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RESUMEN 

 

El sistema inmunitario es moldeado por la interacción parásito (patógeno)-hospedero y 

con ello diferentes mecanismos de reconocimiento y defensa han surgido a lo largo de 

la historia evolutiva. Los invertebrados, por ejemplo, de manera análoga a los 

vertebrados tienen la facultad de reconocer específicamente a los parásitos y patógenos, 

para así montar una respuesta adecuada, dotada de memoria. Sin embargo, existen 

factores que influyen en la capacidad del hospedero para defenderse, como la virulencia 

de los patógenos, lo que dificulta el estudio de los mecanismos detrás de la memoria 

inmunitaria. Por lo anterior, en este trabajo se abordó el tema de especificidad desde la 

perspectiva del patógeno utilizando como hospedero al escarabajo de la harina Tenebrio 

molitor, ya que es un buen modelo para medir respuesta inmunitaria y memoria 

inmunitaria. Se evaluó su capacidad para generar memoria inmunitaria contra cepas 

genéticamente modificadas del hongo entomopatógeno Metarhizium brunneum. (Cherry, 

GFP, 2NP1, 2NP5, y CAT) que difieren en virulencia. Los resultados de supervivencia 

muestran que el escarabajo se defiende mejor ante retos homólogos (similares) que ante 

retos heterólogos (diferentes), y que la virulencia del hongo influye en la capacidad de 

respuesta del hospedero tal como en la expresión de péptidos antimicrobianos (tenecina 

1 y tenecina 3) como el inductor TmCactin que regula positivamente la expresión de 

algunos péptidos antimicrobianos. Esto apoya la hipótesis de la presencia de memoria 

en invertebrados y demuestra la especificidad a nivel de cepa. 

 

PALABRAS CLAVE: Interacción parásito-hospedero, entomopatógeno, virulencia, 

memoria inmunitaria, Tenebrio molitor. 
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ABSTRACT 

 

The immune system of organisms is heavily shaped by host-parasite (pathogen) 

interactions, in such dynamic process differential recognition and defense mechanisms 

have emerged throughout evolution history. Invertebrates are not an exception because, 

analogously to vertebrates, they can produce a wide repertoire of recognition molecules 

that allow them to identify pathogens in a very specific way and set an appropriate 

response against an invader through an immune response endowed with memory. 

However, diverse factors influence the host’s ability to defend itself, such as pathogens’ 

virulence, which makes even harder to study the underpinning mechanisms of innate 

immune memory. Therefore, we tested the ability of the mealworm beetle (Tenebrio 

molitor) to generate specific memory against genetically modified Metarhizium brunneum 

strains (Cherry, GFP, 2NP1, 2NP5 and CAT) to have a better approach from the 

perspective of the pathogen. Survival outcomes showed that the beetle exhibited immune 

memory as it defends itself better against homologous challenges than heterologous 

challenges of the fungus, also this study partially exposed that the degree of virulence of 

the pathogen influence the host’s expression of antimicrobial peptides and the inductor 

TmCactin. These data provide evidence of immune priming in invertebrates and 

demonstrate that pathogen recognition can be species-specific at strain level. 

 

KEYWORDS: Host-parasite interactions, entomopathogen, virulence, immune priming, 
 

Tenebrio molitor 
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INTRODUCCIÓN 

 

Haldane (1949) señaló a los parásitos y patógenos (desde virus, bacterias, protozoarios 

y hongos) como una fuerte presión selectiva que moldea la dinámica poblacional, 

densidad, abundancia y diversidad genética de sus hospederos. Esta presión selectiva 

afecta los patrones de crecimiento y reproducción del hospedero e induce su muerte 

prematura porque los parásitos evolucionan a una tasa más acelerada que sus 

hospederos (Schmid-Hempel, 2008a). Por su parte, en los hospederos evolucionan 

estrategias de defensa contra las estrategias de ataque de los parásitos; la adaptación 

clave de los hospederos es la respuesta inmunitaria adaptativa, es decir, la capacidad 

de reconocer patógenos de manera específica y responder de manera más robusta en 

futuros encuentros (Schmid-Hempel, 2008a), evitando que la infección acelere su muerte 

o reduzca su fecundidad (Greenwood et al., 2017); sin embargo, diversos factores 

podrían afectar la respuesta del hospedero desde el primer encuentro, impidiendo que 

se consolide la memoria inmunitaria en cualquier momento de la infección (Schmid- 

Hempel, 2008a). 

 

Se han descrito mecanismos de patógenos que afectan al humano con los cuales 

los parásitos son capaces de evadir el sistema inmune del hospedero, y con ello, lograr 

satisfactoriamente la infección. Por ejemplo, a través de la manipulación del sistema para 

evitar ser detectados por las moléculas de reconocimiento. La variación antigénica es 

una estrategia de algunas bacterias en la cual alternan dos fenotipos reversiblemente 

regulando la expresión de proteínas en su superficie y con ello evitan ser detectadas y 

eliminadas (Finlay y McFadden, 2006; Schulenburg et al., 2008). Un par de casos en los 

que se ha descrito esta estrategia son el de la bacteria Neisseria gonorrhoeae al infectar 
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la mucosa del tracto genitourinario y el de Haemophilus influenzae al invadir el tracto 

respiratorio de humanos (van der Woude y Bäumler, 2004). Otra estrategia es interferir la 

regulación de la respuesta inmunitario, como lo hacen Mycobacterium tuberculosis, 

Plasmodium sp., Leishmania sp. y Tripanosoma sp., ya que desencadenan una 

“tormenta de citocinas” en el organismo, las cuales incrementan la producción de 

citotoxinas (moléculas responsables de la inflamación), originando una inmunopatología 

que resulta mortal para el individuo infectado (Graham et al., 2005). Además, los hongos 

entomopatógenos como Metarhizium brunneum Petch (Morales-Hernández et al., 2010), 

