

comparación con las hembras control, tienen un menor éxito en la eclosión 

(Contreras‐Garduño et al., 2014). Además, Contreras-Garduño et al. (2019) 

reportaron que las larvas de Tenebrio molitor que tuvieron memoria innata contra 

M. brunneum, presentaron una mayor tasa metabólica y pasaron más tiempo en el 

estadio larval que el grupo control. Finalmente, al llegar a la fase adulta, las hembras 

y los machos sin memoria (sin infección), tuvieron una mayor probabilidad de 

rechazar el apareamiento con los individuos que realizaron memoria innata en su 

etapa juvenil. Roth et al. (2010) reportaron que ambos padres contribuyen a la 

memoria de su descendencia, pero por parte de las madres, los costos se reflejaron 

en un tiempo más largo de desarrollo, y por parte de los padres, se presentó en una 

menor fecundidad. Se ha considerado costoso que los individuos tarden más en 

desarrollarse debido a que pueden tener un menor tamaño, por ejemplo, durante el 

estadio larval (Trauer & Hilker, 2013). Incluso si larvas de menor tamaño también 

son adultos pequeños, podrían además tener costos en reproducción en 

comparación con adultos de mayor tamaño (Koella & Boëte, 2002).  

Es importante destacar que no solamente se ha visto que los individuos que 

generan memoria innata retrasan su tiempo de desarrollo, también pueden 

acelerarlo. Carmona et al. (2022) reportaron que los individuos del hemíptero 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/een.12300#een12300-bib-0016
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Rhodnius prolixus que tuvieron un reto dual con la cepa Dm28c de Trypanosoma 

cruzi tuvieron una mayor probabilidad de ecdisis en comparación con los individuos 

control, aunque no encontraron evidencia de memoria con esta cepa. La hipótesis 

de bet-hedging, propone que los ambientes impredecibles aumentan la probabilidad 

de que los individuos expresen un fenotipo que será adaptativo en un ambiente 

futuro. Esta estrategia se asocia con los cambios en el tiempo de desarrollo solo si 

la reproducción es favorecida. En los trabajos de memoria hasta el momento han 

detectado cambios en el tiempo de desarrollo, sin embargo, para poder proponer 

que es un costo o una estrategia de bet-hedging se deberían analizar los efectos de 

la memoria a través de las generaciones (Beaumont, et al., 2009; Menu, et al., 

2010). Estos trabajos sugieren que la memoria inmunitaria en la etapa juvenil afecta 

el desarrollo y la reproducción dentro de las generaciones, e incluso, afecta a la 

descendencia. 

En cuanto a cómo varía la memoria innata dependiendo de la etapa de 

desarrollo, Khan et al. (2016) encontraron que las diferencias en la memoria innata 

se deben al sexo o al estadio de desarrollo en el coleóptero T. castaneum. En donde 

determinaron que la memoria innata, inducida con un reto subletal en el estadio 

larval y uno letal en los adultos, confiere una mejor protección contra el patógeno B. 

thuringiensis en comparación con la memoria inducida con dos retos en el estadio 

larval o con memoria transgeneracional. Con estos resultados, propusieron que los 

costos y los mecanismos de la memoria innata también podrían variar en función 

del estadio de desarrollo. Además, se han realizado modelos teóricos, en donde se 

predice que los beneficios de la memoria innata están influenciados por las 
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disyuntivas reproductivas y por el desarrollo (Tate & Rudolf, 2012). Se sabe que, en 

una misma especie, en diferentes estadios se ocupan nichos ecológicos distintos, 

además tienen diferentes tasas de exposición a parásitos y patógenos, diferente 

inversión en la inmunidad, diferentes tasas de transmisión y distinta mortalidad por 

enfermedades (Tate & Rudolf, 2012). Incluso, en algunos sistemas se ha visto que 

diferentes instares larvales varían en su susceptibilidad a la infección (Boots, 2004). 

Sin embargo, aún no se ha evaluado como varían los costos de la memoria innata, 

tanto dentro como entre generaciones, si se retan a los individuos en diferentes 

instares larvales.  

En el género Spodoptera (Lepidoptera:Noctuidae), la memoria inmunitaria 

innata y sus costos están poco estudiados. Por ejemplo, Wilson & Graham (2015) 

indagaron la protección de la descendencia a través de las generaciones en S. 

littoralis. Retaron larvas contra el mismo nucleopoliedrovirus al que enfrentaron sus 

padres. Reportaron efectos denso-dependientes, ya que, las larvas criadas de 

forma gregaria tuvieron una mayor tasa de supervivencia después del reto 

inmunitario en comparación con las larvas criadas solitariamente. Incluso, 

encontraron un posible costo transgeneracional, debido a que las larvas de los 

padres criados gregariamente tuvieron una menor tasa de supervivencia después 

de la infección. Posteriormente, Wilson et al. (2021) pusieron a prueba la memoria 

innata transgeneracional en S. exempta contra un virus dsADN, que de hecho es su 

virus endémico, SpexNPV. Su objetivo fue analizar el efecto de inocular diferentes 

dosis del virus en la memoria innata transgeneracional. Sus resultados indicaron 

que la descendencia de padres retados con dosis virales bajas tuvo memoria innata, 
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mientras que la descendencia retada con dosis virales altas fue más susceptible al 

virus. Incluso, indicaron que murió la mayoría de descendencia de este último grupo 

por la transmisión vertical y no por el segundo reto. Esto significa que no son claros 

los costos transgeneracionales. Hasta ahora son los dos únicos estudios en donde 

se pone a prueba la memoria innata en el género. Aun no se sabe si S. frugiperda 

posee memoria inmunitaria innata, y de presentarse, si existen costos en términos 

de reproducción y del desarrollo, entre y a través de las generaciones. El objetivo 

de este trabajo fue analizar los costos y los beneficios de la memoria innata 

transgeneracional en S. frugiperda dependiendo del estadio del desarrollo.  
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2. Hipótesis y predicciones 

a) A pesar de tener beneficios, la memoria innata transgeneracional tiene 

costos. Se predice que los costos se verán reflejados cuando padres e hijos 

son retados en etapas jóvenes (L5), ya que retrasarán el desarrollo, 

disminuirán el éxito reproductivo y la supervivencia en comparación con 

padres e hijos retados en un estadio más cercano a pupar.  

b) De acuerdo con la hipótesis de bet-hedging, se plantea que la memoria innata 

transgeneracional provee beneficios cuando padres e hijos son retados en 

un estadio cercano a pupar (L6). Se predice que padres e hijos retados en 

un estadio más cercano a pupar, acelerarán el tiempo de desarrollo, tendrán 

una mayor supervivencia y un mayor éxito reproductivo que padres e hijos 

retados en estadios más juveniles.  

3. Objetivo 

Determinar si hay costos y beneficios diferentes dependiendo del instar en el que 

se induce la memoria innata transgeneracional en S. frugiperda.  

3.1 Objetivos específicos 

1. Determinar las diferencias en la supervivencia y el tiempo en días que 

pasan los individuos en cada fase de desarrollo (larva, pupa y adulto) entre 

las etapas L5 y L6. 

2. Analizar la respuesta inmunitaria innata en la descendencia de las etapas 

L5 y L6 con los parámetros de proteína, actividad lítica, actividad de la 

fenoloxidasa, capacidad antioxidante total, catalasa, peróxido de hidrógeno 

y superóxido dismutasa en la hemolinfa. 
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4. Métodos 

4.1. Modelo de estudio 

Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera:Noctuidae), comúnmente es conocida 

como gusano cogollero, se distribuía originalmente en regiones tropicales y 

subtropicales en América, sin embargo, actualmente ha invadido todos los 

continentes  (Pogue, 2002; Wan et al., 2021). Es un insecto generalista que se 

alimenta principalmente de gramíneas como los cultivos de maíz, sorgo, algodón y 

arroz, pero se han reportado más de 300 especies de plantas de las cuales puede 

alimentarse (Casmuz et al., 2010; Goergen et al., 2016; Deshmusk et al., 2018). Los 

enemigos naturales de esta especie incluyen bacterias, hongos, nemátodos, 

parasitoides (Molina-Ochoa et al., 2003). El ciclo de vida dura aproximadamente 35 

días; los huevos tardan aproximadamente tres días en eclosionar, una vez que son 

larvas pasan por seis instares hasta llegar a pupa, cuya fase dura cerca de siete 

días y finalmente, emergen los adultos y pasan en esta fase 9 días (Schmidt-Duran 

et al., 2015). Para poner a prueba las hipótesis, se usaron larvas de los últimos dos 

instares previos a la pupa: L5 y L6. Las larvas fueron alimentadas con una dieta 

artificial a base de harina de maíz y durante el estadio adulto, se les proporcionó 

agua con miel al 10%. Se mantuvieron en una incubadora a 25 ± 2 °C y con un 

fotoperiodo 12:12 horas en el estadio larval y los adultos se mantuvieron en un 

cuarto oscuro (Goh et al., 1990; de la Luz Sierra-Ruíz, et al., 2022) en el insectario 

Maria Sibylla Merian de la Escuela Nacional de Estudios Superiores, Unidad Morelia 

de la Universidad Nacional Autónoma de México. 
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4.2. Diseño experimental 

Se realizó un experimento piloto para determinar la dosis letal de 100% y una 

subletal de entre el 20% y 30% de mortalidad (Medina-Gómez et al., 2018). Las 

dosis se obtuvieron a partir de dos cepas del hongo entomopatógeno Metarhizium 

brunneum: la cepa Cherry que tiene un marcador fluorescente rojo, y la cepa GFP, 

con un marcador fluorescente verde. Con estos marcadores se puede identificar la 

infección en un microscopio de fluorescencia. Las cepas del hongo se 

proporcionaron por el Laboratorio de Genética Molecular de la Universidad de 

Guanajuato. Previamente, ya se había determinado que no existen diferencias en 

supervivencia entre las cepas Cherry y GFP (Castro-Vargas et al., 2017).  

