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Resumen 

Los ornamentos son caracteres sexuales secundarios cuya elevada extravagancia aumenta 

el éxito reproductivo de los portadores porque indican a las posibles parejas la honestidad 

de la señal. Sin embargo, los mecanismos fisiológicos que mantienen honesta la señal se 

han estudiado poco en insectos. Por ejemplo, se sabe que la calidad y cantidad de alimento 

influyen sobre la condición del individuo, y el almacenaje y uso de energía están controlados 

en parte, por la ruta de la insulina. Además, se ha observado que esta ruta puede favorecer 

la producción de estructuras exageradas que funcionan como armas y ornamentos. Sin 

embargo, no se sabe si la insulina favorece la elaboración de ornamentos a expensas de la 

supervivencia. En este trabajo se respondió esta pregunta utilizando como modelo al 

escarabajo de la harina Tenebrio molitor. Se aplicaron distintas dosis de insulina a machos 

adultos para saber si eran más atractivos para las hembras a las 0.5, 3 ó 24 horas de su 

aplicación. No se encontró una regulación dependiente de la dosis y el tiempo de aplicación 

sobre la elección femenina, de manera interesante los machos respondieron de 3 formas 

distintas a los tratamientos, esta: disminuyó su atractivo sin afectar su supervivencia, 

disminuyó la supervivencia sin afectar el atractivo o no afectó ni el atractivo ni la 

supervivencia. Proponemos que la insulina podría: 1) tener un papel secundario en la 

regulación de ornamentos, 2) que actúe junto con otra ruta metabólica (por ejemplo, la 

hormona juvenil) o 3) que influya en etapas previas a la madurez sexual. 
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Abstract 

Ornaments are secondary sexual characters whose conspicuousness enhance reproductive 

success because they are honest indicators of condition to potential mates. Nevertheless 

the mechanism by which these signals are produced and maintained in insects is not clear. 

For example, it is known that food quality and quantity influence the condition of the 

individual, and energy storage and use are controlled, in part, by the insulin pathway. In 

addition, it has been observed that this pathway may favor the production of exaggerated 

structures that function as weapons and ornaments. However, it is not known whether 

insulin favors the elaboration of ornaments at the expense of survival. In this work, this 

question was answered using the flour beetle Tenebrio molitor as a model. Different doses 

of insulin were applied to adult males to see if they become more attractive to females at 

0.5, 3 or 24 hours after application. The results suggest that there is no relationship between 

dose, time of application and ornament production. Interestingly, males responded in 3 

different ways to the treatments: decreased attractiveness without affecting survival, 

decreased survival without affecting attractiveness, or did not affect either attractiveness 

or survival. We propose that insulin may 1) have a secondary role in ornamental regulation, 

2) act in conjunction with another metabolic pathway (e.g., juvenile hormone), or 3) 

influence stages prior to sexual maturity. 
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Introducción 

Darwin (1859) observó que los animales poseen características como cantos, aromas, 

colores, estructuras y comportamientos llamativos, que no pueden ser explicadas por la 

selección natural. Para él, estos rasgos conspicuos podrían considerarse contraintuitivos 

porque llaman la atención de depredadores o entorpecen la destreza de los animales que 

los presentan. Darwin (1859) propuso que los caracteres sexuales secundarios (CSS) 

aumentaban el éxito reproductivo de los portadores de forma indirecta porque, a diferencia 

de los caracteres sexuales primarios, estos no forman parte de los órganos reproductivos. 

Además, describió dos mecanismos por los que evolucionan: 1) competencia por parejas y 

2) elección de pareja (Darwin, 1859; 1871). La competencia por parejas (o competencia 

intraespecífica) favorece la formación de armas que son utilizadas en contiendas 

ritualizadas o agresivas entre individuos del mismo sexo (McCullough et al., 2016; 

Andersson, 1994) y ocurre generalmente entre machos (Bateman, 1948; Trivers, 1972). La 

elección de pareja es ejercida comúnmente por las hembras (Bateman, 1948; Trivers, 1972) 

y favorece la elaboración de ornamentos y cortejo aumentando el atractivo de los 

portadores (Rosenthal, 2017). No obstante, se debe destacar que hay evidencia de que las 

armas y los ornamentos están presentes en ambos sexos (Andersson, 1994; Amudsen, 

2000; Edward & Chapman, 2011; Tobias et al., 2012), por lo tanto, también hay elección 

masculina o elección mutua de pareja (Bounduriansky, 2001; Courtiol et al., 2016; Edward 

& Chapman, 2011; Hopper& Miller, 2008). 

La expresión de los CSS es muy variable y va desde la ausencia de estos rasgos hasta 

su producción sumamente elaborada (Andersson, 1994). Los CSS son utilizados como 

señales honestas de la calidad y condición del portador porque su producción y 

mantenimiento son costosos y disminuyen su supervivencia (Caja 1) (Berglund et al., 1996; 

McCullough et al., 2016; Zahavi, 1975, 1977). Por ejemplo, la expresión de estos caracteres 

puede comprometer la resistencia del portador a parásitos y patógenos (Hamilton & Zuk, 
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Caja 1. Ornamentos y ejemplos en insectos 

Los ornamentos son caracteres que actúan como señales biológicas emitidas en la comunicación animal y que se 

han producido, mantenido o evolucionado por presiones de selección sexual (Zuk, 1991). Su presencia aumenta 

el éxito reproductivo del portador al hacerlo más atractivo (Darwin, 1979). Una de las razones por las que se ha 

propuesto que estas señales favorecen la elección de pareja es porque indican a las posibles parejas sobre la 

calidad del emisor (Zahavi, 1975), de esta forma los individuos que prefieran aparearse con parejas ornamentos 

extravagentres aumentan su adecuación y reciben más beneficios directos (e. g. parejas con el mejor territorio y 

más recursos disponibles, regalos nupciales nutritivos, etc.) o indirectos (e. g. mejor cuidado parental, habilidad 

de construcción de nidos, transmisión de buenos genes a la progenie, etc.).  

Estas señales son muy diversas, en insectos se han identificado distintos tipos, a continuación, presentamos 

algunos ejemplos: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Señales visuales Los machos de libélulas del género 

Calopteryx desarrollan manchas alares 

basadas en pigmentos constituidos por 

melanina. La melanina es un componente 

de la respuesta inmunitaria importante en 

el encapsulamiento ante agentes 

externos. Por lo que estos caracteres son 

indicadores honestos de la capacidad de 

respuesta inmunitaria de los portadores 

(Rantala et al., 2000). 

Señales químicas La polilla Lobesia botrana presenta selección 

mutua, las hembras producen feromonas 

sexuales que indican a los machos sobre su 

tamaño y capacidad reproductiva: Las hembras 

más grandes suelen ser preferidas por los machos 

y tener un mayor tamaño y número de huevos. 

Además, se sabe que la producción de estas 

señales es costosa porque la emisión constante 

de estas disminuye su supervivencia y el número 

de huevos (Harari et al., 2011). 

Señales acústicas 

Los grillos macho de la especie Gryllus 

bimaculatus emiten cantos para atraer a 

las hembras. Las frecuencias a las que son 

emitidos estos cantos varía acorde a la 

tasa de encapsulamiento frente a un reto 

de inmunocompetencia, que está 

relacionada directamente con la 

capacidad de los machos de protegerse 

frente a patógenos. Las hembras al 

preferir estos rasgos obtienen beneficios 

indirectos ya que esta capacidad es 

heredada a su progenie (Rantala et al., 

2003c) 

Regalos nupciales En la especie de mecópteros Panorpa vulgaris, 

los machos producen secreciones salivares que 

ofrecen a las hembras. Las hembras ajustan el 

tiempo de cópula con los machos en función al 

número de regalos nupciales que ellos les 

brindan. Además, la producción de estas 

secreciones son dependientes del estado 

nutricional del macho y del tamaño de sus 

glándulas salivares (rasgo que es hereditario- 

Engels et al., 2006) 
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1982), la respuesta inmunitaria (Møller, 1990) y es dependiente de los recursos disponibles 

en el ambiente asignados al esfuerzo reproductivo (Stearns, 1989; Sheldon & Verhulst, 

1996). Por lo tanto, solo aquellos individuos de mejor calidad y condición pueden producir 

CSS muy elaborados y sobrevivir (Zahavi, 1977). 