Beauveria bassiana (Ali et al., 2012) y Lecanicillium muscarium (Huang et al., 2012) 

producen moléculas detoxificadoras como catalasas y peroxidasas que ayudan al hongo 

a germinar, resistir el estrés causado por el peróxido de hidrógeno (H2O2) y con ello 

incrementan la virulencia para invadir al hospedero. El peróxido de hidrógeno se genera 

como subproducto del metabolismo aeróbico y, a través de diversas reacciones puede 

generar radicales libres que en grandes cantidades tienen un efecto citotóxico (Lushchak, 

2014). Sin embargo, en el hospedero, el H2O2 tiene una función de defensa y señalización 

durante ataques infecciosos. Por ejemplo, en Anopheles albimanus se observó que la 

cantidad de H2O2 incrementa en respuesta a la infección, provocando a su vez un 

incremento de los transcritos los genes de los AMPs atacina, gambicina y cecropina 

(Herrera-Ortiz et al., 2010). En este sentido, la catalasa producida por los hongos 

contrarrestaría el estado hiperoxidante del hospedero al disociar el H2O2 en H2O y O2, 

logrando satisfactoriamente la infección. 

 

La investigación en torno a los mecanismos de la respuesta inmunitaria (innata y 

adaptativa) en vertebrados es vasta debido a la necesidad de obtener modelos 

adecuados para realizar investigación clínica y terapéutica (aplicable). No obstante, los 
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invertebrados al ser vectores de diversos patógenos tienen una participación sumamente 

importante en la diseminación de dichas enfermedades a diversas especies, mismos que 

amenazan la supervivencia del humano. Los estudios de inmunología en invertebrados 

se remontan a Elias Metschnikoff en 1882 y Paul Ehlrich en 1900, ya que, sentaron las 

bases de la inmunología. Metschnikoff descubrió la fagocitosis en larvas de estrellas de 

mar y Ehlrich propuso la teoría de la formación de anticuerpos como agentes de la 

especificidad inmunológica (Kaufmann, 2008). Este último descubrimiento volcó los 

trabajos de inmunología de invertebrados a vertebrados y, aunque había evidencia de 

memoria inmunitaria en invertebrados con los estudios de Pasteur, Lackie y Karp, la 

memoria inmunitaria de invertebrados fue quedando en el olvido (Contreras-Garduño y 

Lanz, 2018). Fue hasta 2003 cuando de manera independiente, Kurtz, Franz y Schmid– 

Hempel mostraron evidencia contundente de la memoria inmunitaria en invertebrados. 

Desde entonces, cambió el paradigma de que solamente los vertebrados poseían un 

atributo adaptativo en la respuesta inmunitaria (Contreras-Garduño et al., 2016; 

Contreras-Garduño y Lanz, 2018). Actualmente, la creciente evidencia ha permitido 

indagar en los mecanismos que componen la memoria inmunitaria (en invertebrados), 

sin embargo, se desconoce qué determina su activación, por ejemplo, si la virulencia de 

los patógenos tiene un efecto sobre la capacidad de generar o evocar la memoria 

inmunitaria. Resolver esto ayudaría a entender que la aparente ausencia de memoria 

inmunitaria no se debe a la falta del mecanismo sino a la capacidad de los patógenos de 

manipular a su favor dicha respuesta. Por lo anterior, surgió la pregunta de si la 

capacidad para generar memoria innata estaba determinada por la especie de patógeno 

en términos de virulencia. Para evaluar esta capacidad se han utilizado larvas de 

Tenebrio molitor contra tres especies de patógenos: Bacillus turingiensis (bacteria Gram-

positiva), Serratia marcescens (bacteria Gram-negativa) y Metarhizium anisopliae 
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(hongo). En estos trabajos se corroboró la capacidad de tenebrio para generar memoria 

contra B. turingiensis pero S. marcescens impidió la memoria aún en retos homólogos 

(similares) y, lo más importante, fue que las larvas de tenebrio son capaces de generar 

resistencia contra retos homólogos M. anisopliae (Medina-Gómez et al. 2018a; apéndice 

3). En síntesis, se deduce que la capacidad para generar resistencia depende en gran 

medida de la virulencia del patógeno. 

 

La información anterior dio lugar a preguntarse qué tan específica era la respuesta 

memoria inmunitaria de tenebrios. Por lo cual, el objetivo de esta tesis fue describir y 

comparar el efecto de cuatro cepas del hongo entomopatógeno Metarhizium brunneum 

(GFP, 2NP1, 2NP5, y CAT que difieren entre sí por la inserción o eliminación de genes 

involucrados en la virulencia) sobre la supervivencia de Tenebrio molitor ante retos 

homólogos, es decir, dos retos consecutivos similares donde el primer reto se realiza con 

una dosis subletal de una cepa de referencia y el segundo reto con una dosis letal de una 

cepa muy similar; y heterólogos (diferentes), donde en el segundo reto se aplica una 

dosis letal de una cepa diferente. Así mismo, se evaluó la expresión del gen TmCactin 

(un péptido cuya función se asocia a la regulación de la transcripción de péptidos 

antimicrobianos como tenecinas, atacinas, defensinas y coleptericinas), la expresión de 

tenecina 1, y la expresión de tenecina 3. TmCactin participa en la vía de señalización 

Toll; la activación de esta vía desencadena la síntesis de diversos AMPs entre ellos 

tenecina 1 y tenecina 3. 