Para obtener la dosis subletal y letal se utilizaron 274 larvas de cada instar 

(L5 y L6), y en ambos instares las larvas se dividieron en cuatro grupos, tres de ellos 

fueron inyectados con 1 μL de distintas concentraciones de la cepa Cherry del 

hongo M. brunneum diluido en Tween 80 (0.001%); que corresponden a 5, 200 o 

2,000 conidios/μL, más un control en donde se inyectó 1 μL de Tween 80. Las larvas 

fueron inyectadas entre el sexto y séptimo segmento abdominal con una 

microjeringa de 10 μL (Hamilton). Después de inyectar a las larvas, estas se 

mantuvieron de forma individual en cajas de 24 pozos con alimento. Se registró la 

supervivencia diariamente, así como el tiempo de desarrollo que transcurrió entre 

cada estadio. Se determinó que la dosis subletal fue la de 5 conidios/μL y la letal de 

2,000 conidios/μL (figuras A1 y A2).  
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4.2.1. Activación de la memoria inmunitaria en padres  

Se evaluó la memoria innata transgeneracional mediante un experimento de dos 

fases. En la primera fase del experimento se activó la respuesta inmunitaria con una 

dosis subletal de la cepa GFP en los padres (f0). Se tuvieron dos grupos 

experimentales de larvas, uno de memoria y otro control (N = 383). Estas larvas 

fueron inoculadas en el instar larval L5 o L6. En el primer reto, los individuos del 

grupo de memoria fueron inoculados con (etapa L5, n = 95; etapa L6, n = 96) y a los 

individuos del grupo control, se les inyectó 1 μL de Tween 80 (etapa L5, n = 96; 

etapa L6, n = 96). Las larvas se mantuvieron individualmente en cajas de 24 pozos 

con alimento hasta el estadio de pupa, en donde los individuos fueron sexados, 

posteriormente se trasladaron a envases de plástico. En cada envase se colocó una 

pareja, formada aleatoriamente de cada tratamiento (hembras/machos de memoria, 

y hembras/machos control). Una vez que pasaron al estadio adulto se les 

proporcionó una solución de agua mezclada con miel al 10% en un algodón y trozos 

doblados de papel encerado para la oviposición, mismos que fueron cambiados 

diariamente. Las puestas de huevos fueron separadas de los adultos y cuando 

eclosionaron las larvas se mantuvo a la descendencia de cada pareja con dieta 

artificial en condiciones controladas. Se registró la supervivencia y el tiempo que 

transcurrió en cada estadio (figura 1). Se confirmó con un microscopio de 

fluorescencia que la infección en la descendencia de los tratamientos homólogos se 

debió solamente al hongo con la cepa Cherry. Esto es relevante debido a que se 

aseguró que los efectos que se observaron en los resultados se debieron a la 

infección con la dosis letal y no al traslape de infecciones (figura A3).  
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Figura 1. Diseño experimental para determinar la memoria innata transgeneracional. Dentro 

del cuadro morado se delimita la primera fase del experimento con dos tratamientos (experimental: 

5 conidios/μL; control: Tween 80), ambos tratamientos se inyectaron en L5 y L6. El cuadro rosa 

delimita la segunda fase del experimento. En donde el grupo control se dividió en tres grupos, un 

grupo al que se inyectó Tween 80; el segundo fue retado en L5 y el tercero en L6 con 2,000 

conidios/μL. Para los grupos homólogos, la descendencia fue retada en L5 y L6. Después de 24 

horas del segundo reto, se extrajo hemolinfa para realizar la respuesta inmunitaria y estrés oxidante. 

En ambos retos se registró la supervivencia y el tiempo que transcurrió en cada fase. 
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4.2.2. Memoria innata transgeneracional  

Para la segunda fase del experimento se inyectó a la descendencia que sobrevivió 

hasta la etapa L5 o L6 provenientes de los tratamientos en la f0. En esta fase del 

experimento la descendencia fue divida en los siguientes tratamientos (N = 639): 

control (L5C-L5C, n = 44; L6C-L6C, n = 18) en el que padres e hijos se inyectaron 

con Tween en la etapa L5 o L6; homólogo L5 o L6 (L5R-L5R, n = 77; L6R-L6R, n = 

148), en donde los padres fueron retados con una dosis subletal y los hijos fueron 

retados con una dosis letal (2,000 conidios/μL, cepa Cherry del hongo M. brunneum) 

ambos en la etapa L5 o L6; heterólogo L5 o L6 (L5C-L5R, n = 44; L6C-L6R, n = 22) 

en el que los padres fueron control (inyectados con Tween) y los hijos retados con 

una dosis letal en la etapa L5 o L6; homólogo L5-L6 o L6-L5 (L5R-L6R, n =  56; L6R-

L5R, n = 12) en donde los padres fueron retados con la dosis subletal en la etapa 

L5 o L6 y los hijos fueron retados con la dosis letal en la etapa L6 o L5; y por último, 

heterólogo L5-L6 o L6-L5 (L5C-L6R, n = 25; L6C-L5R, n = 8) en el que los padres 

fueron control en etapa L5 o L6 y los hijos retados con una dosis letal en la etapa 

L6 o L5 (figura 1). 

Después de 24 horas de la inyección, se separaron 185 individuos a los 

cuales se les extrajeron 30 μL de hemolinfa. La hemolinfa se depositó en 200 μL de 

PBS (Solución Salina Amortiguada por Fosfatos; Sigma) y las muestras se 

mantuvieron en un congelador a -80 °C. Cabe resaltar que estos individuos se 

excluyeron de los análisis de supervivencia y desarrollo. Con estas muestras de los 

diferentes tratamientos se analizaron las siguientes medidas de la respuesta 

inmunitaria: la actividad lítica, la actividad de fenoloxidasa, un pro-oxidante y 
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distintos antioxidantes. Se cuantificó la proteína en la hemolinfa para que, en caso 

de encontrar diferencias significativas en la respuesta inmunitaria, esto no se 

debiera a una cantidad inicial en la proteína por grupo (ver resultados). 

Para analizar los costos durante el desarrollo, se registró el tiempo (días) que 

tardó cada larva en llegar a pupa, después se registró el tiempo transcurrido durante 

el estadio de pupa y nuevamente durante el estadio adulto. Para los costos en 

fertilidad se contó el número de larvas que eclosionaron en cada tratamiento. 

También se registró la supervivencia después de cada reto para conocer los 

beneficios de la memoria inmunitaria innata.  

4.3. Defensa en la memoria transgeneracional  

4.3.1. Respuesta inmunitaria 

4.3.1.1. Concentración de proteína  

Se utilizó el kit de proteína de Pierce BCA (catálogo #23225; Thermo Scientific). En 

cada microplaca de ELISA de 96 pozos, ocho fueron utilizados para la curva 

estándar de proteína, misma que se realizó colocando 40 μL de albúmina de suero 

bovina (BSA) bajo diferentes concentraciones: 2,000, 1,500, 1,000, 750, 500, 250, 

125 y 25 μg/mL de proteína. Para diluir la BSA se utilizó un buffer fosfato salino 

(PBS; Sigma). Por otra parte, se preparó el reactivo de trabajo diluyendo 297 μL del 

reactivo B en 14.9 mL del reactivo A, ambos proporcionados por el kit. El resto de 

los pozos se llenaron con 40 μL de PBS y 150 μL del reactivo de trabajo; de los 

cuales se dejaron dos pozos controles, es decir, solo con las dos soluciones 
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anteriores y a los demás pozos se les colocaron 40 μL de muestra (n = 185). Se 

leyó la absorbancia a 562 nm en lector de microplacas Multiskan GO (Thermo 

Scientific) después de que se incubara la microplaca 15 minutos a 37 C°. Con la 

ecuación de la curva de regresión de cada muestra se obtuvo la concentración de 

proteína en μg/mL. 

4.3.1.2. Actividad de la fenoloxidasa 

Se preparó una solución diluyendo 0.004 gramos de L-DOPA (Sigma-Aldrich) en 1 

mL de PBS. Se cubrió con aluminio y se mantuvo en agitación durante 20 minutos 

hasta que se disolvió. De los 96 pozos de una microplaca ELISA, dos fueron 

utilizados como controles, a los que se les colocaron 90 μL de PBS y 10 μL de L-

DOPA. Al resto de pozos de igual forma se les colocó 10 μL de L-DOPA, además 

de 40 μL de PBS y 50 μL de muestra (n = 184). Después de 15 minutos de 

incubación a temperatura ambiente, se leyó la absorbancia de cada pozo a 490 nm 

en el lector de microplacas Multiskan GO (Thermo Scientific) cada tres minutos 

durante media hora. Para obtener la actividad de la fenoloxidasa se calculó la 

pendiente de la curva de regresión lineal de la reacción de cada muestra. Se utilizó 

el valor de la tasa máxima de la pendiente (Vmax) para los análisis. 