La alimentación ha sido ampliamente estudiada en términos de calidad y cantidad 

como un factor limitante de la formación de CSS. Por ejemplo, en vertebrados, se ha 

relacionado positivamente con la producción de cuernos y astas en artiodáctilos (e. g. Hoefs 

& Nowlan, 1997; Festa-Bianchet et al., 2004), la coloración de plumas en aves (Siefferman 

& Hill, 2005; Velando et al., 2006) y de escamas en peces (Karino et al., 2007). Por otro lado, 

en invertebrados, se observó que el crecimiento y desarrollo de algunos CSS como cuernos 

de escarabajos (Emlen, 1997; Emlen & Nijhout, 1999; 2001), feromonas y despliegues de 

cortejo en Drosophila melanogaster, pueden estar regulados por la talla del individuo, que 

a su vez depende de la dieta (Schultzhaus, et al., 2018). De manera directa, también se 

observó que la dieta afecta negativamente 1) el tamaño de los cuernos de Onthophagus 

acuminatus (Emlen, 1994; 1997), Onthophagus taurus (Moczek, 1998; 1999; Berson & 

Simmons, 2018), Allomyrina dichotoma septentrionalis (Iguchi, 1998; Cotton et al., 2004), 

2) la longitud de las madíbulas en Aegus chelifer (Songvorawit et al., 2022), 3) ornamentos 

como los pedúnculos oculares de Cyrtodiopsis dalmanni (David et al., 1998), 4) el tiempo de 

canto de Gryllus campestris (Holzer, 2003; Jacot et al., 2007), 5) los perfiles de hidrocarburos 

de cutícula de las hembras de Drosophila melanogaster (Fedina et al., 2012), y 6) el cortejo 

en Hygrolycosa rubrofasciata (Kotiaho, 2000). 

Los estudios del efecto de la dieta en la producción de caracteres sexuales 

secundarios abrieron la puerta al conocimiento de los componentes que regulan estos 

rasgos, como la proporción de carbohidratos/proteínas (e. g. Hunt et al., 2004; Reifer et al., 

2018; Duffield et al., 2020) y la investigación sobre los mecanismos fisiológicos reguladores 

de la producción de armas y ornamentos. Uno de los principales mecanismos propuestos 

es la ruta de la insulina, que incluye factores de crecimiento insulínico (IGF), insulina y 

péptidos parecidos a la insulina (ILP’s) (Nässel & Broeck, 2016) (Caja 2). 
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La expresión de los genes reguladores de ILP’s es dependiente de la nutrición (Ikeya 

et al., 2002). El factor de transcripción con dominio forkhead tipo O (FOXO) regula la 

plasticidad del crecimiento de distintos órganos y tejidos mediante su sensibilidad a la 

nutrición y a la insulina (Tang et al., 2011) y justamente, esta sensibilidad diferencial entre 

Caja 2. Insulina en vertebrados e insectos 

La ruta de la insulina y de los factores de crecimiento insulínicos (IIS), es una ruta evolutivamente bien conservada 

(Pertseva & Shpakov, 2002) que está presente desde hace 600 millones de años en los precursores de los vertebrados e 

invertebrados (Ebberink et al., 1989). Hay tres tipos de insulina en insectos que son estructuralmente similares a los de 

los vertebrados. Las relaxinas y los ortólogos de los péptidos parecidos a la insulina 8 de D. melanogaster (DILP-8) que se 

unen a receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) y los ILP’s acoplados a receptores de tirosina cinasa (Veenstra, 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La primera observación de moléculas con actividad similar a la insulina en insectos fue realizada en abejas mielíferas por 

Dixit & Patel en 1964. Posteriormente, Nagasawa en 1986 detalló estas estructuras en Bombix mori, por lo que fueron 

nombradas bombixinas. Ahora, sabemos que los componentes de la superfamilia de la insulina en insectos están 

involucrados en distintas funciones fisiológicas. Por ejemplo, controlan el crecimiento mediante el aumento del tamaño 

celular y del número de células (e. g. Emlen et al., 2012), regulan la expresión de polifenismos (e. g. Fawcett et al., 2018), 

la ovogénesis y la vitelogénesis (e. g. Richard et al., 2005). 

Compuestos insulínicos en vertebrados y sus receptores. Imagen modificada de Li et al., 2020. 

Asterisco: Los IGF pueden tener además dominios D y E.  

En T. molitor se han descrito: 

ILP 1-3 y (veenstra, 2019) 4 con 2 alelos 

IGF transcriptos a y b (IGFa-b) (Marciniak et al.,2022; Veenstra, 2019) 

1 relaxina (Veenstra, 2019) 
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tejidos ha sido propuesta como la mediadora de la producción de características exageradas 

como cuernos y mandíbulas (Emlen, 2012). Por ejemplo, la expresión de receptores de 

insulina es diferencial según el tamaño de los cuernos de Onthophagus nigriventris (Lavine 

et al., 2013). En el escarabajo Gnatocerus cornutus, el tamaño de las mandíbulas está 

relacionado con los niveles de transcripción de ILP (Okada et al., 2019) y se sabe que la ruta 

de la insulina y la ruta de señalización de la ecdisona intervienen en el crecimiento y 

desarrollo de los cuernos de Trypoxylus dichotomus (Lavine et al., 2019. Por otro lado, la 

regulación de CHC’s en D. melanogaster es independiente de FOXO, pero está regulado por 

la vía de la molécula diana de la rapamicina (mTOR) que es sensible a la nutrición, de manera 

conjunta con la ruta de la insulina y de los factores de crecimiento insulínicos (IIS) (Kuo et 

al., 2013). En ambos casos, la señalización de la insulina/IGF circundante en los individuos 

es dependiente de la condición del portador, y ésta a su vez, regula la tasa de proliferación 

celular de estructuras exagerados o la transcripción de genes de CHC’s. Se ha propuesto que 

las señales dependientes de la insulina reflejan por si solas la condición del portador (Emlen 

et al., 2012). Por ello no es necesario que estos CSS confieran una desventaja para ser 

señales honestas (Emlen et al., 2012). 

Esta propuesta ha sido explorada tanto en vertebrados como en invertebrados, pero 

las conclusiones resultan controversiales. La Tabla 1 recopila las investigaciones en donde 

se ha puesto a prueba el efecto de la ruta de la insulina/IGF en la producción de CSS tanto 

en vertebrados como en invertebrados. 16 trabajos se realizaron con vertebrados. De estos, 

14 correlacionaron los niveles de insulina/IGF circundante con la producción de astas en la 

familia Cervidae (ciervos y venados), 1 en Cercopithecidae (macacos) y 1 en Panuridae (aves 

paseriformes). De estos 16 trabajos, en 2 no se encontró una relación entre los niveles de 

insulina/IGF y la producción de CSS, en 2 mostraron una relación nula y en 1 se observó una 

correlación entre los niveles de insulina/IGF y el tamaño de armas en individuos juveniles, 

pero no en adultos. En invertebrados solo se ha estudiado el efecto de la insulina en la 

regulación de CSS en insectos. De 10 trabajos, solo en uno se encontró un efecto o relación 

positiva entre la insulina y la producción de CSS, en el resto, la evidencia mostró un efecto 

negativo de la insulina/IGF en la producción de estos caracteres. De los 26 trabajos 
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encontrados en total, solo en 6 se estudiaron caracteres no estructurales, en uno, los niveles 

de insulina/IGF no explican la coloración ornamental, y en otro se estableció una relación 

negativa entre los niveles de insulina y el cortejo. En la propuesta de Emlen y colaboradores 

(2012), se expone que la desventaja de la producción de CSS mediados por la insulina no es 

necesaria para que estos caracteres sean honestos. Sin embargo, esto no ha sido explorado 

ampliamente. Solo en un trabajo se midió la supervivencia después de favorecer la 

producción de CSS mediante la manipulación de la ruta IIS. En general, estos resultados 

sugieren que la ruta IIS podría ser el mecanismo regulador de CSS en insectos. No obstante, 

esta propuesta resulta controversial porque también se ha encontrado que puede disminuir 

la producción de estos caracteres. 

Debido a que los ornamentos representan un costo para los individuos que los producen, la 

decisión de producirlos está afectada por factores externos como la disponibilidad 

(Bonduriansky, 2001; Cordero Molina et al., en prensa; Gautier et al., 2008) y calidad de 

posibles parejas (Bonduriansky, 2001, Carazo et al., 2004; Cordero Molina et al., en prensa). 