 

Los invertebrados poseen diversas y complejas estrategias para evitar las 

infecciones por parásitos y patógenos, por ello, a continuación, se expone el tema de 

defensa inmunitaria, incluyendo el sistema inmune innato, la respuesta inmunitaria en 
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vertebrados y finalmente, lo que se sabe de la memoria inmunitaria en invertebrados, 

particularmente, en el modelo de estudio de este trabajo, el escarabajo de la harina 

Tenebrio molitor. 
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ANTECEDENTES 

 

El sistema inmunitario en animales 

 

El sistema de defensa contra parásitos y patógenos comienza con las barreras no 

inmunitarias, por ejemplo, las medidas profilácticas de evasión (evitar consumir alimento 

que podría causar alguna infección), los hábitos higiénicos individuales y sociales como 

el acicalamiento (tanto propia, como de los conespecíficos) y mantenimiento (limpieza) 

del ámbito hogareño (Parker et al., 2011). Estas barreras ocurren tanto en vertebrados 

(Jansen, 1978), como en invertebrados; tal es el caso de las abejas que remueven pupas 

infestadas con Varroa jacobsoni (Spivak, 1996) y las hormigas Formica paralugubris 

incorporan trozos solidificados de resina al nido para evitar el crecimiento de hongos y 

bacterias que atenten contra la colonia (Castella et al., 2008). Se ha documentado 

también que diversas especies se protegen de los agentes infecciosos mediante la 

automedicación. Este método puede ser una medida profiláctica o un auxiliar para 

combatir a los patógenos durante la infección (de Roode et al., 2013). Este 

comportamiento es común entre vertebrados con altas capacidades cognitivas como 

primates y aves (Jansen, 1978), pero, no es exclusivo, pues diversas especies de 

insectos utilizan este mismo método (de Roode et al., 2013). La polilla Grammia 

incorrupta ingiere alcaloides pirrolizidínicos para combatir a los parasitoides del género 

Tachinidae y así incrementa su esperanza de vida (Singer et al., 2009). Esta protección 

puede ser transgeneracional como en la mariposa monarca (Dannaus plexipus), ya que 

las hembras infectadas depositan sus huevecillos sobre las hojas de Asclepias sp. que 

contienen cardenólidos (químico tóxico que ayuda a evitar la depredación) porque al 

eclosionar sus larvas se alimenten de las hojas, y esto les permite combatir la infección (de 
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Roode et al., 2008). 

 

Dentro de las barreras externas también está considerada la cutícula de los 

artrópodos, compuesta principalmente de quitina, lípidos e hidrocarburos. Ésta es una 

capa relativamente delgada pero muy resistente y flexible. Si rodea el cuerpo de los 

organismos se denomina exoesqueleto y cumple múltiples funciones, entre ellas proveer 

resistencia al cuerpo, resguardar los órganos internos, evitar la desecación y proteger al 

organismo de las infecciones (Moret y Moreau, 2012). La cutícula también recubre el tejido 

epitelial de los tractos digestivo, respiratorio y reproductivo al ser vías recurrentes de 

entrada de agentes infecciosos. Estas barreras tienen un carácter innato por lo que 

desde el punto de vista de algunos autores estas estrategias deben ser consideradas 

dentro del sistema inmunitario innato (Gallo y Hooper, 2012; Otti et al., 2014), al igual que 

los péptidos antimicrobianos y enzimas con actividad antibacteriana y lisozimas 

(Medzhitov y Janeway, 2000). Ciertamente, estas barreras disminuyen la probabilidad 

de infección, la carga parasitaria y la prevalencia de la infección (Parker, 2011; de Roode 

et al., 2011, 2013).  

 

Sistema inmunitario innato y de memoria 

 

Cuando un patógeno logra evadir los mecanismos profilácticos y atravesar la cutícula, se 

enfrenta a los mecanismos de defensa internos. En este sistema interno participan 

diversos tejidos, células e infinidad de moléculas para conseguir la homeostasis en el 

organismo y, por tanto, su salud (Lanz y Contreras-Garduño, 2018). 

 

Tradicionalmente, los ratones son el modelo más utilizado para estudiar el sistema 



10  

inmunitario para fines de investigación biomédica básica, la justificación es que hacer 

estudios in vivo en humanos es complicado y representan problemas éticos. Alrededor 

de 1980 se desarrollaron ratones “humanizados”, es decir, quimeras creadas mediante 

la incorporación de células o tejidos hematolinfoides humanos en ratones con 

inmunodeficiencia, con la finalidad de crear un ambiente casi idéntico al de un ser 

humano en el pequeño cuerpo de un ratón y lograr la interacción exitosa entre los tejidos 

y los agentes infecciosos de interés (Brehm et al., 2014). Esto ha permitido tener una 

descripción más acertada de los mecanismos subyacentes para entender la inmunidad, 

además, posibilita su aplicación clínica (Legrand et al., 2006) y, al mismo tiempo, permite 

tener una idea más clara del funcionamiento de este sistema en vertebrados. Dado que 

el parasitismo tiene un impacto en la adecuación (supervivencia y reproducción) 

de los organismos, es posible comparar y contrastar esta maquinaria con respecto a la 

de otros grupos taxonómicos, como las plantas y los invertebrados. 

 

En general, tanto en vertebrados como en invertebrados el sistema inmunitario 

funciona gracias a su habilidad para diferenciar células propias sanas de células 

dañadas; lo “propio” de lo “no propio” (Söderhäll, 2010) y algo aún más increíble, es su 

capacidad de discernir entre agentes infecciosos y no infecciosos y responder 

oportunamente con la respuesta adecuada (Medzhitov y Janeway, 2000). Este sistema 

se integra de dos tipos de respuesta: (a) innata, que es la primera línea de defensa y se 

caracteriza por ser una respuesta rápida, no específica y mediada por células que 

fagocitan y encapsulan al agente invasor (Gourbal et al., 2018), además de activar la 

alerta para poner en marcha el segundo mecanismo que es la (b) respuesta adaptativa 

(específica de vertebrados). Esta respuesta requiere un estímulo para ser activada y 

posee memoria; un rasgo evolutivo que beneficia la permanencia de las especies a lo 
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largo de la historia evolutiva (Gourbal et al., 2018). 