4.3.1.3. Actividad lítica 

Se preparó una solución de reactivo diluyendo 0.072 gramos de Micrococcus 

lysodeikticus (Sigma- Aldrich) en 19.2 mL de PBS. Del total de pozos de una 

microplaca ELISA, se utilizaron dos como controles, a los que solamente se les 

agregó 230 μL de PBS. El resto de la placa se llenó con 200 μL de M. lysodeikticus 
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y 30 μL de muestra (n = 185). La placa se incubó 15 minutos a temperatura ambiente 

y se leyó a 490 nm con agitación previa de 15 segundos cada tres minutos durante 

media hora en el lector de microplacas Multiskan GO (Thermo Scientific). La 

actividad lítica se calculó como la pendiente en la regresión lineal entre la 

absorbancia y el tiempo de degradación de M. lysondeikticus. Se utilizó el valor de 

la tasa máxima de la pendiente (Vmax) para los análisis. 

4.3.2. Defensa antioxidante 

4.3.2.1. Capacidad antioxidante total  

Se utilizó el kit de capacidad antioxidante total (catalogo #K274-100; BioVision). Se 

utilizaron seis pozos de una placa ELISA para colocar la curva estándar de Trolox 

de la siguiente forma: 0, 4, 8 12, 16 y 20 μL de la solución estándar de Trolox (1 

µmol) y 100, 96, 92, 88, 84 y 80 μL de agua ultrapura por pozo. En los demás pozos 

se colocaron 25 μL de protein mask, 25 μL de la muestra (n = 103) y 50 μL de la 

solución de trabajo de cobre. La solución de trabajo se preparó al diluir el reactivo 

Cu en la solución de ensayo en una relación de 1:49. Se incubó la placa cubierta 

con aluminio a temperatura ambiente durante una hora y media. Se leyó la 

absorbancia de la placa a 570 nm en el lector de microplacas Multiskan GO (Thermo 

Scientific). Se obtuvo la cantidad de antioxidantes totales (nmol) de cada muestra 

con la ecuación de la curva de regresión.  

2.3.2.2. Catalasa  

Para obtener el contenido de catalasa (nmol) se utilizó un kit (catalogo #A22180; 
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INVITROGEN) y se prepararon las siguientes soluciones: para la solución de 

Amplex Red se colocaron 100 μL de DMSO en un vial del reactivo Amplex Red; la 

solución de trabajo 1X se preparó colocando 4 mL de peróxido de hidrógeno (H2O2) 

en 16 mL de agua destilada; la solución de peroxidasa del rábano (PHR) se preparó 

disolviendo el vial con el reactivo PHR en 200 μL de la solución de trabajo 1X; la 

solución de H2O2 se preparó diluyendo 23 μL del vial de H2O2 en 977 μL de agua 

destilada, y se preparó la solución de catalasa disolviendo el vial de catalasa en 100 

μL de agua destilada. Se utilizaron seis pozos de una placa ELISA para colocar la 

curva estándar de la siguiente forma: 25 μL de la solución 1X, 6.25 µL de 1 U/mL 

de catalasa y 18.75 µL de la solución 1X; 12.5 µL de 1 U/mL de catalasa y 12.5 µL 

de la solución 1X; 2.5 µL de 10 U/mL de catalasa y 22.5 µL de la solución 1X; 5 µL 

de 10 U/mL de catalasa y 20 µL de la solución 1X; y 10 µL de 10 U/mL de catalasa 

y 15 µL de la solución 1X. Además, se preparó una solución a 40 µM de H2O2 

diluyendo 10 µL de la solución de H2O2 en 4.99 mL de la solución 1X. Para la primera 

fase de la reacción se colocaron 12.5 μL de muestra (n = 118) y 12.5 μL de la 

solución 40 µM de H2O2 en los pozos restantes. Se cubrió la placa con aluminio y 

se incubó por 30 minutos a temperatura ambiente. Para preparar la solución de 100 

µM de Amplex Red se diluyeron 50 μL de la solución de Amplex Red y 20 μL de la 

solución de HRP en 4.93 mL de la solución 1X. Se colocaron 25 μL de la solución 

de 100 µM de Amplex Red en los pozos con muestra. Se volvió a cubrir la placa, se 

incubó a 37 °C por 30 minutos y se leyó la absorbancia a 560 nm en el lector de 

microplacas Multiskan GO (Thermo Scientific). Se obtuvo la cantidad de catalasa 

(nmol) de cada muestra con la ecuación de la curva de regresión. 



~ 29 ~  

 4.3.2.3. Superóxido dismutasa 

Se utilizó un kit (catalogo #19160-1KT-F; Sigma-Aldrich) para determinar la 

actividad de superóxido dismutasa (SOD). Para la solución de trabajo, se diluyó 1 

mL de la solución WST en 19 mL de la solución amortiguadora. Se centrifugó la 

enzima por cinco segundos y se diluyeron 15 μL en 2.5 mL de la solución 

amortiguadora para preparar la solución con la enzima.  Se utilizaron tres pozos de 

una placa ELISA como blancos y se prepararon de la siguiente forma: al pozo del 

blanco uno se le agregaron 10 μL de agua ultrapura, 100 μL de la solución de trabajo 

y 10 μL de la solución con enzima; al pozo del blanco dos se le agregaron 10 μL de 

muestra, 100 μL de la solución de trabajo y 10 μL de la solución amortiguadora y al 

pozo del blanco tres se le agregaron 10 μL de agua ultrapura, 100 μL de la solución 

de trabajo y 10 μL de la solución amortiguadora. Los demás pozos se llenaron con 

10 μL de muestra (n = 116), 10 μL de la solución con enzima y 100 μL de la solución 

de trabajo. Se incubó la placa cubierta con aluminio a 37 °C por 20 minutos y se 

leyó la absorbancia a 450 nm en el lector de microplacas Multiskan GO (Thermo 

Scientific). Se calculó la actividad SOD con la siguiente formula:  

Actividad del SOD (tasa de inhibición %) = (AB1 - AB3) - (Amuestra - AB2) / (AB1 - AB3) *100% 

AB1: Absorbancia del blanco 1; AB2: absorbancia del blanco 2; AB3: absorbancia 

del blanco 3 y; Amuestra: absorbancia de la muestra. 

2.3.2.4. Peróxido de hidrógeno  

Con un kit (catalogo #A22188; Thermo Fisher Scientific) determinamos la cantidad 

de H2O2. Primero se prepararon las siguientes soluciones estándar: para solución 
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de 10 mM Amplex Red, se disolvió el vial de Amplex Red en 60 μL de DMSO, para 

la solución 1X se diluyeron 4 mL de la solución 5X en 16 mL de agua desionizada; 

para obtener una solución de 10 U/mL de HRP se disolvió el vial de HRP en 1 mL 

de la solución 1X; y se preparó una solución de 20 mM de H2O2 diluyendo 22.7 μL 

del vial de H2O2 al 3% en 977 μL de la solución 1X. Se utilizaron ocho pozos de una 

placa ELISA para la curva de H2O2. Se colocaron diferentes volúmenes de la 

solución de 10 nM de H2O2 y del buffer 1X teniendo un total de 50 μL en cada pozo 

para obtener las concentraciones de 10, 8, 6, 4, 2 y 0 mM de H2O2. Adicionalmente, 

se preparó una solución con 100 µM Amplex red y 0.2 U/mL de HRP diluyendo 50 

μL de la solución de 10 mM de Amplex Red y 100 μL de la solución HRP en 4.85 

mL de la solución 1X. El resto de los pozos se llenaron con 25 μL de la muestra (n 

= 116) y 25 μL de la solución de 100 µM Amplex red y 0.2 U/mL de HRP. Se cubrió 

la placa con aluminio y se incubó 30 minutos a temperatura ambiente. Se leyó la 

absorbancia a 560 nm en el lector de microplacas Multiskan GO (Thermo Scientific) 

y se obtuvo la cantidad de H2O2 (nmol) con la ecuación de la regresión linear.  

4.4. Análisis estadísticos 

Para comparar las funciones de supervivencia se realizaron la prueba de rango 

logarítmico de Kaplan-Meier, así como la prueba de Chi cuadrada. Se compararon 

las larvas eclosionadas de los padres y el porcentaje de supervivencia de la 

descendencia por tratamiento con un análisis de varianza (ANOVA) y 

posteriormente se realizó la prueba post hoc de Tukey. Para estos análisis se utilizó 

el software estadístico IBM SPPSS. Para comparar los días que pasaron los 

individuos de los diferentes tratamientos en la fase de larva y pupa, primero se hizo 
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la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, se comprobó que los datos no eran 

normales. Por lo tanto, se utilizó la prueba de Kruskall-Wallis y si la prueba era 

significativa se realizó posteriormente la prueba de Wilcoxon.  Las variables de 

respuesta inmunitaria y estrés oxidante se compararon entre los tratamientos con 

modelos lineales generalizados (GLZ) en R Studio (4.1.1).  
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5.  Resultados 

5.1. Activación de la respuesta inmunitaria innata (padres) 

5.1.1. Efecto de la activación de la respuesta inmunitaria innata en la supervivencia 

No se encontraron diferencias significativas en la supervivencia entre los 

tratamientos control y reto subletal en el estadio larval en la etapa L5 (X2 = 2.92, g.l. 

= 1, p = 0.09), pero sí en la etapa L6, en donde el grupo subletal tuvo una mayor 

probabilidad de supervivencia y vivió más días (10 días) que el control (9 días) (X2 

= 6.4, g.l. = 1, p = 0.01). Al comparar entre las etapas, el grupo retado en la etapa 

L6 (10 días) tuvo una mayor probabilidad de supervivencia que el grupo retado en 

la etapa L5 (9 días; X2 = 6.93, g.l. = 1, p = 0.008). El control en la etapa L5 tuvo una 

mayor probabilidad de supervivencia que el control en la etapa L6, aunque ambos 

sobrevivieron 9 días (X2 = 7.4, g.l. = 1, p = 0.01; figura 2a).  