En esta especie la producción y liberación de estos componentes volátiles puede ser 

modificada en periodos cortos de tiempo. Por ejemplo, el perfil de feromonas que liberan 

las hembras después de haber copulado cambia (temporalmente) después de 2 horas y 

resultan menos atractivas que las que liberan las hembras de la misma edad y que no han 

copulado con ningún macho (Griffith et al., 2020), y los machos también modifican los 

perfiles de feromonas 3 h después de la activación de la respuesta inmunitaria mediante la 

aplicación de páraquat (un herbicida que induce estrés oxidante - Ruíz-Guzmán  et al., 2020) 

o de la aplicación de metopreno (análogo de HJ- Rantala et al., 2003). Además, hay 

evidencia que demuestra que los niveles de ILP pueden ser autorregulados por ciclos 

circadianos de 24 h en insectos (Vafopoulou et al., 2012). Por ello, en este trabajo pusimos 

a prueba si la producción de feromonas sexuales en T. molitor es regulada por 1) la 

aplicación de insulina (factor interno) y 2) por el momento en el que se presenta un estímulo 

sexual (factor externo) después de la aplicación de insulina. 
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Objetivo 

Conocer el papel de la insulina en la producción de feromonas sexuales de Tenebrio molitor, 

y su función en la señalización honesta. 

Hipótesis 

Dado que la activación de la ruta de la insulina favorece la producción y mantenimiento de 

los ornamentos, es posible que sea un mediador del compromiso entre ornamentos y 

supervivencia de manera dosis dependiente. Y que mantenga honesta su señalización. No 

obstante, esta disyuntiva depende del momento en el que los machos tienen la posibilidad 

de cortejar a las hembras. 

Predicciones 

I. La aplicación de insulina en dosis bajas a machos de T. molitor 0.5 y 3 horas 

antes de cortejar a la hembra no afectará la producción de ornamentos ni la 

supervivencia, no obstante, la aplicación de insulina en dosis media y altas 

favorecerá la producción de ornamentos a costa de la supervivencia. 

II. La aplicación de insulina en dosis bajas a machos de T. molitor 24 horas antes 

de cortejar a la hembra no afectará la producción de ornamentos ni la 

supervivencia, no obstante, la aplicación de insulina en dosis medias no 

afectará la producción de ornamentos, pero disminuirá la supervivencia y 

finalmente, en la dosis alta favorecerá la producción de ornamentos a costa 

de la supervivencia. 
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Antecedentes 

Para dilucidar si la vía de la insulina y el momento en el que se les presenta un estímulo 

sexual regulan de manera conjunta la producción de feromonas sexuales, se utilizó como 

modelo al escarabajo cosmopolita Tenebrio molitor, esta es una especie holometábola y su 

ciclo de vida consta de huevo, larvas, pupa y adulto (Ribeiro et al., 2018; Fig. 1). T. molitor 

no presenta dimorfismo sexual aparente, sin embargo, 

la comunicación química durante el proceso de 

apareamiento es mediada por feromonas volátiles 

(Happ, 1969; Rantala et al., 2003b) y por hidrocarburos 

de cutícula (CHC’s), que actúan como feromonas 

sexuales de contacto especializadas en el 

reconocimiento y evaluación de la posible pareja 

(Nielsen & Holman, 2012; Omkar, 2022), por lo tanto, 

son considerados como feromonas. Tanto hembras 

como machos alcanzan la madurez sexual 

aproximadamente 5 días después de la eclosión (Valentine, 1931) y alcanzan su pico 

reproductivo aproximadamente a los 12 días de edad (Cole et al., 2003), Las hembras 

producen 4-metilnonanol (4MNol), feromonas volátiles que atraen a los machos (Tanaka et 

al., 1986) y les indican acerca de su madurez sexual y estado reproductivo. Por otro lado, 

los machos producen (Z)-3-dodecenil acetato (Z3-12:Ac-Bryning et al., 2005) para atraer a 

las hembras. Rantala y colaboradores (2002) demostraron que la cantidad de las feromonas 

sexuales de los machos indica la condición del sistema inmune y favorece la elección de 

pareja. A su vez, la expresión de las feromonas sexuales y la respuesta inmunitaria 

dependen de la nutrición (Rantala, 2003a). La disponibilidad y calidad del alimento es 

fundamental para las decisiones de asignación de recursos de este compromiso (Krams et 

al., 2014). Los machos con mala alimentación también son de mala condición y producen 

Fig. 1. Ciclo de vida de T. molitor. 
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menos feromonas sexuales, por lo que son menos atractivos para las hembras (Rantala et 

al., 2003a; Krams et al., 2014). Sin embargo, bajo estas mismas condiciones y ante un reto 

en donde se activa la respuesta inmunitaria, pueden adoptar la estrategia de inversión 

terminal y favorecer la reproducción actual a costa de la reproducción futura (Krams et al., 

2014). Los machos con inversión terminal son más preferidos por las hembras, pero 

disminuyen su respuesta inmunitaria (Nielsen & Holman, 2012; Krams et al., 2014) y viven 

poco (Krams et al., 2015). Esta estrategia depende también del contexto social (i. e. 

disponibilidad de pareja) (Duffield et al., 2017). Debido a que la respuesta inmunitaria y las 

señales sexuales son costosas la estrategia adoptada dependerá (entre otras cosas) de la 

intensidad del estímulo que desencadena la activación de la respuesta inmunitaria y la 

disponibilidad de pareja (Duffield et al., 2017; Cordero-Molina et al., en revisión).  

Dado que la dieta es un factor clave en la producción de ornamentos, se planteó poner 

a prueba la IIS como mecanismo regulador de estos caracteres. Además, se propuso que 

este mecanismo puede estar influenciado por el tiempo que pasa entre la modificación de 

los niveles de insulina y el momento en el que se presenta un estímulo sexual. Para conocer 

el efecto de la insulina sobre la elección femenina de T. molitor y su papel en la regulación 

de los costos de la producción de estos ornamentos, se aplicaron distintas dosis de insulina 

a machos adultos y se realizaron pruebas conductuales en donde se comparó la preferencia 

de las hembras hacia ellos, midiendo así, de manera indirecta la producción de ornamentos 

de estos machos. Por otro lado, se utilizaron 3 distintos tiempos entre la aplicación de la 

insulina y la prueba de conducta en donde se les presentó una posible pareja. Finalmente, 

se midió la supervivencia para ver el efecto que tiene la aplicación de los tratamientos y el 

contexto social en la condición de los machos.  
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Metodología 

Animales 

Se utilizaron individuos de T. molitor del Insectario Maria Sibylla Merian de la Escuela 

Nacional de Estudios Superiores (ENES), Unidad Morelia, UNAM. Los animales fueron 

alimentados ad libitum con una mezcla de salvado de trigo y harina de maíz (MASECA) en 

una proporción 3:1, previamente esterilizada en autoclave a 120° C durante 15 minutos. 

Además, se les brindó manzana cada tercer día, y se mantuvieron a temperatura constante 

de 27 ± 1°C en oscuridad (Carazo et al., 2004). Se colectaron y sexaron pupas según la 

morfología del octavo esternito abdominal (Bhattacharya et al., 1970; Halstead, 1963. Fig. 

2). Hembras y machos fueron separados. Diariamente 

se revisó los recipientes con pupas, en busca de 

imagos recién emergidos. Estos fueron extraídos y 

examinados de manera visual para asegurar que 

tuvieran sus extremidades completas y no 

presentaran malformaciones. Posteriormente, fueron 

colocados individualmente en cajas Falcon de 6 ó 2 

pozos con alimento esterilizado y les fue suministrada 

manzana cada tercer día hasta el momento de las pruebas de conducta. 

 

Grupos 

Se realizó un diseño factorial con dos variables. La primera variable correspondió a la dosis 

aplicada de insulina y tuvo 5 niveles. La segunda variable se definió como el tiempo que 

pasó entre la aplicación de la insulina y la realización de la prueba de conducta y tuvo 3 

Fig. 2. Vista ventral de los últimos segmentos 

abdominales de pupas de T. molitor, en 

donde se aprecian los apéndices sexuales de 

hembras (izquierda) y machos (derecha), 

tomado de Halstead (1963). 
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niveles. Por lo tanto, se tuvieron 15 tratamientos en total. En cada tratamiento se formó un 

grupo control y un grupo experimental con una n de entre 30 y 35. Estos grupos los fueron 

formados con machos adultos de 11 ± 1 días de edad, los cuales fueron examinados para 

descartar a los que no tenían todas sus extremidades o que presentaban malformaciones. 