 

Sistema inmunitario en invertebrados 

 

Los invertebrados, al igual que los vertebrados, poseen respuesta innata constituida por 

mecanismos celulares y humorales. Ambos taxa dependen de manera importante de las 

células sanguíneas para la defensa innata. Los invertebrados cuentan con células 

llamadas hemocitos, análogas a los macrófagos y monocitos de los vertebrados que 

cumplen funciones similares. Los más comunes son: prohemocitos, granulocitos, 

plasmatocitos, esferulocitos y oenocitos (Lavine y Strand, 2002), que reconocen, 

fagocitan, nodulan o encapsular agentes extraños, o reparan heridas (Siva-Jothy et al., 

2005). Aunado a esto, la presencia constitutiva de fenoloxidasa (PO) permite la 

melanización y la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) o de nitrógeno que 

dañan las proteínas, las membranas y el DNA de los microbios y que junto con las 

lisoenzimas que participan en la lisis de las células infecciosas, componen la línea de 

defensa de los invertebrados. 

 

A pesar de que los patógenos son antigénicamente muy variables, es posible 

detectarlos a nivel molecular mediante los receptores extracelulares de reconocimiento 

de patrones (PRRs por sus siglas en inglés) que interactúan con moléculas estructurales 

altamente conservadas llamadas PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Pattern), que 

activan las vías de señalización celular para que pueda llevarse a cabo una respuesta 

inmunitaria contra los enemigos involucrados. Cada tipo de patógeno posee PAMPs 

asociados a un grupo taxonómico en particular. Estos PAMPs son reconocidos por el 

hospedero mediante moléculas específicas: las bacterias Gram-positivas tienen PAMPs 
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de tipo peptidoglicanos (PGs), las bacterias Gram-negativas tienen PAMPs de tipo 

lipopolisacaridos (LPSs) y los hongos tienen β-1,3 glucanos. Los PRRs responsables de 

reconocer PGs son la PGRP-SA (Peptidoglycan recognition protein-SA), mientras que 

GNBP1 (Gram-negative binding protein 1) reconoce los LPSs con los LRPs (LPS 

recognition protein) y finalmente, los β-1,3 glucanos de los hongos son reconocidos por 

GNBP3 (Gram-negative binding protein 3). Cada tipo de PAMP activa una vía de 

señalización en particular que amplifica la respuesta (Park et al., 2010). 

 

Se han descrito diversas vías de señalización que se activan dependiendo de 

diferentes factores como el tipo de patógeno, y la más estudiada es la vía Toll (que 

significa fantástico en alemán. Figura 1), que debe su nombre a la proteína receptora 

transmembranal Toll que no es de tipo PRR, pero se activa después del reconocimiento 

de bacterias Gram-positivas y hongos por medio de las PGRPs y GNBPs (Park et al., 

2010). Estos PRRs activan la cascada de la serin proteasas en el cuerpo graso, y a su 

vez, activan la proteína Spätzle que sirve como ligando para el receptor Toll que está 

unido a un complejo enzimático Myd88, que promueve la activación de kinasas. Las 

kinasas desencadenan una cascada de señalización intracelular que resultan en la 

activación de los factores de transcripción Dorsal y Dif que pertenecen a la familia de los 

NF-kB, que se translocan en el núcleo para transcribir genes específicos que codifican 

para péptidos antimicrobianos (Lamaitre y Hoffmann, 2007). Los factores de 

transcripción Dif y Dorsal tienen un IkB homólogo llamado Cactus que modula 

negativamente la activación de la vía Toll (Matova y Anderson, 2006).  

 

Existe otra vía de señalización llamada “vía de inmunodeficiencia” (Imd) que se 

activa al detectar los lipopolisacáridos de una bacteria Gram-negativa por el receptor 
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PGRP-LC. A través de esta interacción se recluta el adaptador intracelular Imd (Lamaitre 

y Hoffmann, 2007); la señal producida provoca la escisión de Relish cuyo dominio Rel se 

transloca al núcleo promoviendo la transcripción de AMPs como diptericina (Tsakas y 

Marmaras 2010). Por otro lado, la vía JAK/STAT, nombrada así por las proteínas Janus 

Kinasa y el factor de transcripción STAT se activa cuando los hemocitos encuentran una 

bacteria y estos producen UPD3 que es un ligando para la proteína Domeless. Al activar 

esta vía se acumulan moléculas STAT en el núcleo y comienza la transcripción genética 

(Lamaitre y Hoffmann, 2007). 

 

Figura 1. Vía de señalización Toll de Tenebrio molitor 

activada por bacterias Gram-positivas y hongos. Los 

peptidoglicanos tipo-lisina (PG tipo-lys) de la pared celular de 

las bacterias Gram-positivas son reconocidos por el PRR 

extracelular PGRP-SA, una vez formado el complejo se 

recluta al receptor GNBP1. Por otro lado, los β-1,3 glucanos 

de la pared celular de los hongos son identificados por el 

receptor GNBP3. Cualquiera de estos complejos activa la 

serin proteasa modular (MSP), esta a su vez activa la 

proteasa SAE (SPE-activating enzime) que hidroliza a SPE 

(Spätzle procesing enzime) y finalmente ocasiona la 

activación de la proteína Pro-Spätzle permitiendo su 

interacción con el receptor Toll para inducir la síntesis de 

AMPs. Modificado de Park et al. (2010). 

 

Los péptidos antimicrobianos son producidos en el tejido graso y en algunos 

hemocitos, su función principal es defender al organismo mediante la interacción directa 

con los patógenos (Johnston et al., 2014). En Drosophila melanogaster se han descrito 

diversos AMPs que se agrupan de acuerdo a su objetivo: los AMPs que actúan en contra 
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de las bacterias Gram-positivas, se denominan defensinas; las que atacan a bacterias 

Gram-negativas son diptericinas, colóptericinas, atacinas, cecropinas y drosomicinas; 

las drosomicinas también actúan contra los hongos. En los últimos 30 años se han 

descrito en T. molitor AMPs homólogos a los de D. melanogaster y otros dípteros, cuyos 

objetivos abarcan a los tres grupos (bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y 

hongos). La tenecina 1 es homóloga a la sapecina (encontrada en Sarcophaga 

peregrina) que ataca bacterias Gram-positivas y hongos (Moon et al., 1994); la tenecina 

2, llamada inicialmente coleoptericina por su similitud con la coleoptericina en D. 

melanogaster, se activa en presencia de bacterias Gram-negativas (Roh et al., 2009); 

tenecina 3 es un péptido constitutivo que protege al organismo de los hongos (Lee et al., 

1996) y finalmente, la tenecina 4 es similar a las atacinas contra Gram-negativas (Chae 

et al., 2012). 