En la etapa L5 en el estadio de pupa el tratamiento control tuvo una mayor 

probabilidad de supervivencia y sobrevivió más días (16 días) que el tratamiento 

con el reto subletal (15 días; X2 = 12.06, g.l = 1, p = 0.001). En la etapa L6, el grupo 

control tuvo una mayor probabilidad de supervivencia y sobrevivió más (15 días) 

que el grupo retado (14 días; X2 = 19.1, g.l. = 3, p < 0.0001). Al comparar la 

supervivencia entre las etapas L5 (15 días) y L6 (14 días), no se encontraron 

diferencias significativas entre los grupos retados (X2 = 0.01, g.l. = 1, p = 0.9) ni 

entre los controles (L5 = 16 días, L6 = 15 días; X2 = 5.22, g.l. = 1, p = 0.47; figura 

2b). En el estadio adulto no se encontraron diferencias significativas entre los 

tratamientos ni entre las etapas L5 o L6 (X2 = 0.48, g.l. = 3, p = 0.92).  
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Figura 2. Curvas de supervivencia de los padres con respecto a los grupos experimentales. 

Los padres se dividieron en los siguientes tratamientos: control, se inyectaron larvas con Tween en 

la etapa L5 o L6 y reto, se inoculó una dosis subletal de 5 conidios/μL del hongo M. brunneum en la 

etapa L5 o L6. Curvas de supervivencia de los padres en: a) estadio larval, b) en estadio de pupa y 

c) supervivencia en el ciclo de vida. Las letras al lado de la leyenda indican las diferencias entre los 
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tratamientos. 

Considerando la supervivencia en el ciclo de vida, en la etapa L5 el grupo 

retado tuvo una menor probabilidad de supervivencia (36 días) que el control (37 

días; X2 = 6.03, g.l. = 1, p = 0.01). En la etapa L6, también el grupo retado tuvo una 

menor probabilidad de supervivencia que el control, aunque ambos vivieron 36 días 

(X2 = 19.1, g.l. = 1, p < 0.001). Al comparar la supervivencia entre las etapas, no se 

encontraron diferencias significativas entre los grupos retados (X2 = 1.21, g.l. = 1, p 

= 0.27) ni entre los grupos control (X2 = 0.52, g.l. = 1, p = 0.47; figura 2c). 

5.1.2. Efecto de la activación de la respuesta inmunitaria innata en el desarrollo 

En cuanto a los días que pasaron los individuos en la fase de larva, se encontraron 

diferencias significativas entre los tratamientos (X2 = 15.69, g.l. = 3, p = 0.001; figura 

3). Los tratamientos control (p = 0.01) y reto (p = 0.01) en la etapa L6 pasaron menos 

días en la fase de larva en comparación con el control en la etapa L5. No se 

encontraron diferencias entre el tratamiento de reto en la etapa L5 y los tratamientos 

control (p = 0.10) y reto (p = 0.08) en la etapa L6. Tampoco hubo diferencias 

significativas entre los tratamientos control y reto en la etapa L5 (p = 1.00) ni en la 

etapa L6 (p = 1.00). No se encontraron diferencias significativas entre los 

tratamientos en las etapas L5 y L6 en el tiempo que pasaron en la fase de pupa (X2 

= 3.51, g.l. = 3, p = 0.32) ni en el tiempo que pasaron en la fase de adulto (X2 = 0.75, 

g.l. = 3, p = 0.86).  
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Figura 3. Cajas de bigotes del tiempo de desarrollo de padres inyectados en etapa L5 y/o L6.  

Tiempo en días que pasaron los individuos de los tratamientos control y reto en las etapas L5 y L6 

en la fase de larva. 

5.1.3. Efecto de la activación de la respuesta inmunitaria innata en la fertilidad 

Primero se analizó cuantas larvas eclosionaron en cada tratamiento y se 

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (F = 2.99, p = 0.04). 

Aunque, solamente se encontró que el tratamiento con el reto subletal en la etapa 

L5 tuvo más larvas eclosionadas que el tratamiento control en la etapa L6 (p = 0.02; 

figura 4). Se mantuvieron las larvas hasta la segunda fase del experimento, de las 

cuales solo sobrevivieron el 23% de la descendencia del tratamiento control en 

etapa L5; el 15% del tratamiento con el reto subletal en etapa L5; en etapa L6 

sobrevivió el 10% de la descendencia del tratamiento control y el 27% del 

tratamiento con reto subletal. 
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Figura 4. Gráfica de barras de la fertilidad en los padres, en términos del número de larvas 

eclosionadas en cada tratamiento. Las barras indican el error estándar.   

5.2. Memoria innata transgeneracional   

5.2.1. Efecto de la memoria innata transgeneracional en la supervivencia     

En etapa L5, el tratamiento control tuvo una mayor probabilidad de supervivencia y 

sobrevivió más días (13 días) que el tratamiento homólogo (11 días). Además, el 

tratamiento homólogo tuvo una mayor probabilidad de supervivencia que los 

tratamientos heterólogos de hijos retados en etapa L5 (9 días) y L6 (8 días), y 

homólogo de hijos retados en etapa L6 (7 días), estos últimos tres no difirieron en 

la probabilidad de supervivencia (X2 = 97.04, g.l. = 4, p < 0.001; figura 5a). En pupa, 

el grupo control fue el tratamiento con la mayor probabilidad de supervivencia en 

comparación con los demás tratamientos, que tuvieron la misma probabilidad de 

supervivencia (X2 = 30.49, g.l. = 4, p < 0.001; figura 5b).  
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Figura 5. Curvas de supervivencia de la descendencia de padres inyectados en la etapa L5 

con respecto a los grupos experimentales. La descendencia se dividió en los siguientes 

tratamientos: control (L5C-L5C), padres e hijos fueron controles en la etapa L5; homólogo L5 (L5R-

L5R), padres e hijos fueron retados en la etapa L5; heterólogo L5 (L5C-L5R), padres fueron control 

y los hijos retados ambos en etapa L5; memoria L5-L6 (L5R-L6R) los padres fueron retados en la 

etapa L5 y los hijos en la etapa L6; y, por último, heterólogo L5-L6 (L5C-L6R) los padres fueron 

control en la etapa L5 y los hijos retados en la etapa L6. Curvas de supervivencia de la descendencia 

en: a) estadio larval, b) en estadio de pupa y c) supervivencia en el ciclo de vida. Las letras al lado 

de la leyenda indican las diferencias entre los tratamientos. 

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en el estadio 

adulto (X2 = 0.66, g.l. = 1, p = 0.72). Aunque solamente pasaron al estadio adulto 

individuos de los grupos control y de memoria de padres e hijos retados en L5. 

Al considerar la supervivencia en tiempo total del ciclo de vida se encontró 

que el tratamiento control tuvo la mayor probabilidad de supervivencia (36 días) en 

comparación con los demás tratamientos. El tratamiento homólogo en etapa L5 (30 

días) tuvo una mayor probabilidad de supervivencia en comparación con el 

tratamiento heterólogo en las etapas L5 (10 días; X2 = 11.88, g.l. = 1, p = 0.001) y 

L6 (16 días; X2 = 7.85, g.l. = 1, p = 0.005), y con el homólogo retado en la etapa L6 

(9 días; X2 = 28.15, g.l. = 1, p < 0.0001). Los individuos del tratamiento heterólogo 

en la etapa L5 tuvieron una mayor probabilidad de supervivencia en comparación 

con el homólogo de hijos retados en la etapa L6 (p = 0.03). No se encontraron 

diferencias significativas entre el tratamiento heterólogo de hijos retados en la etapa 

L6 y el heterólogo de hijos retados en la etapa L5 y el homólogo de hijos retados en 

la etapa L6 (X2 = 111.07, g.l. = 4, p < 0.0001; figura 5c). Estos resultados indican 
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que hay una memoria transgeneracional solamente si padres e hijos son retados en 

etapa L5. 

Por otro lado, en el estadio larval en la etapa L6, se encontró que las larvas 

del tratamiento control (10 días) y heterólogo de hijos retados en etapa L5 (9 días) 

tuvieron la mayor probabilidad de supervivencia en comparación con los demás 

tratamientos. Mientras que el tratamiento homólogo de hijos retados en la etapa L6 

(8 días), el tratamiento heterólogo de hijos retados en la etapa L6 (7 días); y el 

tratamiento homólogo de hijos retados en etapa L5 (6 días) tuvieron la misma 

probabilidad de supervivencia. Con excepción de la descendencia del tratamiento 

homólogo retada en la etapa L6 que tuvo una mayor probabilidad de supervivencia 

que la del tratamiento homólogo en etapa L5 (X2 = 14.87, g.l. = 4, p = 0.005; figura 

6a).   