Posteriormente fueron pesados en una balanza analítica y se formaron parejas de machos 

bajo el criterio de haber emergido el mismo día y tener el peso más cercano (que la 

diferencia de pesos no fuese mayor a 0.01g). De las parejas formadas, se asignó de manera 

aleatoria uno al grupo experimental (E) en donde se les aplicó Insulina bovina y el otro a un 

grupo control (C), en donde se les aplicó HEPES 25mM pH = 8 que es la vía de administración 

de la Insulina (Xu et al.,2013). Después de formar los grupos, se colocó a los machos C y E 

en cajas Falcon separadas, se marcó el grupo al que pertenecían en la base de cada caja 

(sitio no visible) y se mezclaron, la identidad de cada grupo se desconoció hasta la captura 

de los datos. De esta forma se aseguró que los experimentos fueran realizados con un ciego 

y disminuyeron las posibilidades de sesgos. Dado que en los machos de ambos grupos se 

controló el peso, la edad, la crianza y la manipulación, también se garantizó que su 

condición fuese similar. 

Para dilucidar la función de la insulina en la producción de ornamentos y la 

señalización honesta de la condición, se prepararon cinco soluciones de Insulina Bovina 

(Número CAS:11070-73-8; Sigma-Aldrich) de 0.25, 0.5, 1, 2 y 4 mg/ml disueltos en HEPES 

25mM con un Ph=8 (Xu et al.,2013). La aplicación fue mediante una inyección de 1 µl debajo 

de la inserción de la pata izquierda del tercer par de manera horizontal para prevenir 

perforar los órganos del insecto. Se utilizó una microjeringa (Hamilton) para cromatografía 

de 10 µl. Se partió de la aplicación de 1 µl de una concentración de 2mg/ml porque esta 

dosis ha sido utilizada previamente en Tribolium castaneum (Xu et al., 2013). Además, en 

pruebas piloto de este proyecto se observó que la mortalidad de los insectos era muy alta 

en dosis por encima de 4 mg/ml (S3.), por lo que se decidió utilizar dosis más bajas. Las 

pruebas de conducta fueron realizadas 30 minutos, 3 horas ó 24 horas después de la 

aplicación de los reactivos (de manera independiente). Esto, porque se ha observado que 

hay una respuesta diferencial de la asignación de recursos en los machos al enfrentar un 
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reto de estrés oxidante si se les presenta la posibilidad de obtener pareja 3 o 24 horas 

después (Cordero-Molina et al., en revisión). Además, se sabe que la ingesta de azúcares 

puede conducir a cambios en la conducta sexual de D. melanogaster inmediatamente 

(Zhang, 2022).  

 

Pruebas de conducta y supervivencia 

La arena de elección (Fig. 3) consistió en un contenedor de acrílico transparente (15 × 15 × 

7.5 cm) con 2 compartimentos laterales (4.5 × 4.5 × 2.5 cm) (Márquez-García et al., 2016; 

Morales-Patiño, 2019). La arena de elección fue limpiada antes de cada prueba conductual 

con alcohol al 70% diluido con agua destilada. En el fondo de la arena se colocó papel filtro 

previamente esterilizado para permitir que los animales caminaran dentro sin resbalarse. 

La prueba inició con la introducción de una hembra de elegida al azar de 12 ± 1 día de edad 

en el compartimento central dentro de un retenedor móvil que limitaba su movilidad. 

Inmediatamente después se introdujo un macho E y un C de la misma edad dentro de 

retenedores ubicados en los compartimentos laterales. Se alternó el lado en el que fueron 

colocados los machos de manera aleatoria, de tal forma que no siempre los machos C o E 

se encontraron del mismo lado. Cada retenedor contaba con agujeros que limitan el 

contacto físico entre machos y hembras, pero 

que permitían el intercambio de componentes 

volátiles. Posteriormente, se tomaron 5 minutos 

de habituación con los tres escarabajos dentro 

de la arena. Al finalizar el tiempo de habituación 

el compartimento móvil en el que se encontraba 

la hembra fue retirado, permitiéndole moverse 

libremente en el compartimento central y los 

laterales, pero aún sin la posibilidad de tocar a los 

machos. Inmediatamente se iniciaron 

observaciones focales a las hembras durante 10 

Fig. 3. Arena de elección femenina, la hembra es 

colocada en la parte central y los machos en los 

compartimentos laterales. En líneas punteadas 

se muestra el sitio donde es colocado el 

retenedor móvil de la hembra utilizado en el 

tiempo de habituación. Después de los 5 minutos 

de habituación, la hembra es liberada para que 

visite a los machos (como se muestra en la 

imagen). 
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minutos. Se registraron las visitas que realizó a cada macho anotando el momento de las 

entradas y salidas de los compartimentos laterales y se obtuvo el tiempo total que pasó con 

cada uno de los machos (Márquez-García, 2016). Al finalizar el tiempo de observación, los 

machos fueron devueltos a la caja Falcon multipozos de la que provenían para el registro 

de supervivencia.  

Después de la prueba de conducta, cajas de los machos fueron revisadas diariamente 

entre las 5 y las 8 pm. Cada macho se inspeccionó de manera visual, y registró a los que iban 

muriendo, tomando como parámetro que no presentaran movilidad alguna, incluso al 

presentarles un estímulo (ligeros toques con una pinza). De esta forma, los datos de 

supervivencia obtenidos se registraron como número de días que vivieron los machos 

después de la prueba de conducta (Fig. 4). 

Fig. 4. Diseño experimental. Los machos en edad reproductiva fueron emparejados de acuerdo con su peso corporal. 

En cada pareja, uno fue asignado al grupo Control y se le administró una solución salina y otro al grupo Experimental y 

se le aplicó Insulina Bovina en distintas dosis (estrellas rojas). Después de 0.5, 3 o 24 horas se realizaron pruebas de 

conducta en donde se registró el tiempo que las hembras pasaron con cada macho. Después de la prueba conductual 

se registró el número de días que los machos vivieron. En cada tratamiento se realizaron entre 30 y 35 ensayos. 
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Análisis estadísticos 

Se utilizó el programa R Studio versión 4.2.0 (2022-04-22) “Vigorous Calisthenics” para las 

pruebas estadísticas. Para analizar la preferencia de las hembras, se comparó el tiempo que 

estas pasaron con cada macho. Para ello, se registró la duración total de las visitas de las 

hembras a cada macho de los grupos C y E en todos los tratamientos. Se analizaron los 

tiempos de visita de cada hembra a los machos C y E de cada tratamiento de manera 

independiente. Por lo que para los datos de cada tratamiento se realizó el análisis del 

supuesto de normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk, dado que la distribución de los 

datos no cumplió con los criterios de normalidad en ninguno de los tratamientos (S1), se 

utilizó la prueba no paramétrica de Fligner Killeen para evaluar la homocedasticidad de los 

grupos de cada tratamiento. Dado que los datos de ningún tratamiento cumplieron ambos 

criterios de manera conjunta (S1) se realizaron pruebas de Wilcoxon para comparar los 

datos de los grupos C y E. En caso de que los datos incluyan muchos ceros, el programa R 

Studio recomienda realizar una corrección de continuidad de los rangos utilizando la 

función Wilcox_test. Dado que no le es posible determinar el valor de p de manera exacta. 

En esos casos realizamos dicha corrección.  

Se comparó el tiempo de supervivencia de los machos de los grupos C y E de cada 

tratamiento de manera independiente. Se realizaron análisis de supervivencia en donde se 

calculó el cociente de riesgos instantáneos (HR, por su nombre en inglés, Hazard ratio) 

mediante el modelo de regresión de Cox, posteriormente se realizó el análisis de riesgos 

proporcionales. En caso de que estos supuestos se cumplieran se compararon los grupos 

mediante un análisis de Log Rank en caso contrario se realizó una prueba de Gehan (S2.). 

. 
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Resultados 

Elección femenina 

Las hembras prefirieron pasar más 

tiempo con los machos del grupo control 

que con los machos tratados con 2mg/ml 

de insulina, aplicados 3 horas antes de la 

prueba de conducta (Wilcoxon: z = 2.74, p 

< 0.01; Fig. 5). Sin embargo, no hubo 

diferencias significativas en la 

preferencia, entre los grupos control y el 

experimental en el resto de las dosis de 

insulina, ni en los otros tiempos de 

aplicación (Tabla 2). 