 

Jo et al. (2017) identificaron un péptido responsable de regular la expresión de 7 

péptidos antimicorbianos en T. molitor: TmCactín es homólogo a Cactin de D. 

melanogaster y es clave para que se lleve a cabo la transcripción de genes específicos 

de AMPs como tenecinas, defensinas, coleoptericinas y atacinas (ver figura 2). Jo et al. 

(2017) observaron que TmCactin se activa a partir de las tres horas post infección en retos 

con bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus y Listeria monocitogenes), Gram-

negativas (Escherichia coli) y hongos (Candida albicans). Posteriormente, mediante la 

utilización de RNAi observaron que se reduce significativamente la expresión de genes 

que codifican para AMPs como tenecina 1, tenecina 4, defensina 1, defensina 2, 

coleoptericina 1, coleoptericina 2 y atacina 1b ante retos con bacterias como E. coli 

(Gram-negativa) y Staphilococcus aureus (Gram- positiva) pero no contra la bacteria L. 

monocitogenes y la levadura C. albicans. Estos resultados no descartan la posibilidad 
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de una regulación positiva de estos mismos péptidos durante la defensa contra otro tipo 

de hongos. Por otro lado, el RNAi no tuvo efecto contra tenecina 2, tenecina 3 y atacina 

1b. Dado que no encontraron función inductora durante un ataque contra C. albicans 

descartaron la evaluación de péptidos. Además, en este trabajo únicamente evalúan la 

respuesta inmunitaria después de un primer reto, es decir no se evaluó la expresión de 

péptidos ante un segundo reto homólogo. 

 

 

 

Figura 2. Vía de señalización Toll y el papel de TmCactin como inductor. (A) La interacción entre TmCactin y 

Cactus en el citosol permite la activación de genes de AMPs. (B) La inhibición de TmCactin evita que los factores de 

transcripción Dif y Dorsal entren al núcleo, impidiendo la producción de AMPs. Tomado de Jo et al. (2017) y 

modificado. 

 

Memoria inmunitaria en invertebrados 

 

Uno de los problemas que enfrentan los que los organismos es reconocer la diversidad 

de patógenos que los atacan. Estos patógenos son molecularmente variables y por ello, 
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en los hospederos vertebrados, también existe una gran diversidad de moléculas que 

reconocen específicamente a sus enemigos (Pancer y Cooper, 2006). Dada la creciente 

evidencia, ahora se sabe que tanto las plantas como los invertebrados tienen un 

componente de memoria en el sistema inmune innato, dotado de especificidad, pero 

dado que estos dos grupos difieren de vertebrados a nivel de mecanismos y tejidos, en 

plantas se denomina “resistencia sistémica adquirida” (SAR) (Reimer-Michalski y 

Conrath, 2016) y en invertebrados “memoria inmunitaria”, “preparación inmunitaria” o 

“immune priming” (Kurtz y Franz, 2003). Este último se ha observado en diversas 

especies de crustáceos (Hauton et al., 2007; Kurtz y Franz, 2003; Ng et al., 2014; 

Witteveldt et al., 2004), insectos (Christofi y Apidianakis, 2013; Contreras-Garduño et al., 

2014; Contreras-Garduño et al., 2015; Faulhaber y Karp, 1992; Futo et al., 2016; Gálvez 

y Chapuisat, 2014; Garbut et al., 2014; Lin et al., 2013; Miyashita et al., 2014; Moreno-

García et al., 2014; Pham et al., 2007; Ramirez et al., 2015; Rodrigues et al., 2010; 

Rosengaus et al., 2013; Roth et al., 2009; Sadd y Schmid-Hempel, 2006; Shi et al., 2014; 

Tidbury et al., 2010; Wu et al., 2015; Zhao et al., 2013) y bivalvos (Cong et al., 2008, 

Zhang et al., 2014). 

 

La preparación inmunitaria o memoria de la inmunidad inmunitaria innata se define 

como la capacidad para generar una respuesta inmune más vigorosa en el segundo 

encuentro con el mismo patógeno y que confiere protección contra microbios de la 

misma índole, en términos de supervivencia (Rimer et al., 2014; Contreras-Garduño et 

al., 2016). La memoria innata fue demostrada por primera vez por Kurtz y Franz en 2003 

en el copépodo Macrocyclops albidus. Estos investigadores desarrollaron 24 grupos del 

cestodo Schistocephalus solidus (parásito natural del copépodo) con diferentes 

características antigénicas, unos más parecidos entre sí que otros. Inicialmente 
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indujeron una primera infección con tres larvas de céstodo en cada copépodo, tres días 

después se expuso a cada individuo a otros tres cestodos, ya sea, de un grupo hermano 

relacionado al del primer reto o de un grupo hermano menos relacionado. En síntesis, 

encontraron que los copépodos expuestos consecutivamente a cepas antigénicamente 

semejantes tuvieron un porcentaje de infección e intensidad de infección más bajo que 

aquellos expuestos a cepas antigénicamente diferentes, es decir, que el sistema inmune 

innato fue capaz de discernir entre patógenos con diferente grado de similitud (Kurtz y 

Franz, 2003; Dhinaut et al., 2017). Posteriormente, Roth y Kurtz (2009) demostraron en 