En cuanto a la supervivencia durante la fase de pupa, se encontró que el 

tratamiento control fue el que tuvo la mayor probabilidad de supervivencia en 

comparación con los demás   tratamientos (X2 = 118.85, g.l. = 4, p = 0.001; figura 

6b). El tratamiento homólogo retado en la etapa L6 tuvo una mayor probabilidad de 

supervivencia en comparación con el tratamiento homólogo retado en la etapa L5 

(X2 = 6.89, g.l. = 1, p = 0.009); aunque tuvo la misma probabilidad de supervivencia 

que los tratamientos heterólogos en la etapa L5 (X2 = 3.19, g.l. = 1, p = 0.07) y L6 

(X2 = 1.56, g.l. = 1, p = 0.21). Los tratamientos heterólogos en las etapas L5 y L6, y 

el tratamiento homólogo en la etapa L5 no difirieron estadísticamente en la 

supervivencia. En el estadio adulto no se encontraron diferencias significativas entre 

los tratamientos (X2 = 0.5, g.l. = 2, p = 0.776).  
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Figura 6. Curvas de supervivencia de la descendencia de padres inyectados en la etapa L6 

con respecto a los grupos experimentales. La descendencia se dividió en los siguientes 

tratamientos: control (L6C-L56), padres e hijos fueron controles en la etapa L6; homólogo L6 (L6R-

L6R), padres e hijos fueron retados en la etapa L6; heterólogo L6 (L6C-L6R), padres fueron control 

y los hijos retados ambos en etapa L6; memoria L6-L5 (L6R-L5R) los padres fueron retados en la 

etapa L6 y los hijos en la etapa L5; y por último, heterólogo L6-L5 (L6C-L5R) los padres fueron control 

en la etapa L6 y los hijos retados en la etapa L5. Curvas de supervivencia de la descendencia en: a) 

estadio larval, b) en estadio de pupa y c) supervivencia en el ciclo de vida. Las letras al lado de la 

leyenda indican las diferencias entre los tratamientos. 

En la etapa L6 también es importante considerar que solamente pasaron al estadio 

adulto individuos de los tratamientos control y homólogo. 

Con respecto al ciclo de vida se encontró que el tratamiento control tuvo la 

mayor probabilidad de supervivencia en comparación con los demás tratamientos, 

con excepción del tratamiento heterólogo de hijos retados en la etapa L5, debido a 

que tuvieron la misma probabilidad de supervivencia (X2 = 0.61, g.l. = 1, p = 0.43).  

Los tratamientos heterólogos en la etapa L5 y L6 no difirieron estadísticamente en 

la probabilidad de supervivencia (X2 = 1.357, g.l. = 1, p = 0.24).  Además, no se 

encontraron diferencias significativas en la supervivencia entre los tratamientos 

homólogo de hijos retados en etapa L6, heterólogo de hijos retados en la etapa L6 

y el tratamiento homólogo de hijos retados en etapa L5 (X2 = 17.05, g.l. = 4, p = 

0.002; figura 6c). Estos resultados sugieren que no hay una memoria 

transgeneracional o que es ineficiente si padres e hijos son retados en la etapa L6.  

Al comparar los tratamientos heterólogos y homólogos entre las etapas L5 y 

L6 en el estadio larval se encontró que el homólogo en etapa L5 tuvo la mayor 
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probabilidad de supervivencia en comparación con los demás tratamientos, que 

tuvieron la misma probabilidad de supervivencia. (X2 = 33.59, g.l. = 3, p < 0.0001; 

figura 7a); no se encontraron diferencias significativas en el estadio de pupa (X2 = 

2.75, g.l. = 3, p = 0.432) y tampoco en estadio adulto (X2 = 0.66, g.l. = 3, p = 0.88) 

entre las etapas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Curvas de supervivencia de la descendencia de padres inyectados en la etapa L5 y 

L6 con respecto a los grupos experimentales. Curvas de supervivencia de la descendencia en 

estadio: a) larval y b) curvas supervivencia en el ciclo de vida. Las letras al lado de la leyenda indican 
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las diferencias entre los tratamientos.  

 En cuanto a la supervivencia en el tiempo total del ciclo de vida se encontró 

que el tratamiento de memoria en la etapa L5 tuvo una mayor probabilidad de 

supervivencia que el resto de los tratamientos, que tuvieron la misma probabilidad 

de supervivencia (X2 = 19.74, g.l. = 3, p < 0.0001; figura 7b). Con excepción del 

tratamiento homólogo en la etapa L5 y el tratamiento heterólogo en la etapa L6 que 

tuvieron la misma probabilidad de supervivencia (X2 = 1.65, g.l. = 3, p = 0.12).  

5.2.2. Efecto de la memoria innata transgeneracional en el desarrollo 

En la descendencia de padres retados en la etapa L5 se encontraron diferencias 

significativas entre los tratamientos en los días que pasaron en la fase de larva (X2 

= 36.17, g.l. = 4, p < 0.0001). El tratamiento control no difirió estadísticamente de 

los tratamientos heterólogo (p = 0.27) y homólogo (p = 1.00) de la descendencia 

retada en la etapa L5. Además, el tratamiento heterólogo de la descendencia retada 

en la etapa L5 pasó menos días en la fase de larva en comparación con el 

tratamiento homólogo de la descendencia retada en la etapa L5 (p = 0.03). Por otra 

parte, se encontró que los tratamientos heterólogo y homólogo de la descendencia 

retada en la etapa L6 pasó menos días en la fase de larva en comparación con los 

tratamientos control (p < 0.0001, p = 0.001), homólogo (p < 0.001. p = 0.001) y 

heterólogo (p = 0.04, p = 0.04) de la descendencia retada en la etapa L5 (figura 

8a). No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en los días 

que pasaron en la etapa de pupa (X2 = 0.03, g.l. = 1, p = 0.86).  

En la descendencia de padres retados en la etapa L6 no se encontraron 
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diferencias significativas entre los tratamientos ni en los días que pasaron en la fase 

de larva (X2 = 7.48, g.l. = 4, p = 0.11) ni en los días que pasaron en la fase de pupa 

(X2 = 1.51, g.l. = 1, p = 0.22).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Cajas de bigotes del tiempo de desarrollo de la descendencia de padres que fueron 

inyectados en etapa L5 y/o L6.  Tiempo en días que pasaron los individuos de los diferentes 

tratamientos en la fase de larva de a) la descendencia de padres que fueron inyectados en la etapa 

L5 y b) la descendencia de padres que fueron inyectados en las etapas L5 y L6.  
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Al comparar entre los tratamientos homólogos y heterólogos de las etapas 

L5 y L6, se encontró que el tratamiento homólogo en la etapa L5 tardó más días en 

la fase de larva en comparación con los tratamientos heterólogo en la etapa L5, y 

homólogo y heterólogo en la etapa L6 (X2 = 36.30, g.l. = 3, p < 0.0001; figura 8b). 

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de las etapas L5 

y L6 en los días que pasaron los individuos en la fase de pupa (X2 = 0.75, g.l. = 1, p 

= 0.39).  

5.3. Defensa en memoria innata transgeneracional  

5.3.1. Respuesta inmunitaria innata 

En la actividad de la fenoloxidasa se encontraron diferencias significativas 

entre los tratamientos control, memoria y heterólogo (X2 = 10.04, g.l. = 2, p = 0.007), 

así como entre las etapas L5 y L6 (X2 = 33.89, g.l. = 1, p < 0.001) y en la interacción 

tratamiento*desarrollo (X2 = 44.49, g.l. = 5, p < 0.001; tabla A1). En la etapa L5, el 

tratamiento control tuvo una menor actividad de la fenoloxidasa en comparación con 

el tratamiento heterólogo (p = 0.02). Aunque el tratamiento homólogo no difirió del 

tratamiento heterólogo (p = 0.79) ni del control (p = 0.48). En la etapa L6, el 

tratamiento heterólogo tuvo una mayor actividad de la fenoloxidasa en comparación 

con el tratamiento control (p = 0.04). Aunque el tratamiento homólogo no difirió en 

la activad de la fenoloxidasa con respecto al tratamiento control (p = 0.15) y 

heterólogo (p = 0.29).  Al comparar los tratamientos entre las etapas todos los 

tratamientos en la etapa L5 tuvieron una menor actividad de la fenoloxidasa en 

comparación con todos los tratamientos en la etapa L6. Con excepción del 
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heterólogo en la etapa L5 y el control en la etapa L6, que tuvieron la misma actividad 

de la fenoloxidasa (p = 2.88; figura 9a).  

Con respecto la actividad lítica, se detectaron diferencias significativas entre 

las etapas L5 y L6 (X2 = 76.1, g.l. = 1, p < 0.0005), entre los tratamientos control, 

memoria y heterólogo (X2 = 7.81, g.l. = 2, p = 0.02), así como en la interacción 

tratamiento*desarrollo (X2 = 89.39, g.l. = 5, p < 0.0001). En la etapa L5, no se 

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos control, heterólogo y 

homólogo. En la tapa L6, el tratamiento heterólogo tuvo la mayor actividad lítica que 

el tratamiento homólogo (p = 0.002) y que el tratamiento control (p < 0.001). No se 

encontraron diferencias significativas entre el tratamiento homólogo y control (p = 

0.15). Al comparar los tratamientos entre las etapas L5 y L6, se encontró que los 

tratamientos control, homólogo y heterólogo en la etapa L6 tienen una mayor 

actividad lítica que todos los tratamientos en la etapa L5. Con excepción del control 

en la etapa L5 que tuvo una mayor actividad lítica que el control en la etapa L6 (p = 

0.04; fig. 9b; tabla A1).  

Se encontraron diferencias significativas en la cantidad de proteína entre las 

etapas L5 y L6 (X2 = 98.7, g.l. = 1, p < 0.0001); también se encontraron diferencias 

marginales entre los tratamientos control, homólogo y heterólogo (X2 = 6.16, g.l. = 

2, p = 0.05); y se encontraron diferencias significativas en la interacción 

tratamiento*desarrollo (X2 = 113.47, g.l. = 5, p < 0.0001; tabla A1). En la etapa L5, 

el tratamiento control tuvo más proteína en comparación con el tratamiento 

heterólogo (p = 0.03) y homólogo (p = < 0.001).  
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Figura 9. Parámetros de la respuesta inmunitaria en la descendencia en etapas L5 y L6. En 

todos los análisis se incluyeron los tratamientos control (padres e hijos control), heterólogo (padres 

control e hijos retados) y homólogo (padres e hijos retados), estos tratamientos se aplicaron en 

ambas etapas. Se muestran los análisis de los parámetros de: a) la actividad de la fenoloxidasa, b) 

la actividad lítica y c) de proteína.  