 

Supervivencia 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en cuanto al tiempo de 

supervivencia en la mayoría de las comparaciones entre los machos del grupo control y del 

grupo experimental (Tabla 2). Los machos del grupo control vivieron más tiempo que los 

machos experimentales cuando estos últimos fueron tratados con con 0.25 mg/ml por 24h 

(Hazard ratio=1.81, IC=1.10-2.98; Log Rank: Chi cuadrada=5.5, p=0.02), 0.5mg/ml por 0.5h 

(Hazard ratio=1.56, IC=0.97-2.5; Gehan: Chi cuadrada=8.9, p=0.003), 0.5mg/ml por 24h 

(Hazard ratio=1.46, IC=0.91—2.36; Gehan: Chi cuadrada=5.7, p=0.02), 2 mg/ml 24h (Hazard 

ratio=1.69, IC=1.04-2.77; Gehan: Chi cuadrada=18.1, p<0.01) y 4mg/ml 0.5h (Hazard ratio= 

Fig. 5. Preferencia de las hembras medida en segundos que pasó 

con los machos controles y experimentales tratados con 2mg/ml 

3 h antes del experimento. La línea central muestra la mediana 

de cada grupo, las x representan la media. La preferencia de la 

hembra fue distinta entre tratamientos (p<0.05). 
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2.7, IC=1.60-4.71; Log rank :Chi cuadrada=13.6, p<0.01) (Fig.5.). En el resto de los 

tratamientos no se encontraron diferencias estadísticamente significativas (Tabla 2.). 

 

Tabla 2. Comparación entre Grupos Control y Experimentales en parámetros de Elección 
femenina y Supervivencia  

Dosis N 
Elección femenina Supervivencia 

Estadístico p Estadístico P 

0.25mg/ml 0.5h 33 Z = 1.51 0.1295 Log Rank 
Chisq=2.5 0.1 

0.25mg/ml 3h 
32 

V= 276  
0.832 Log Rank 

Chisq= 0 
1 

0.25mg/ml 24h 35 Z = -0.38  0.6982 Log Rank 
Chisq=5.5 0.02 

0.5mg/ml 0.5h 36 V = 349  0.8099 Gehan 
Chisq=8.9 

0.003 

0.5mg/ml 3h 35 Z = -1.76  0.07696 Log Rank 
Chisq=2.2 

0.1 

0.5mg/ml 24h 35 Z = 1.05  0.2898 Gehan 
Chisq= 5.7 

0.02 

1mg/ml 0.5h 34 Z = -1.33 0.1812 Log Rank 
Chsq= 2.8 0.09 

1mg/ml 3h 33 Z = -1.72  0.08412 Log Rank 
Chisq=0.1 

0.8 

1mg/ml 24h 32 Z = -0.63  0.5269 Log Rank 
Chisq=0.5 0.5 

2mg/ml 0.5h 33 Z = -0.48  0.6281 Log Rank 
Chisq=0.1 

0.7 

2mg/ml 3h 33 Z = 2.74  0.0061** Log Rank 
Chisq=0.1 0.7 

2mg/ml 24h 35 Z = 1.43  0.1504 Gehan 
Chisq= 18.1 

2e-05 

4mg/ml 0.5h 33 Z = -1.32  0.1861 Log Rank 
Chisq= 13.6 

2e-04 

4mg/ml 3h 35 Z = -0.27  0.7855 Gehan 
Chisq= 2.7 0.1 

4mg/ml 24h 34 V = 316  0.7613 Log Rank 
Chisq=0 1 

Notas: La comparación entre los grupos de elección y supervivencia se realizó con la prueba de Wilcoxon, 

excepto cuando se cumplieron los criterios de normalidad y homocedasticidad ( ). El estadístico 
presentado es Z cuando se realizó la corrección del programa con Wilcox_test, es V cuando se realizó de 
manera normal.  

 

La decisión de inversión de recursos en T. molitor para atraer pareja fue dinámica al 

manipular sus niveles de insulina (Tabla 3.). Por un lado, se observó que en el tratamiento 

en donde se les aplicó 2 mg/ml 3 h antes de la prueba conductual los machos 

experimentales fueron menos atractivos pero vivieron lo mismo que los machos control. 
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Por otro lado, la aplicación de insulina disminuyó la supervivencia sin afectar en atractivo 

en 5 tratamientos (Fig 6.). Finalmente, en el resto de los tratamientos no tuvo un efecto 

estadísticamente significativo. 

 

 

 

 

 

A  B  

C D 

Fig. 6. Curvas de supervivencia de machos control 

(colores claros) y machos experimentales (colores 

oscuros). Los machos experimentales fueron 

tratados con 0.25mg/ml 24h (A), 0.5mg/ml 0.5 h, 

(B), 0.5 mg/ml 24h, 2 mg/ml 24h (D) y 4 mg/ml 0.5h 

(E). Se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas en el tiempo de supervivencia entre 

los grupos de estos tratamientos (p<0.05). 

E 
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Tabla 3. Efecto de la insulina en los machos tratados 

Dosis/Tiempo 0.5h 3h 24h 

0.25mg/ml - - 

Disminuye la 

supervivencia sin 

afectar el atractivo 

0.5mg/ml 

Disminuye la 

supervivencia sin 

afectar el atractivo 

- 

Disminuye la 

supervivencia sin 

afectar el atractivo 

1mg/ml 

 

- 

 

- - 

2mg/ml - 

Disminuye el atractivo 

sin afectar la 

supervivencia 

Disminuye la 

supervivencia sin 

afectar el atractivo 

4mg/ml 

Disminuye la 

supervivencia sin 

afectar el atractivo 

- - 
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Discusión 

No se encontró evidencia estadísticamente significativa de que la insulina favorezca la 

producción de feromonas volátiles en machos de T. molitor. De manera interesante, los 

resultados sugieren que la insulina disminuye la supervivencia, y, dependiendo de la dosis 

y el tiempo que transcurre en su aplicación y el encuentro con las posibles parejas, induce 

la estrategia de inversión terminal o disminuye la producción de ornamentos y se convierte 

en una señal honesta para las hembras. 

Se ha propuesto que la ruta de la insulina/IGF regula el desarrollo de armas (Emlen et 

al., 2012; Lavine et. al., 2013; Casasa & Moczek, 2018; Okada et al., 2019) y de ornamentos 

(Kuo et al., 2012; Fedina et al., 2017; Zhang et al., 2022) en invertebrados. La IIS tal vez 

regula la producción de estos caracteres mediante la proliferación y aumento del tamaño 

celular en cuernos y mandíbulas de coleópteros (Emlen et al., 2012), la transcripción de los 

genes involucrados en la producción de CHC’s (Kuo et al.,2012), o la excitación o inhibición 

de las neuronas P1 en Drosophila involucradas en el cortejo (Zhang et al., 2022). Aunque no 

se encontró un efecto contundente en la regulación de ornamentos en T. molitor, aún no 

es posible descartar su papel como mediador en esta especie porque es necesario 

manipular los niveles de insulina circundante en periodos previos a los picos reproductivos 

y/o durante periodos más largos que los previstos en este trabajo. Por ejemplo, Rantala y 

colaboradores (2003a) encontraron que la manipulación en la alimentación de machos de 

6 días de edad durante 7 días los hizo menos atractivos. Krams y colaboradores (2015) 

modificaron la dieta durante 3 días y también observaron una reducción en su atractivo. 

Kuo y colaboradores (2012) utilizaron líneas de D. melanogaster genéticamene modificadas 

para transcribir de manera diferencial los sustratos de los receptores insulínicos, y 

encontraron que la producción de CHC’s se veía modificada entre cepas. Por ello se propone 

que en futuros trabajos se explore el efecto de la manipulación de los perfiles insulínicos en 

feromonas sexuales a largo plazo. Por ejemplo, desde pupa, larva o imagos sexualmente 

inmaduros. 
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Por otro lado, Kuo y colaboradores (2012) propusieron que los caracteres 

dependientes de la insulina son honestos per se, y que para poder mentir sobre la condición, 

estos individuos deberían modificar la IIS, lo cual reduciría su adecuación. Por esto, sugieren 

que la producción de caracteres regulados por la insulina no implica costos asociados. Sin 

embargo, en este trabajo se observó que el aumento de los niveles circundantes de ILP 

puede disminuir la supervivencia. Esto sugiere que el aumento de los niveles de insulina 

implica un costo. La expresión de la IIS regula la fecundidad (e. g. Zhang et al., 2022; Liu et 

al., 2020) y el atractivo (i.e. Kuo et al., 2012). En este estudio se observó que la aplicación 

de insulina disminuyó la longevidad y que la producción de los ornamentos parece ser 

costosa en términos energéticos. Es necesario considerar que en los trabajos en donde se 

ha puesto a prueba a la insulina como regulador de CSS (Tabla 1), solo en uno se ha visto su 

efecto en la longevidad y contrasta con nuestros resultados porque el silenciamiento de 

genes involucrados en la síntesis del sustrato de receptores insulínicos disminuyó la 

supervivencia (Lavine et al., 2019). Es importante que trabajos posteriores registren 1) el 

efecto de la insulina en los ornamentos al ser manipulada en larvas, pupas o imagos 

sexualmente inmaduros 2) el costo energético de la producción de ornamentos y 3) el 

efecto en la supervivencia. Hasta entonces, no es posible descartar a la insulina como un 

candidato adecuado para la regulación del compromiso entre producción de ornamentos y 

supervivencia mediante la asignación de recursos. 