Tribolium castaneum que la especificidad puede darse contra bacterias a nivel de cepa, 

sin embargo, la diversidad de bacterias con la cual es capaz de generar resistencia es 

limitada, ya que hubo mejor respuesta contra los enemigos naturales (Bacillus 

thuringiensis) que contra bacterias que no infectan insectos (Escherichia coli). También 

se ha observado la especificidad en abejorros obreros de Bombus terrestris contra la 

bacteria Gram-negativa Pseudomonas fluorescens y las bacterias Gram-positivas 

Paenibacillus alvei y P. larvae. En dicho estudio se llegó a la conclusión de que un primer 

reto, semejante al segundo (homólogo), confiere una mejor protección que cuando 

ambos retos son diferentes (heterólogos) (Sadd y Schmid-Hempel, 2006). Por otra parte, 

esta especificidad únicamente ha sido evaluada utilizando diferentes especies de 

bacterias o diferentes patógenos (bacterias Gram-positivas, bacterias Gram-negativas y 

hongos) como primer reto para inducir memoria inmunitaria contra cualquiera de las 

mismas, sin controlar por especie de patógeno (Dhinaut et al., 2017). Medina-Gómez et 

al. (2018), evaluaron la eficacia de la respuesta ante retos homólogos y heterólogos con 

respecto a diferentes patógenos, utilizaron Bacillus thuringiensis, Serratia marcescens y 

Metarhizium brunneum. Sus resultados sugieren que el tipo de patógeno, por sí mismo, 

tiene un impacto sobre la capacidad de generar resistencia. Es por ello que para lograr 
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una evaluación mucho más minuciosa de la especificidad es necesario controlar la 

especie de patógeno, pero con distinto grado de virulencia para poder describir qué tan 

eficiente es la memoria inmunitaria. 

 

Modelo de estudio 

 

Recientemente se han usado tenebriónidos como modelos de estudio para establecer 

las bases ecológicas y evolutivas de la memoria innata debido a que son insectos que 

poseen características evolutivas altamente conservadas. T. molitor es una especie 

cosmopolita cuyo estilo de vida se caracteriza por tener generaciones que coinciden en 

espacio y tiempo, es decir, se desarrollan en condiciones de alta densidad poblacional 

que junto con su baja movilidad dentro del hábitat, favorecen la propagación de 

infecciones. Dentro de las barreras no inmunitarias se ha reportado que T. molitor exhibe 

un comportamiento evasivo ante alimento (Shea, 2010) y parejas infectadas (Rantala et 

al. 2002), además de que la esclerotización y la melanización de la cutícula es 

fundamental para resistir infecciones por patógenos como Metarhizium anisopliae 

(Barnes y Siva-Jothy, 2000). Al ser una especie colonial presenta profilaxis dependiente 

de la densidad (DDP), lo cual permite a los individuos responder eficientemente ante 

patógenos recurrentes (Wilson y Reeson, 1998). 

 

Las barreras inmunitarias de T. molitor, como en muchos invertebrados están 

basadas en un sistema innato de reconocimiento y efector (PRRs, AMPs, hemocitos). 

Después de que los PRRs reconocen a un invasor se activa la respuesta humoral 

intensamente dentro de las primeras 48 horas (Johnston et al. 2014) incluyendo la 

cascada de profenoloxidasa (proPO) y las vías de señalización Toll e IMD que inducen 
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la producción de péptidos antimicrobianos. Estos péptidos se encargan de atenuar o 

eliminar al agresor. La actividad de las moléculas efectoras dura hasta 10 días y cesa a 

niveles basales, después de este evento el insecto es capaz de sobrevivir a una segunda 

infección con el mismo patógeno gracias a la respuesta bifásica propia de la memoria 

inmunitaria (Faulhaber y Karp, 1992; Kurtz, 2005; Contreras-Garduño et al., 2015). En 

un estudio del grupo de Yannick Moret se puso a prueba la especificidad de la memoria 

en adultos de tenebrio utilizando cuatro bacterias; dos bacterias Gram-positivas: 

Staphylococcus aureus (no entomopatógena) y Bacillus thurigiensis (entomopatógena) y 

dos bacterias Gram-negativas: Escherichia coli (no entomopatógena) y Serratia 

entomophila (entomopatógena). En este experimento se establecieron cinco grupos, 

cada uno con una cepa diferente mediante inyecciones de 5μL de una suspensión salina 

de fosfatos (PBS) de bacterias inactivadas. Veinte días después, cada grupo se dividió 

equitativamente en cuatro grupos para colocar un segundo reto con cada una de las 

cepas de interés, y así tener todas las combinaciones posibles. Los resultados 

evidenciaron la capacidad de tenebrio para generar resistencia de acuerdo al 

tratamiento, siendo más efectiva la protección al interactuar previamente con B. 

thuringiensis (bacteria Gram-positiva), comparado con el efecto de S. entomophila en 

términos de supervivencia. Finalmente, en otro trabajo de Medina-Gómez et al. (2018b) 

también se evaluó la especificidad. Larvas de Tenebrio molitor fueron sometidas a retos 

homólogos y heterólogos utilizando cepas diferentes del hongo Metarhizium anisopliae; 

una cepa virulenta que sobre expresa catalasa (CAT) y una cepa menos virulenta (Ma10). 

En dicho trabajo se demostró que la memoria variaba no solamente entre especies de 

patógenos, sino también, dentro de cepas de M. anisopliae que variaban en virulencia. 

Sin embargo, este trabajo no incluyó una cepa control menos virulenta, ni se registró la 

respuesta inmunitaria.  
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La memoria inmunitaria se ha demostrado numerosas veces en Tenebrio, sin 

embargo, aún faltan saber si es específica a nivel de cepa, y cómo es la respuesta 

inmunitaria. Tenebrio molitor es un buen modelo de estudio porque se ha descrito su 

respuesta inmunitaria humoral (Haine et al., 2008; Cerenius et al., 2010; Johnston et al., 

2014) y la capacidad para generar resistencia contra M. anisopliae (Medina-Gómez et 

al., 2018a). Por lo tanto, el tema de mi tesis fue analizar si la especificidad de memoria 

en Tenebrio molitor es a nivel de cepa y conocer la expresión de péptidos 

antimicrobianos Tenecina 1 y 3 y su inductor TmCactin. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar si la memoria inmunitaria en larvas de Tenebrio molitor es específica contra 

diferentes cepas del hongo entomopatógeno Metarhizium brunneum. 