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos homólogo 

y heterólogo (p = 0.79). En la etapa L6, no se encontraron diferencias significativas 

entre los tratamientos control, heterólogo y homólogo.  Al comparar entre las etapas 

L5 y L6 todos los tratamientos en etapa L5 tuvieron un menor contenido de proteína 

que todos los tratamientos en etapa L6. (figura 9c).  
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5.3.1. Defensa antioxidante 

En cuanto a la capacidad antioxidante total, se encontraron diferencias significativas 

entre los tratamientos control, heterólogo y homólogo (X2 = 298.38, g.l. = 2, p < 

0.0001), entre las etapas L5 y L6 (X2 = 385.69, g.l. = 1, p < 0.001), y en la interacción 

tratamiento*desarrollo (X2 = 371.04, g.l. = 5, p < 0.0001). En la etapa L5, el 

tratamiento control tuvo una menor capacidad antioxidante total en comparación con 

el tratamiento heterólogo (p < 0.001) y homólogo (p < 0.001). No se encontraron 

diferencias significativas entre el tratamiento heterólogo y homólogo (p = 0.83). En 

la etapa L6 no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos 

control, heterólogo y homólogo. Al comparar los tratamientos entre las etapas L5 y 

L6, se encontró que el tratamiento control en la etapa L5 tuvo una capacidad 

antioxidante total similar que los tratamientos control (p = 0.77), heterólogo (p = 

0.17) y homólogo (p = 0.79) en la etapa L6. Sin embargo, el tratamiento homólogo 

y heterólogo en la etapa L5 tuvieron una mayor capacidad antioxidante total en 

comparación con los tratamientos control, heterólogo y homólogo en la etapa L6 

(figura 10a; tabla A2).  

 En el contenido de catalasa (nmol) no se encontraron diferencias 

significativas entre los tratamientos control, heterólogo y homólogo (X2 = 3.32, g.l. = 

2, p = 0.19); pero si se   encontraron diferencias significativas entre las etapas L5 y 

L6 (X2 = 8.69, g.l. = 1, p = 0.003) y en la interacción tratamiento*desarrollo (X2 = 

12.35, g.l. = 5, p = 0.03).  No se encontraron diferencias significativas entre los 

tratamientos control, heterólogo y homólogo en la etapa L5 ni en la etapa L6. Al 

comparar la etapa L5 con la etapa L6, se encontró que el tratamiento homólogo en 
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etapa L5 tiene menor cantidad de catalasa que el tratamiento homólogo en la etapa 

L6 (p = 0.04). Además, el tratamiento heterólogo en etapa L5 tiene una menor 

cantidad de catalasa que los tratamientos control (p = 0.01) y homólogo (p = 0.01) 

en etapa L6. Aunque el tratamiento heterólogo en la etapa L5 no difiere 

estadísticamente en el contenido de catalasa en comparación con el tratamiento 

heterólogo en etapa L6 (p = 0.10; figura 10b; tabla A2). 

Para la actividad de la SOD, se encontraron diferencias significativas entre 

los tratamientos control, heterólogo y homólogo (X2 = 7.29, g.l. = 2, p = 0.03); 

también se encontraron diferencias entre las etapas L5 y L6 (X2 = 51.19, g.l. = 1, p 

< 0.0001) y en la interacción tratamiento*desarrollo (X2 = 70.92, g.l. = 5, p < 0.0001). 

En la etapa L5 los tratamientos control, homólogo y heterólogo tuvieron la misma 

actividad de la SOD. Mientras que, en la etapa L6, el control tuvo una mayor 

actividad de la SOD en comparación con los tratamientos heterólogo (p = 0.02) y 

homólogo (p < 0.001). Los tratamientos heterólogo y homólogo no difirieron en la 

actividad de la SOD (p = 0.21). Al comparar los tratamientos entre las etapas L5 y 

L6, se encontró que los tratamientos control, heterólogo y homólogo en etapa L5 

tuvieron una mayor actividad de la SOD que los tratamientos control, heterólogo y 

homólogo en etapa L6 (figura 10c; tabla A2).  

  Finalmente, en la cantidad de H2O2 (nmol) no se encontraron diferencias 

significativas entre los tratamientos, control, heterólogo y homólogo (X2 = 4.22, g.l. 

= 2, p = 0.12); pero sí se encontraron diferencias significativas entre las etapas L5 

y L6 (X2 = 18.92, g.l. = 1, p < 0.0001), al igual que en la interacción 

tratamiento*desarrollo (X2 = 30.49, g.l. = 5, p < 0.0001). En la etapa L5, el 



~ 50 ~  

tratamiento control tuvo significativamente una mayor cantidad de H2O2 que el 

tratamiento homólogo (p = 0.02) y que el tratamiento heterólogo (p = 0.04). Entre el 

tratamiento heterólogo y homólogo en etapa L5 no se encontraron diferencias 

significativas (p = 0.66). En la etapa L6 no se encontraron diferencias entre los 

tratamientos control, heterólogo y homólogo. Al comparar los tratamientos entre las 

etapas L5 y L6, se encontró que el tratamiento control en etapa L5 y todos 

tratamientos en etapa L6 tuvieron la misma cantidad de H2O2. Los tratamientos 

heterólogo y homólogo en la etapa L5 tuvieron una menor cantidad de H2O2 que los 

tratamientos control, heterólogo y homólogo en la etapa L6 (figura 10d; tabla A2).  
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Figura 10. Parámetros de la respuesta inmunitaria, en específico, de la defensa antioxidante 

en la descendencia en etapas L5 y L6. En todos los análisis se incluyeron los tratamientos control 

(padres e hijos control), heterólogo (padres control e hijos retados) y homólogo (padres e hijos 

retados), estos tratamientos se aplicaron en ambas etapas. Se muestran los análisis de los 

parámetros de: a) la capacidad antioxidante total, b) catalasa, c) peróxido de hidrógeno y d) 

superóxido dismutasa.  
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6. Discusión 

El objetivo de este estudio fue analizar los costos y beneficios de la memoria 

transgeneracional del lepidóptero S. frugiperda en dos etapas de desarrollo (L5 y 

L6). Los resultados de la primera fase del experimento (F0), indicaron que los padres 

que activaron la respuesta inmunitaria sobrevivieron menos que el grupo control, no 

obstante, esto ocurrió en la fase de pupa. En las fases de larva y adulto no se 

detectaron costos en supervivencia, ni en el desarrollo o la fertilidad. De manera 

importante, durante la segunda fase del experimento (F1), la memoria innata 

transgeneracional varió, dependiendo del instar en el que se indujo. Cuando padres 

e hijos fueron retados en la etapa L5, hubo memoria transgeneracional en términos 

de supervivencia (figura A4). Sin embargo, no hubo memoria transgeneracional en 

la etapa L6 (figura A5). La descendencia en etapa L6 sobrevivió menos que en la 

etapa L5 (figura A6).  

Por otra parte, tanto en la etapa L5 como en la L6, no se encontraron diferencias 

significativas en el tiempo de desarrollo ni en los parámetros de la respuesta 

inmunitaria (PO, actividad lítica, H2O2, catalasa, TAC, SOD; tablas A3 y A4). En la 

etapa L5 hubo una mayor respuesta en catalasa y actividad del SOD; en los demás 

parámetros hubo una mayor respuesta en la etapa L6 (tabla A5). Cabe resaltar que 

en Spodoptera solamente se había puesto a prueba la memoria transgeneracional 

tomando en cuenta un instar. Wilson & Graham (2015) investigaron la memoria 

transgeneracional en el instar L3 y Wilson et al. (2021), en el instar L4. 

Los resultados de este trabajo muestran por primera vez que la memoria innata 
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transgeneracional depende del momento de desarrollo en el que se aplique el reto 

a los padres e hijos. Se registró memoria transgeneracional en términos de 

supervivencia cuando los padres y sus hijos fueron retados en la etapa L5. Esto 

apoya diversos estudios que proponen la existencia de la memoria 

transgeneracional (Little et al., 2003; Moret, 2006; Sadd & Schmid-Hempel, 2006; 

Roth et al., 2009; Tate et al., 2017). Sin embargo, en algunas especies de 

invertebrados, no se ha encontrado memoria transgeneracional (Voordouw et al., 

2008; Pifeault et al., 2015). La inconsistencia entre los estudios que apoyan o no la 

memoria podría deberse a la probabilidad de encuentro con un parásito o patógeno 

a través de las generaciones, a restricciones en los mecanismos o a los costos en 

adecuación (Little & Kraaijeveld, 2004; Contreras-Garduño et al., 2016; Dhinaut et 

al., 2018; Roth et al., 2018). 