Los resultados de esta investigación sugieren que la aplicación de insulina puede 

inducir la estrategia de inversión terminal porque, aunque reduce la supervivencia de los 

machos, no afecta su atractivo respecto a los machos control. La Inversión terminal está 

definida como el aumento en esfuerzo reproductivo cuando la probabilidad del éxito 

reproductivo futuro (valor reproductivo residual) disminuye (Williams, 1966; Clutton-Brock, 

1984). Esta estrategia es dinámica y dependiente de varios factores (Duffield et al., 2017; 

2018), por ejemplo, la senescencia (Duffield et al., 2017). Aunque al envejecer, los 

organismos reducen su valor reproductivo residual, al realizar inversión terminal, asignan 

más recursos a la reproducción actual dado que la inversión futura es incierta (Clutton-

Brock, 1984). Otros factores desencadenantes de inversión terminal son la activación de la 
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respuesta inmunitaria (e. g. Giehr et al., 2017; Krams et. al., 2011), y la dieta (e. g. Hudson 

et al., 2020; Krams et al., 2015). De manera interesante, en T. molitor se ha encontrado que 

los machos a los que se les activa la respuesta inmunitaria mediante implantes de nylon 

(Sadd et al., 2006; Krams et al., 2011; 2015; Kivleniece et al., 2010) y con exposición a 

lipopolisacáridos (Nielsen & Holman, 2012), invierten más recursos en la producción de 

feromonas glandulares y CHC’s, y son más atractivos para las hembras que los machos 

control. Los machos que optan por la estrategia de inversión terminal viven menos que los 

machos a los que no se les activa la respuesta inmunitaria (Krams et al., 2015; Kivleniece et 

al., 2010) y aumentan su tasa metabólica en reposo (Krams et al., 2014). Esto sugiere que 

los recursos se destinan a la producción de CSS a expensas del mantenimiento y 

supervivencia, y se ha observado que esta estrategia puede depender de la cantidad de 

alimento disponible (Krams et al., 2015). En estos trabajos se ha considerado como 

inversión terminal la disminución de la supervivencia y el aumento del atractivo. Sin 

embargo, es importante tomar en cuenta que no solo el aumento del esfuerzo 

reproductivo, sino también una compensación en este debe ser considerado como 

inversión terminal. En este escenario, la producción de señales sexuales compensadas no 

es honesta porque son producidas por machos que están a punto de morir (Individuos con 

un valor reproductivo residual disminuido que mantienen el mismo esfuerzo reproductivo 

que los machos con un valor reproductivo residual más alto). 

Es importante tomar en consideración que, aunque en especies como Bombyx mori 

(Gu et al., 2009) y Tribolium castaneum (Xu et al., 201) la aplicación de insulina bovina puede 

activar respuestas análogas a ILP’s, no se tiene la certeza de que su aplicación desencadene 

una respuesta análoga de todos los ILP’s en T. molitor. Se propone que en trabajos futuros 

se aborde esto con más detalle mediante la medición de niveles de ILP’s después de la 

aplicación de tratamientos para conocer si su aplicación modifica los perfiles de insulina en 

la hemolinfa. También es posible la aplicación de inhibidores de ILP’s para contrastar las 

observaciones realizadas con análogos. Bajo nuestra hipótesis esperaríamos que la 

aplicación de inhibidores disminuyera el atractivo de los machos al disminuir la producción 

de feromonas sexuales. Otra alternativa que consideramos adecuada es utilizar agonistas y 
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antagonistas colinérgicos cuya aplicación en larvas de T. molitor ya ha sido probada y se ha 

observado que afecta los niveles de ILP’s en hemolinfa a las 2 horas (Acetilcolina aumenta 

los niveles de ILP y escopolamina los disminuye) (Chowanski et al., 2019). No obstante, en 

este trabajo se presenta una aproximación general de cómo podría estar funcionando este 

mecanismo. 

De manera paralela a la propuesta de Insulina como mecanismo mediador de la 

producción de CSS, hay propuestas alternativas en vertebrados. Folstad & Karter (1992) 

propusieron la hipótesis de la Inmunocompetencia (“Immunocompetence Handicap 

Hypothesis”). Esta hipótesis explica que la producción de las señales sexuales se encuentra 

bajo el control endócrino. La testosterona actúa como una espada de doble filo; por un lado, 

favorece la producción de CSS y disminuye la respuesta inmunitaria (Folstard & Karter, 

1992). Esta propuesta es ampliamente aceptada (Foo et al., 2016). Sin embargo, los 

invertebrados no producen testosterona, en su lugar se ha sugerido que la Hormona Juvenil 

(HJ) es la responsable de la modulación del compromiso entre CSS y supervivencia (Rantala 

et al., 2003b; Contreras-Garduño et al., 2009). La aplicación de análogos de HJ puede 

favorecer atributos utilizados en las contiendas entre machos, como la agresión en libélulas 

del género Calopteryx (Contreras-Garduño et al., 2009), el tamaño de estructuras 

exageradas como los pedúnculos oculares de los machos del díptero Cyrtodiopsis dalmanni 

(Fry, 2006) y las mandíbulas de Gnatocerus cornutus (Okada et al., 2012) y Cyclommatus 

metallifer (Gotoh et al., 2011). También favorecen ornamentos como la biosíntesis de 

feromonas sexuales en los escarabajos Tenebrio molitor (Rantala et al., 2003b; Márquez-

García et al., 2016) e Ips pini (Keeling et al., 2006) y la pigmentación alar de libélulas del 

género Calopteryx (Contreras-Garduño et al., 2011). Aunado a esto, su aplicación disminuye 

el tamaño testicular y la producción de espermatozoides (Fry, 2006, Márquez-García et al., 

2016). Además, reduce la actividad de la fenoloxidasa (Rantala et al., 2003a,b; Contreras-

Garduño et al., 2009), expone a los machos a estrés oxidante (Martínez-Lendech et. al., 

2019) y consume las reservas energéticas (Contreras-Garduño et al., 2011). Esto sugiere que 

la HJ mantiene honesta la señal porque favorece la elaboración de ornamentos a expensas 

de la supervivencia. Por lo que es posible que la vía de la señalización de manera 
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independiente o en conjunto con la responsable de la regulación del compromiso entre 

supervivencia y elaboración de CSS en insectos. Para contestar esta interrogante, se 

propone la realización de futuros estudios concentrados en la manipulación de ambas rutas 

de manera simultánea para observar sus efectos en el atractivo, la producción de 

ornamentos, y los costos asociados. Dado que los ornamentos co-evolucionan con rasgos 

compensatorios y estos pueden enmascarar los costos, es importante, medir estos costos 

en más de un parámetro de condición (Husak & Swallow, 2011) como supervivencia, 

respuesta inmunitaria y estrés oxidante. 
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Conclusión 

Conocer los mecanismos de producción y mantenimiento de los CSS en insectos permitirá 

comprender estos rasgos a nivel evolutivo, fisiológico y funcional. Para ello es necesario 

poner a prueba de manera experimental los posibles mecanismos que los producen. En este 

trabajo no encontramos evidencia que sugiera que la insulina es un regulador dosis 

dependiente de la producción de ornamentos en T. molitor. Sin embargo, observamos que 

su aplicación puede disminuir la producción de estos caracteres e inducir la respuesta de 

inversión terminal. Por lo que no podemos descartar su papel como mecanismo regulador. 