 
 

Objetivos particulares 

 
 

a) Evaluar la capacidad de las larvas de Tenebrio para generar resistencia contra las 

diferentes cepas de M. brunneum. 

 
 

b) Analizar la protección de Tenebrio contra las diferentes cepas de M. brunneum 

mediante la expresión de tenecinas 1 y 3, así como de el inductor TmCactin de 

acuerdo con el tratamiento.      
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HIPÓTESIS 

 

La memoria inmunitaria será específica ante retos homólogos lo cual favorecerá la 

supervivencia y la respuesta inmunitaria a nivel de moléculas efectoras. 

 

Tenecina 1 y TmCactin se expresarán más contra retos homólogos del patógeno a 

diferencia de tenecina 3 que actuará indistintamente. 

 

En el tratamiento con la cepa virulenta, a diferencia de la no virulenta, habrá menor 

supervivencia y respuesta inmunitaria. 

 

La cepa virulenta evitará el establecimiento de la memoria evitando la expresión de 

cualquier péptido. 
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MATERIALES Y MÉTODO 

 

Larvas de Tenebrio molitor 

 

Los experimentos se efectuaron en larvas de 1.5 a 1.7cm que corresponden al instar 10 

u 11 de desarrollo (Park et al., 2013). Dichas larvas provienen del insectario Maria Sibylla 

Merian de la Escuela Nacional de Estudios Superiores, Unidad Morelia. Estas fueron 

criadas a una temperatura de 26 ± 0.5°C en oscuridad y alimentadas ad libitum con harina 

de maíz y salvado de trigo (1:1), así como con cuadritos de manzana cada tercer día 

(Castro-Vargas et al., 2017). El alimento fue esterilizado a 125 ± 2°C durante 15 minutos 

para eliminar microorganismos que pudieran estar presentes al momento de ser ingerido 

por las larvas y así evitar cualquier posible infección por algún otro patógeno que pueda 

influir o sesgar los resultados (Castro-Vargas et al., 2017). 

 
 

 

 

Figura 3. Fotografías de una larva sana y dos infectadas con Metarhizium brunneum. A) Larva sana de Tenebrio 

molitor de 10° u 11° instar de desarrollo. B) y C) Larvas en cámaras húmedas infectadas con la cepa Cherry de 

Metarhizium brunneum diez días post infección. 

 

 

 

A B  
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Cepas de Metarhizium brunneum 

 

Las cepas de M. brunneum fueron proporcionadas por el Laboratorio de Genética 

Molecular de Hongos del Departamento de Biología de la División de Ciencias Exactas 

del Campus Guanajuato de la Universidad de Guanajuato (UG), ya que, fue necesario 

utilizar cepas genéticamente modificadas para obtener diferentes grados de virulencia. 

Las cepas se prepararon con Tween al 0.01% (Tween-PBS) como medio para disociar 

las conidias y se realizaron diluciones seriadas para las concentraciones deseadas (para 

los detalles de las diluciones ver Apéndice 1). Las cepas fueron: Cherry (expresa un 

marcador fluorescente rojo), GFP (expresa la proteína verde fluorescente), CAT 

(sobreexpresa catalasa), 2NP1 (carece del gen 2NP1 involucrado en la infección), 2NP5 

(posee eliminación del gen 2NP5 involucrado en la infección). La cepa Cherry y la cepa 

GFP son homólogas, es decir, estructuralmente similares, pero se diferencian entre sí por 

el marcador fluorescente que posee cada uno: rojo la cepa Cherry y verde la cepa GFP, 

dichos marcadores no afectan la virulencia (Castro-Vargas et al., 2017). 

 

Se realizaron al menos dos réplicas independientes por cada experimento, los 

cuales consistieron en tomar larvas de la misma edad, pero de diferentes cohortes (para 

tener variabilidad genética) de la colonia general de tenebrios. Cada réplica recibió todos 

los retos inmunitarios (Figura 5). Estos retos constaron en inyecciones en la membrana 

cuticular del surco anterolateral izquierdo, entre el 6° y 7° segmento abdominal, con 

diferentes concentraciones de conidias de M. brunneum y el solvente en el cual el hongo 

fue diluido como control. Finalmente, una vez inyectadas las larvas fueron colocadas 

individualmente en cajas Corning de 12 pozos con alimento estéril (ver Figura 4) y 

diariamente se examinó la supervivencia durante 10 días (Castro-Vargas et al., 2017, 
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Medina-Gómez et al., 2018a, 2018b). Cada larva que sucumbió ante la infección fue 

colocada en una cámara húmeda para corroborar la muerte por el hongo (ver Figura 3). 

 

Para evaluar la virulencia de cada una de las cepas mutantes se llevó a cabo un 

experimento en el cual 150 larvas fueron inyectadas con 1µL de una dosis subletal (5 

conidias/µL) de los diferentes tratamientos (30 larvas por cepa), junto con un grupo 

control al que sólo se le inyectó Tween 0.01% (n = 30) y un grupo de manipulación (N = 

210). Se registró la supervivencia 10 días después de la inyección (ver Figura 5). 

Posteriormente, se realizó un experimento similar, pero utilizando diferentes 

concentraciones de las cepas (5, 50, 100, 150, 200 y únicamente de 400 y 600 para la 

cepa 2NP1; ver Apéndice 2, Figura 12). Esto se realizó para establecer las dosis-

respuesta y así determinar las dosis letales (100%) y subletales (20-30%). 