En esta tesis, la probabilidad de encuentro con los patógenos fue la misma en 

retos homólogos y retos heterólogos. Sin embargo, no se puede descartar que en 

las etapas L5 y L6 hubiera mecanismos diferentes que condujeran a distintos 

costos. Por ejemplo, la hormona juvenil, controla distintos procesos fisiológicos, 

desarrollo, reproducción, conducta y envejecimiento (Rantala et al., 2020). Su 

expresión afecta negativamente la proliferación de hemocitos, la actividad de la 

fenoloxidasa, la expresión de genes de péptidos antimicrobianos (Lavine & Strand, 

2002; Rolff & Siva-Jothy, 2002; Amaro-Sánchez et al., 2023). Por lo tanto, se ha 

propuesto que la hormona juvenil juega un papel importante en la asignación de 

recursos y costos entre la inmunidad y otras funciones en los insectos (Flatt et al., 

2005; Amaro-Sánchez et al., 2023). Además, no en todas las etapas existe la misma 
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inversión de energía en reproducción, desarrollo y mantenimiento, por lo tanto, 

podría haber costos diferenciales en cada etapa (Tate & Rudolf, 2012), si es que los 

niveles hormonales y su impacto en la respuesta inmunitaria cambian con las fases 

del desarrollo. 

En este trabajo, la descendencia en la etapa L6 sobrevivió menos que en la 

etapa L5. Precisamente podría deberse a que en la etapa L6 lidian tanto con el costo 

de la respuesta inmunitaria y con el de la metamorfosis. Finalmente, respecto a los 

costos, es importante destacar que la metamorfosis implica un alto costo energético: 

por ejemplo, D. melanogaster se incrementa la densidad de mitocondrias durante la 

formación del tejido de adulto en pupas (Merkey et al., 2011). Además, la 

metamorfosis trae costos en la exposición a los depredadores, parásitos y 

patógenos, por lo que hay alteraciones en la respuesta inmunitaria (Rolff et al., 2019; 

Russell & Dunn, 1996). Se sabe que uno de los costos de la activación de la 

respuesta inmunitaria, en términos energéticos, es el incremento de la tasa 

metabólica basal (Ardia et al., 2012). Aunque no se midieron parámetros de la 

respuesta inmunitaria en los padres, se encontró que, a partir de la pupa, la 

supervivencia es menor en los individuos retados en ambas etapas. 

Independientemente de lo que esté afectando la memoria en diferentes etapas, este 

es el primer estudio en el que se demuestra que la memoria transgeneracional 

depende del instar en el que se induce. 

Es importante destacar que, hasta el momento, los estudios de memoria 

transgeneracional solamente toman en cuenta la supervivencia en una etapa del 

desarrollo (Wilson & Graham, 2015; Wilson et al., 2021). Al evaluar la supervivencia 
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en un solo estadio se podría perder información relevante sobre la plasticidad en 

otras etapas del desarrollo. En esta tesis, en la etapa larval hubo un costo en 

supervivencia en la descendencia en etapa L6 debido a que el grupo homólogo 

sobrevivió menos que el grupo heterólogo. Mientras que, en la etapa L5, las larvas 

del grupo homólogo sobrevivieron más que las del grupo heterólogo. De forma 

interesante, en pupas y en adultos no se encontraron diferencias significativas entre 

los tratamientos. Por una parte, en cada fase del desarrollo podría haber una 

asignación de recursos diferentes. Además, estas diferencias también podrían estar 

relacionadas con la variación de la respuesta inmunitaria a lo largo del ciclo de vida. 

Por ejemplo, en mosquitos y en tenebrios, se ha visto que la respuesta inmunitaria 

es mejor en las larvas y va disminuyendo en la edad adulta (League & Hillyer, 2016; 

Amaro-Sánchez et al., 2023). 

Se ha propuesto que los cambios en el desarrollo son costosos, y una forma de 

analizar los costos evolutivos es mediante el tiempo de desarrollo. Si los organismos 

tardan menos en desarrollarse, podrían tener tamaño pequeño. Esto afectaría el 

tamaño de los adultos y sería costoso en términos de reproducción (Metcalfe & 

Monaghan, 2001; Roth et al., 2010). No obstante, algunos organismos aceleran el 

desarrollo y si sufren metamorfosis, escapan de las infecciones (Carmona et al., 

2022). En T. molitor, los individuos del grupo de memoria tardaron más en 

desarrollarse durante la etapa de larva, pero al llegar a la fase de pupa, adelantaron 

el desarrollo, reduciendo los costos en la etapa adulta (Contreras-Garduño et al., 

2019). Los resultados indican que en la etapa L6 hay un costo en el tiempo de 

desarrollo en comparación con la etapa L5. Contrario a la hipótesis de bet-hedging, 
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en la etapa L6, aunque se encontró que en esta fase pasan menos días en la etapa 

larval, esta estrategia es costosa debido a que no tienen una mayor supervivencia 

en comparación con los individuos retados en la etapa L5. Tal vez, esta disminución 

en los días que pasan los individuos en la fase de larva más los costos asociados a 

la formación de pupa impactaron en que ninguno llegara a la etapa adulta. Este 

resultado muestra un costo importante en la etapa L6 por la falta de memoria innata, 

y los mecanismos y costos asociados deberán investigarse a futuro. 

  Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo 

homólogo y heterólogo en los parámetros de la respuesta inmunitaria (PO, actividad 

lítica, H2O2, catalasa, TAC, SOD) en ninguna de las etapas. Sin embargo, hubo una 

mayor respuesta en catalasa y actividad del SOD en el grupo homólogo en la etapa 

L5 y en el resto de los parámetros hubo una mayor respuesta en el grupo homólogo 

en la etapa L6. Esto apoya la idea de medir distintos parámetros de la respuesta 

inmunitaria al mismo tiempo porque no todos correlacionan con la memoria (Roth et 

al., 2018; Lanz-Mendoza & Contreras-Garduño, 2022). Por ejemplo, en Manduca 

sexta se encontró que las diferencias en la memoria transgeneracional dependieron 

del gen analizado (Trauer-Kizilelma & Hilker, 2015). Es posible que los parámetros 

evaluados no hayan sido los mejores indicadores de la memoria inmunitaria. Por lo 

tanto, se propone incluir en trabajos futuros el análisis de hemocitos, péptidos 

antimicrobianos o pro-oxidantes. Se conoce que la vía de señalización Toll 

promueve la producción de péptidos antimicrobianos, y se induce con infecciones 

por hongos o por bacterias Gram (+). Además, los hemocitos poseen componentes 

de señalización de Toll (Lemaitre & Hoffmann, 2007). Por ejemplo, en S. exigua, se 
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ha visto que individuos infectados con Beauveria bassiana, indujeron la expresión 

de péptidos antimicrobianos del tipo atacinas, cecropinas, gallerimicinas, gloverinas, 

hemolinas y transferinas (Park & Kim, 2012).  

Durante un reto microbiano, los ROS y RNS actúan matando al parásito o 

patógeno mediante la modificación de la integridad funcional y estructural de 

diferentes moléculas derivada de su actividad citotóxica (Eleftherianos et al., 2021). 

En específico, se propone investigar el óxido nítrico, el cual es producido por células 

fagocíticas activadas. El óxido nítrico puede dañar las membranas celulares, las 

proteínas y los ácidos nucleicos mediante el proceso de difusión. Este gas defiende 

al hospedero por sí mismo o en asociación con otras moléculas: si se asocia con 

anión superóxido (O2
•-) puede formar peroxinitrito (ONOO-) y con H2O2 forma el 

radical hidroxilo (•OH) (Nappi, et al., 2000). Se ha visto que el óxido nítrico defiende 

a distintos invertebrados de virus, hongos, bacterias y protozoarios (Rivero, 2006). 

Por lo tanto, sería interesante analizar el papel de los hemocitos, radicales libres y 

péptidos antimicrobianos en la memoria innata de Spodoptera.  

La supervivencia no correlacionó con la mayoría de los parámetros de la 

respuesta inmunitaria, ni en la etapa L5 o en la etapa L6. Al comparar entre las 

etapas, la respuesta inmunitaria en la etapa L6 es mayor que en L5, aunque la 

descendencia en la etapa L6 sobrevivió menos. Se ha propuesto que uno de los 

costos de la respuesta inmunitaria es el auto daño al hospedero cuando se defiende 

de una infección (Moret, 2003). En T. molitor se han reportado daños fenotípicos y 

funcionales en el tejido del hospedero cuando los individuos activan la cascada de 

la fenoloxidasa (Sadd & Siva-Jothy, 2006). Por lo tanto, mantener una respuesta 
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inmunitaria exacerbada es costoso y esto podría explicar la falta de memoria y la 

menor supervivencia en la descendencia en la etapa L6. 

Finalmente, se ha propuesto que el éxito de la plaga de S. frugiperda se debe a 

factores como su ciclo de vida corto, su alta fecundidad, su dieta generalista, su 

habilidad de migrar distancias largas, y su alta resistencia a insecticidas y a algunos 

agentes de control biológico (Wan et al., 2021). A pesar de que se han utilizado 

agentes de control no han sido efectivos, por ejemplo, con B. thuringiensis, y con sus 

virus endémicos, nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) y Autographa califórnica multiple 

nucleopolyhedrovirus (AcMNPV; Martinez et al., 2004; Haas-Stapleton et al. 2005; 

Storer et al. 2010). En parte, esto se puede atribuir a que no se ha considerado la 

memoria innata transgeneracional en estos estudios ni en el control biológico. En 

esta tesis se comprobó que S. frugiperda tiene una respuesta de memoria innata 

transgeneracional y esta varía dependiendo del instar afectado. Por lo tanto, en S. 

frugiperda, otro factor relevante que contribuye a su éxito podría ser su respuesta 

inmunitaria, aunque faltaría comparar su la respuesta inmunitaria con otro 

lepidóptero de un linaje cercano que no sea plaga. 