Para poder comprender si la IIS tiene un papel importante en la producción y 

mantenimiento de los ornamentos proponemos explorar de manera más amplia este 

mecanismo en otras etapas de vida y en interacción con la ruta de la HJ, un factor regulador 

de CSS que interactúa con la IIS. 
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Anexos 
 

S1. Análisis de supuestos de normalidad y homocedasticidad de los datos de elección femenina para cada 
grupo en las distintas dosis y tiempos 

Tratamiento n 

Normalidad Shapiro-Wilk 
Homocedasticidad Fligner-

Killeen Tipo de 
distribución 

Estadístico (W) P 
Estadístico 

(Chi²) 
p 

0.25mg/ml 
0.5h 

33 0.84331 7.594e-07 23.915, df = 21  0.2972* Exponencial 

0.25mg/ml 
3h 

32 0.78054 2.181e-08 26.471, df = 22 0.232* Pareto tipo 2 

0.25mg/ml 
24h 

35 0.82503 1.18e-07 25.356, df = 23 0.3322* Pareto tipo 2 

0.5mg/ml 
0.5h 

36 0.80247 2e-08 30.591, df = 26 0.2438* Pareto tipo 2 

0.5mg/ml 
3h 

35 0.81551 6.328e-08 31.023, df = 25 0.1883* Pareto tipo 2 

0.5mg/ml 
24h 

35 0.79212 1.484e-08 .91, df = 22 0.3014* Pareto tipo 2 

1mg/ml 
0.5h 

34 0.83429 3.005e-07 25.667, df = 26 0.4815* Pareto tipo 2 

1mg/ml 3h 33 0.86021 2.54e-06 30.095, df = 26 0.2637* Exponencial 

1mg/ml 24h 32 0.84665 1.301e-06 29.087, df = 25 0.2603* Exponencial 

2mg/ml 
0.5h 

33 0.86471 3.554e-06 28.303, df = 23 0.2046* Exponencial 

2mg/ml 3h 33 0.82784 2.682e-07 24.558, df = 19 0.1756* Pareto tipo 2 

2mg/ml 24h 35 0.85415 9.093e-07 26.934, df = 22 0.2138* Exponencial 

4mg/ml 
0.5h 

33 0.84065 6.324e-07 31.034, df = 29 0.3638* Exponencial 

4mg/ml 3h 35 0.82986 1.631e-07 29.565, df = 25 0.241* Exponencial 

4mg/ml 24h 34 0.84459 6.125e-07 23.932, df = 21 0.2964* Pareto tipo 2 

Notas: Se señala con asteriscos cuando el valor de p> 0.05 y se cumplen los supuestos de normalidad y 
homocedasticidad. 
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Pruebas piloto 

S.3 

Originalmente el proyecto tenía el objetivo de poner a prueba la insulina y la HJ como 

reguladores de ornamentos en T. molitor de manera independiente y conjunta. En las 

pruebas piloto exploramos las dosis de fenoxycarb (análogo de HJ) y de Insulina bovina a 

utilizar, además del tiempo entre la aplicación de estos tratamientos y las pruebas de 

S2. Análisis de Riesgos Mantel-Cox 

Tratamiento n Estadístico P Hazard-Ratio p 

0.25mg/ml 0.5h 
33 

Chisq=1.17 0.28* 
Hazard ratio= 1.4684; IC=  

0.9025-  2.389 
0.122 

0.25mg/ml 3h 
32 

Chisq=3.79 0.052* 
Hazard ratio= 0.990966; IC= 

0.6023-1.63 
0.971 

0.25mg/ml 24h 
35 

Chisq= 0.0289 0.87* 
Hazard ratio= 1.8172; IC=  1.107- 

2.983 
0.0182 

0.5mg/ml 0.5h 
36 

Chisq= 7.41 0.0065 
Hazard ratio= 1.567; IC=  0.9793- 

2.508 
0.0611 

0.5mg/ml 3h 
35 

Chisq= 0.000251 0.99* 
Hazard ratio= 1.4279; IC= 0.8839- 

2.307 
0.145 

0.5mg/ml 24h 
35 

Chisq= 3.93 0.047 
Hazard ratio= 1.4696; IC= 0.9151-

2.36 
0.111 

1mg/ml 0.5h 
34 

Chisq= 0.863 0.35* 
Hazard ratio= 1.497; IC= 0.9247-  

2.424 
0.101 

1mg/ml 3h 
33 

Chisq= 0.795 0.37* 
Hazard ratio= 0.8917; IC= 0.5451- 

1.45 
0.648 

1mg/ml 24h 
32 

Chisq= 5.29e-05 0.99* 
Hazard ratio= 1.1712; IC= 0.7103- 

1.931 
0.536 

2mg/ml 0.5h 
33 

Chisq= 0.898 0.34* 
Hazard ratio= 1.09003; IC= 

0.6682- 1.778 
0.73 

2mg/ml 3h 
33 

Chisq= 0.543 0.46* 
Hazard ratio= 1.09361; IC= 

0.6712- 1.782  
0.719 

2mg/ml 24h 
35 

Chisq= 25.3 4.9e-07 
Hazard ratio= 1.6991; IC= 1.041- 

2.773 
0.0339* 

4mg/ml 0.5h 
33 

Chisq= 0.189 0.66* 
Hazard ratio= 2.747; IC= 1.601- 

4.713 
0.000242* 

4mg/ml 3h 
35 

Chisq= 9.21 0.0024 
Hazard ratio= 1.08572; IC= 0.669- 

1.762 
0.739 

4mg/ml 24h 
34 

Chisq= 0.0257 0.87* 
Hazard ratio= 1.03502; IC= 

0.6395- 1.675 
0.889 

Notas: Se señala con asteriscos cuando el valor de p> 0.05 y se cumple el supuesto de riesgos 
proporcionales y cuando el valor de p<0.05 al estimar el valor de HR. 
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conducta. La crianza y obtención de grupos fue realizada de la misma que se describe en la 

sección de métodos de este trabajo.  

Realizamos dos modelos experimentales para estas pruebas. En el laboratorio hemos 

utilizado metopreno como análogo de HJ, sin embargo, ya no nos es posible conseguirlo, 

por ello consideramos utilizar otro compuesto. Para la estandarización de fenoxycarb 

(Número CAS: 72490-01-8; Sigma-Aldrich) utilizamos un modelo factorial con dos variables: 

1) dosis utilizada (2 niveles) y tiempo entre la aplicación de fenoxycarb y la prueba de 

conducta (3 Niveles) (Fig. S3.1A.). Para la preparación de las alícuotas diluímos fenoxycarb 

en acetona hasta lograr una concentración de 200 y 400 µg/mL respectivamente. Elegimos 

estas ya que la primera es la dosis de metopreno (análogo de HJ) que usualmente utilizamos 

en el laboratorio para favorecer la producción de ornamentos. En total obtuvimos 6 

tratamientos, cada uno con un grupo control y un grupo con una n entre 20 y 23 su 

aplicación fue de manera tópica entre la cabeza y el pronoto. En cada tratamiento el grupo 

experimental recibió la aplicación de 1 µl de la dosis correspondiente, y el grupo control 1 

µl de acetona, ambos de manera tópica en la zona entre la cabeza y el pronoto. Para la 

A  B  

Fig. S3.1 Diseño experimental de las pruebas piloto. Los machos en edad reproductiva fueron emparejados de 

acuerdo con su peso corporal. En cada pareja, uno fue asignado al grupo Control y se le administró Acetona/HEPES,  

otro fue asignado al grupo Experimental y se le aplicó Insulina Fenoxycarb/Insulina bovina en distintas dosis (estrellas 

rojas). Después de 3, 6 o 24 horas se realizaron pruebas de conducta en donde se registró el tiempo que las hembras 

pasaron con cada macho. Después de la prueba conductual se registró el número de días que los machos vivieron. En 

cada tratamiento se realizaron entre 12 y 23 ensayos. 
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estandarización de Insulina Bovina (Número CAS:11070-73-8; Sigma-Aldrich) el diseño fue 

similar (Fig S3.1B). En este caso la variable dosis tuvo 3 niveles: 2, 4 y 10 mg/ml de insulina 

bovina dilupide en HEPES 25mM pH=8. La variable tiempo de aplicación antes de la prueba 

de conducta tuvo 3 niveles: 3, 6 y 24 horas El grupo experimental de cada tratamiento 

recibió una inyección debajo de la inserción de la pata izquierda del tercer par de patas de 

1 µl de la dosis correspondiente, y el grupo control una inyección de 1 µl de HEPES en la 

misma zona (Fig. S3.2). 