Cabe destacar que este es el primer estudio que demuestra que la memoria 

innata transgeneracional depende del instar en el que se induce. Además, nuestros 

resultados apoyan la hipótesis de que la memoria innata transgeneracional es 

costosa en términos de supervivencia. Por lo tanto, también es costosa en 

reproducción porque pocos individuos del grupo de memoria en la etapa L5 logró 

sobrevivir hasta adulto y ninguno de ellos logró dejar descendencia. Los resultados 

muestran que la memoria innata parece ser más plástica de lo que se pensaba y 



~ 59 ~  

abre nuevas vías de investigación ligadas a evaluar cuáles son los mecanismos 

detrás de esta plasticidad. Además, proponemos que se tome en cuenta el estadio 

de desarrollo como factor relevante en la memoria innata.   
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8. Apéndice 

8.1. Experimento piloto 

La dosis subletal correspondió a 5 conidios, con esta concentración no se 

encontraron diferencias significativas al compararlo con el grupo control (X2 = 0.4, p 

= 0.53). La dosis letal fue de 2,000 conidios (fig. A1), ya que este grupo sobrevivió 

significativamente menos que el control (X2 = 64, p < 0.0001) e incluso menos que 

con la dosis de 200 conidios (X2 = 10.19, p = 0.001; fig. A2).  

 

Figura A1. Funciones de supervivencia de individuos retados con 5 conidios/μL e individuos 

inyectados con un μL de Tween.  
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Figura A2. Funciones de supervivencia de individuos retados con 200 conidios/μL y retados con 

2,000 conidios/μL. 

 

Figura A3. Conidios recuperados de larvas infectadas del grupo homólogo en etapa L6 vistos desde 

un microscopio de fluorescencia.   
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Figura A4. Resumen de resultados en la etapa L5 comparando el tratamiento homólogo y 

heterólogo. En esta etapa se encontró evidencia de memoria innata transgeneracional, debido a 

que el grupo homólogo sobrevivió más días que el heterólogo. Aunque no hubo diferencias 

significativas en los demás parámetros medidos. El asterisco indica que hay diferencias 

significativas.  
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Figura A5. Resumen de resultados en la etapa L6 comparando el tratamiento homólogo y 

heterólogo. En esta etapa se sugiere que no hay memoria innata transgeneracional debido a que el 

grupo homólogo y heterólogo tuvieron la misma probabilidad de supervivencia. Solamente se 

encontraron diferencias significativas en la probabilidad de pasar a pupa y en la actividad de la 

fenoloxidasa. El asterisco indica que hay diferencias significativas. 



~ 76 ~  

 

Figura A6. Resumen de resultados comparando los tratamientos homólogos en las etapas L5 

y L6. En la etapa L5 (memoria), los individuos tuvieron una mayor probabilidad de supervivencia, 

mayor actividad antioxidante total y mayor actividad de la SOD en comparación con el tratamiento 

homólogo en la etapa L6. Aunque de forma general, en la etapa L6 hubo una mejor respuesta 

inmunitaria.  El asterisco indica que hay diferencias significativas. 
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Tabla A1. Estadísticos descriptivos de proteína, fenoloxidasa (PO) y actividad lítica en ambas etapas 

(L5 y L6). Se incluyen los tratamientos control, homólogo y heterólogo. 

Desarroll

o 

Tratamient

o 

Proteína PO Actividad lítica 

media (± DE), n 
media (± DE), 

n 

media (± DE), 

n 

L5 

Control 576.28 (353.9), 31 0.23 (0.26), 31 1.68 (0.15), 31 

Heterólogo 432.09 (228.5), 31 0.42 (0.54), 31 1.61 (0.12), 31 

Homólogo 417.21 (300.78), 36 0.31 (0.31), 36 1.6 (0.11), 36 

L6 

Control 
1305.05 (501.19), 

28 
0.7 (0.53), 28 1.79 (0.25), 28 

Heterólogo 
1177.64 (510.53), 

22 
1.13 (0.87), 22 2.08 (0.48), 22 

Homólogo 
1142.68 (417.63), 

37 
0.95 (0.59), 36 1.87 (0.22), 37 
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Tabla A2. Estadísticos descriptivos de los parámetros de la defensa antioxidante: capacidad 

antioxidante total (CAT), catalasa, superóxido dismutasa (SOD) y peróxido de hidrógeno (H2O2) en 

ambas etapas (L5 y L6) se incluyeron los tratamientos control, homólogo y heterólogo.  

Eta

pa 
Tratamiento 

CAT Catalasa SOD  H2O2 

media (± 

DE), n 

media (± DE), 

n 

media (± 

DE), n 

media (± DE), 

n 

L5 

Control 
39.43 (3.23), 

17 

831.49 

(205.79), 19 

93.99 (5.4), 

19 

1340.11 

(383.91), 15 

Heterólogo 
301.17 

(124.15), 17 

520.14 

(136.99), 17 

93.99 (5.55), 

18 

508.42 

(162.84), 12 

Homólogo 
307.08 

(125.67), 17 

712.02 

(176.22), 19 

93.56 (5.24), 

15 

422.05 

(107.43), 19 

L6 

Control 
40.465 

(4.59), 18 

1376.45 

(309.63), 23 

78.14 (4.27), 

21 

2199.14 

(532.45), 21 

Heterólogo 
34.75 (6.13), 

17 

998.33 

(161.22), 17 

64.48 (4.17), 

15 

1774.55 

(526.21), 14 

Homólogo 
40.38 (6.69), 

17 

1521.15 

(366.95), 20 

57.97 (3.25), 

20 

2645.65 

(656.38), 20 
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Tabla A3. Resumen de los resultados obtenidos en los análisis de la respuesta inmunitaria. Se 

muestran las comparaciones entre los tratamientos de la descendencia en etapa L5.  

Parámetros 

inmunitarios 

Interacción 

Etapa*Tratamiento 

Proteína 

L5 Control > L5 Heterólogo 

L5 Control = L5 Homólogo 

L5 Heterólogo = L5 Homólogo 

PO 

L5 Control < L5 Heterólogo 

L5 Control = L5 Homólogo 

L5 Heterólogo = L5 Homólogo 

Actividad lítica L5 Control = L5 Heterólogo = L5 Homólogo 

CAT 

L5 Control < L5 Heterólogo, L5 Homólogo 

L5 Heterólogo = L5 Homólogo 

Catalasa L5 Control = L5 Heterólogo = L5 Homólogo 

SOD L5 Control = L5 Heterólogo = L5 Homólogo 

H2O2 

L5 Control > L5 Heterólogo, L5 Homólogo 

L5 Homólogo = L5 Heterólogo 
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Tabla A4. Resumen de los resultados obtenidos en los análisis de la respuesta 

inmunitaria. Se muestran las comparaciones entre los tratamientos de la 

descendencia en etapa L6. 

Parámetros 

inmunitarios 

Interacción 

Etapa*Tratamiento 

Proteína L6 Control = L6 Heterólogo = L6 Homólogo 

PO 

L6 Heterólogo > L6 Control 

L6 Control = L6 Homólogo 

L6 Heterólogo = L6 Homólogo 

Actividad lítica 

L6 Heterólogo > L6 Control, L6 Homólogo 

L6 Control = L6 Homólogo 

CAT L6 Control = L6 Heterólogo = L6 Homólogo 

Catalasa L6 Control = L6 Heterólogo = L6 Homólogo 

SOD 

L6 Control > L6 Heterólogo, L6 Homólogo 

L6 Heterólogo = L6 Homólogo 

H2O2 L6 Control = L6 Heterólogo = L6 Homólogo 
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Tabla A5. Resumen de los resultados obtenidos en los análisis de la respuesta inmunitaria. Se 

muestran las comparaciones entre las etapas, los tratamientos y la interacción etapa desarrollo 

comparando las etapas L5 y L6.   

Parámetros 

inmunitarios 

Etapa Tratamiento  Interacción 

(Etapas L5 

y L6) 
(Control, Heterólogo, Memoria) Desarrollo*Tratamiento 

Proteína L5 < L6 

Control > Memoria, Heterólogo L5 Control, Heterólogo, Homólogo 

< L6 Control, Heterólogo, 

Homólogo 

 

Heterólogo = Memoria 

 

 

PO L5 < L6 

Heterólogo > Control, Memoria L5 Control, Heterólogo, Homólogo 

< L6 Control, Heterólogo, 

Homólogo 

 

 

Control = Memoria  

 

 

Actividad lítica L5 < L6 

Heterólogo > Control, Memoria L5 Control, Heterólogo, Homólogo 

< L6 Control, Heterólogo, 

Homólogo 

 

 

Control = Memoria  

 

 

CAT  L5 > L6 

Control < Heterólogo, Memoria 

L5 Control = L6 Control, 

L6 Heterólogo, L6 Homólogo 

 

 

Heterólogo = Memoria 

L5 Heterólogo, L5 Homólogo > 

L6 Control, L6 Heterólogo, L6 

Homólogo 
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Catalasa  L5 < L6 Control = Heterólogo = Memoria 

L5 Heterólogo < L6 Control, L6 

Homólogo  

L5 Heterólogo = L6 Heterólogo 
 

L5 Control, L5 Homólogo = L6 

Control, 

L6 Heterólogo, L6 Homólogo 

 

SOD  L5 > L6 

Control > Memoria 
L5 Control, Heterólogo, Homólogo 

> L6 Control, Heterólogo, 

Homólogo 

 

Heterólogo = Memoria 
 

Heterólogo = Control 
 

H2O2 L5 < L6 Control = Heterólogo = Memoria 

L5 Control = L6 Control, L6 

Heterólogo, 

L6 Homólogo 

 

L5 Heterólogo, L5 Homólogo 

< L6 Control, L6 Heterólogo, 

L6 Homólogo 
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