En esta etapa utilizamos otra arena de conducta (S3.2) basándonos en los trabajos de 

Rantala y colaboradores (2003b). Los experimentos 

fueron llevados a cabo con luz roja. Utilizamos cajas de 

Petri limpiadas con algodón y alcohol al 70%. En la base 

de las cajas Petri colocamos papel filtro previamente 

esterilizado. El experimento inició colocando una 

hembra virgen en el centro de la arena de conducta y 

esperamos 5 minutos de adecuación, posteriormente 

colocamos un macho del grupo control y otro del grupo 

experimental marcados con pintura a base de agua 

amarilla o blanca (asignamos los colores de manera 

aleatoria). Realizamos observaciones focales a la hembra 

y registramos el tiempo de cópula que tuvo con cada macho.  

Para cada tratamiento de los dos modelos realizamos comparaciones entre el grupo control 

y el grupo experimental en el programa RStudio. Analizamos los supuestos de normalidad 

y homocedasticidad con las pruebas de Shapiro- Wilk y Fligner Killeen respectivamente 

(S3.3-4). 

 

 

Fig. S3. 2. Arena de competencia. La 
hembra (escarabajo sin marca) se 
coloca dentro con un macho control y 
uno experimental, marcados con 
pinturas de distinto color y se registra 
el tiempo de cópula con cada uno. 
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 Finalmente realizamos comparaciones pareadas con la prueba de Wilcoxon dado que la 

distribución de los datos no cumplió con los datos de normalidad y homocedasticidad de 

manera simultánea (S3.3-4). En caso de que los datos incluyan numerosos ceros, el 

programa recomienda realizar una corrección de continuidad de los rangos dado que no le 

es posible determinar el valor de p de manera exacta con la función Wilcox_test, por lo que 

S3.3. Análisis de supuestos de normalidad y homocedasticidad en los datos de éxito de cópula en 
los tratamientos con Fenoxycarb 

Grupo 
Análisis de Normalidad Shapiro-Wilk 

Análisis de 
Homocedasticidad Fligner-

Killeen 

n Estadístico (W) p 
Estadístico 

(Chi²) 
p 

200µg/ml 3h 23 0.878 0.0001889 18.459 0.2393* 

200µg/ml 6h 22 0.815 0.0000062 13.176 0.1548* 

200µg/ml 24h 22 0.788 0.0000016 17.406 0.2352* 

400µg/ml 3h 20 0.902 0.002207 18.649 0.2301* 

400µg/ml 6h 21 0.869 0.0001975 12.173 0.2736* 

400µg/ml 24h 21 0.893 0.0009225 19.655 0.2362* 
Notas: Se señala con asteriscos cuando el valor de p> 0.05 y se cumple el supuesto de normalidad u 
homocedasticidad. 

S3.4. Análisis de supuestos de normalidad y homocedasticidad en los datos de éxito de cópula en 
los tratamientos con Insulina 

Grupo 
Análisis de Normalidad Shapiro-Wilk 

Análisis de 
Homocedasticidad Fligner-

Killeen 

n Estadístico (W) p 
Estadístico 

(Chi²) 
p 

2mg/ml 3h 20 0.882 0.0006203 16.671 0.2742* 

2mg/ml 6h 16 0.89422 0.004428 10.136 0.4286* 

2mg/ml 24h 21 0.81142 0.000007 17.701 0.2787* 

4mg/ml 3h 20 0.87958 0.0005129 14.851 0.1894* 

4mg/ml 6h 19 0.82595 0.0000369 16.811 0.3303* 

4mg/ml 24h 21 0.8686 0.0001878 14.745 0.1945* 

10mg/ml 3h 21 0.88448 0.0005102 12.418 0.8249* 

10mg/ml 6h 17 0.91593 0.01242 9.7453 0.7806* 

10 mg/ml 24h 20 0.88158 0.0005808 16.001 0.3133* 
Notas: Se señala con asteriscos cuando el valor de p> 0.05 y se cumple el supuesto de normalidad u 
homocedasticidad. 
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en esos casos realizamos dicha corrección. En ninguno de los tratamientos encontramos 

diferencias estadísticamente significativas entre los grupos (S3.5-6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por lo que decidimos 1) Cambiar la arena de competencia por una de elección para poder evaluar la 

producción de ornamentos de manera indirecta mediante la preferencia de las hembras y 

reduciendo la interferencia de la competencia entre los machos. 2) En los tratamientos con 

fenoxycarb utilizar las mismas dosis previante utilizadas en la arena de competencia y aumentar 

hasta (10 mg/ml) en el escarabajo Ips paraconfusus se reportó que la aplicación de 1 µl de 

Fenoxycarb disuelto en acetona a una concentración de 10 µg/µl aumenta la producción de 

feromonas a las 20 horas de la aplicación (Chen et al., 1988). Sin embargo en estos nuevos 

tratamientos tampoco encontramos diferencias estadísticamente significativas (S3.7-8) 

 

S3.5 Éxito de cópula Fenoxycarb 

Dosis 
Diferencias entre grupos Wilcoxon 

n Estadístico p 

200µg/ml 3h 23 V= 176 0.2595 

200µg/ml 6h 22 V= 151 0.4434 

200µg/ml 24h 22 Z = 0.01209 0.9904 

400µg/ml 3h 20 Z = 0.081797 0.9348 

400µg/ml 6h 21 V = 155 0.179 

400µg/ml 24h 21 Z = 0.20198 0.8399 

S3.6. Éxito de cópula Insulina 

Dosis 
Diferencias entre grupos Wilcoxon 

n Estadístico p 

2mg/ml 3h 20 Z = -0.2331 0.8157 

2mg/ml 6h 16 Z = -0.1914 0.8482 

2mg/ml 24h 21 Z = -1.1072 0.2682 

4mg/ml 3h 20 V = 141 0.1893 

4mg/ml 6h 19 V = 80 0.5678 

4mg/ml 24h 21 Z = 1.8925 0.05842 

10mg/ml 3h 21 V = 94 0.4733 

10mg/ml 6h 17 V = 61 0.4874 

10 mg/ml 24h 20 V = 100 0.8695 
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S3.8. Elección femenina Fenoxycarb 

Dosis 
Diferencias entre grupos Wilcoxon 

n Estadístico p 
200µg/ml 3h 30 V = 216 0.7457 

200µg/ml 24h 29 V = 221 0.9491 
400µg/ml 3h 30 V = 225 0.8872 

400µg/ml 24h 29 Z = 0.40953 0.6871 
800µg/ml 3h 31 Z = -1.7346 0.08344 
800µg/ml 24h 29 Z = -1.2157 0.2289 
1.2mg/ml 3h 29 Z = -0.086632 0.9346 

1.2mg/ml 24h 29 V = 242 0.6089 

5mg/ml 3h 30 Z = -0.66491 0.5109 

5mg/ml 20h 31 V = 212 0.4919 

10mg/ml 3h 28 Z = 0.38579 0.7047 
10mg/ml 20h 30 Z = 0.20087 0.8448 

 

Por ello decidimos continuar con un diseño que evaluara únicamente a la insulina como mediador 

de la producción de ornamentos como factor interno. 

S3.7. Análisis de supuestos de normalidad y homocedasticidad en los datos de elección femenina 
en los tratamientos con Fenoxycarb 

Grupo 
Análisis de Normalidad Shapiro-Wilk 

Análisis de 
Homocedasticidad Fligner-

Killeen 

n Estadístico (W) p 
Estadístico 

(Chi²) 
p 

200µg/ml 3h 30 0.82332 5.413e-07 21.298 0.1673* 

200µg/ml 24h 29 0.78854 1.025e-07 23.345 0.2225* 

400µg/ml 3h 30 0.84325 1.937e-06 21.798 0.4112* 

400µg/ml 24h 29 0.82026 6.327e-07 23.345 0.2225* 

800µg/ml 3h 31 0.85128 2.438e-06 22.258 0.7242* 

800µg/ml 24h 29 0.87765 2.94e-05 25.835 0.3087* 

1.2mg/ml 3h 29 0.85445 5.636e-06 20.367 0.3125* 

1.2mg/ml 24h 29 0.83527 1.6e-06 21.841 0.1909* 

5mg/ml 3h 30 0.81703 3.684e-07 23.771 0.2051* 

5mg/ml 20h 31 0.85796 3.897e-06 27.93 0.3619* 

10mg/ml 3h 28 0.82189 9.895e-07 20.775 0.1873* 

10mg/ml 20h 30 0.86642 9.628e-06 23.055 0.3986* 
Notas: Se señala con asteriscos cuando el valor de p> 0.05 y se cumple el supuesto de normalidad u 
homocedasticidad. 