 

Para probar la memoria inmunitaria con la cepa GFP se realizó una primera 

inyección en 25 larvas de tenebrio con una dosis subletal (DL20-30, 5 conidias/µL) de la 

cepa Cherry, transcurridos 10 días se inoculó con una dosis letal (DL100, 200 

conidias/µL) de la cepa GFP. Este mismo procedimiento se siguió para cada una de las 

cepas, así, la memoria con la cepa 2NP1 se puso a prueba inyectando como primer reto 

1 µL (DL20-30) de la cepa Cherry y posteriormente a los 10 días una dosis letal de la cepa 

de interés (GFP, 2NP1, 2NP5, CAT). Un grupo control fue necesario en este experimento, 

el cual consistió en inyectar 1 µL de Tween 0.01% (Tween-PBS) como primer reto, para 

asegurar que la dilución de Tween 0.01% por sí misma no contribuyera a la formación de 

la memoria, y posteriormente, en el segundo reto se utilizó cada una de las cepas con un 

tamaño de muestra de 25 individuos por tratamiento. Finalmente se agregó un grupo 

control de manipulación para poder realizar las comparaciones correspondientes y tener 
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un tamaño de muestra total de 250 larvas (ver Figura 5). 

 

 

Figura 4. Cajas Corning de experimentación. Cajas de 12 pozos con una larva por pozo y alimento estéril. A la 

izquierda el grupo control de inyección Tween 0.01% y a la derecha el grupo de experimentación Cherry con primera 

dosis subletal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema del método con los diferentes grupos experimentales desde el primer reto (día 1) hasta las 

disecciones (día 21). Tween-Tween, Tween-GFP, Tween-2NP1, Tween-2NP5, Tween-CAT; este grupo control SIN 

MEMORIA (n = 125) tiene como primer reto únicamente inyectar Tween 0.01% y como segundo reto las cepas de 

interés (n = 25 por cepa). El segundo grupo (DE MEMORIA n = 100) está compuesto por: Cherry-GFP, Cherry-2NP1, 

Cherry-2NP5, Cherry-CAT. Todos se inyectaron con una dosis subletal (LD20) de Cherry y el segundo reto con las 

cepas diferencial (n = 25 por cepa). El tercer grupo fue control de manipulación (n = 25). El segundo reto se realizó a 

los 10 días posteriores al primer reto con cada una de las cepas mutantes (GFP, 2NP1, 2NP5 y CAT). 
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Para evaluar la especificidad en la interacción hongo-coleóptero en términos 

moleculares, se cuantificaron tres péptidos que podrían estar involucrados en la 

especificidad. Tenecina 1 fue purificado y caracterizado por Moon et al. (1994) a partir 

de hemolinfa de larvas de Tenebrio molitor, cuya actividad antimicrobiana fue probada 

contra diferentes especies de bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y hongos, dando 

como resultado una actividad más efectiva contra Gram-positivas y hongos. Esta 

tenecina pertenece a las defensas inducibles y se produce como consecuencia de la 

activación de la vía Toll. También se registró la expresión de tenecina 3, que al igual que 

la tenecina 1, elimina hongos, sin embargo, este pertenece a las defensas constitutivas. 

Además de medir moléculas de ataque, se registró un péptido encargado de regular la 

expresión de AMPs: TmCactin. Para evaluar la expresión de tenecinas 1 y 3 y el inductor 

TmCactin se realizó un experimento de memoria muy parecido al anterior (figura 5) pero 

en este caso sólo se analizaron los tratamientos con las cepas GFP, 2NP5 y CAT (GFP, 

2NP5, CAT, Tween-GFP, Tween-2NP5, Tween-CAT, Cherry-GFP, Cherry-2NP5 y 

Cherry-CAT) y ambos controles, Tween-Tween y manipulación (N = 33) y se procedió a 

hacer la extracción de RNA. 

 

Extracción de RNA 

 

Las disecciones se llevaron a cabo 24 horas después del segundo reto (ver figura 5). Se 

utilizaron diez larvas por tratamiento teniendo un total de 100 muestras (dos réplicas); se 

extrajo el tubo digestivo de las larvas para evitar cualquier posible contaminación del 

tejido graso con bacterias u otros microorganismos y se desprendió el tejido lipídico de 

la cutícula con cuidado con la ayuda de un microscopio estereoscópico. Las muestras 

obtenidas fueron colocadas en tubos eppendorf de 1.5mL con 500µL de la muestra y 
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fueron congeladas a -70°C. En el Instituto Nacional de Salud Pública se llevó a cabo la 

técnica de extracción de RNA con TRIzol®. Después de colocar el tejido graso en 500 

µL de TRIzol®, se maceró la muestra con un pistilo a 4°C. Posteriormente, se dejó 

incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después, el material genético fue 

precipitado con 100 µL de Cloroformo a 4°C (en proporción 1:5); se mezcló nuevamente 

en un VORTEX durante unos cuantos segundos y se dejó incubar 5 minutos a 

temperatura ambiente. Pasado este tiempo se colocó en una centrífuga con control de 

temperatura a 12,500 rpm a 4°C durante 15 minutos para separar el material genético de 

proteínas, lípidos y DNA presentes en las muestras. 

 

Se tomaron aproximadamente 200µL del sobrenadante que contenía el RNA y se 

colocó en un tubo nuevo rotulado adecuadamente; a este nuevo tubo se le agregaron 

también 400µL de isopropanol (en proporción 2:1), se mezcló suavemente y se colocó a 

-20°C durante 1 hora para acelerar la precipitación. Una hora después, se colocaron las 

muestras en la centrífuga a 12,500 rpm durante 10 minutos a 4°C. Dado que el templado 

de RNA se encuentra precipitado en el fondo del tubo, se decantó el sobrenadante con 

isopropanol y se hicieron dos lavados con 500µL de Etanol al 70% en cada ocasión, 

agitando en VORTEX unos segundos y centrifugando a velocidad máxima (13,000rpm) 

durante 5 minutos, para obtener el templado de RNA lo más puro posible. Después de 

ambos lavados, se colocaron los tubos destapados boca abajo en papel absorbente 

previamente esterilizado con luz UV para evitar contaminación. Una vez seco, se 

resuspendió en 20µL de agua inyectable y se almacenó a -20°C. 
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Obtención de cDNA 

 

Primero, se analizó la pureza del templado de RNA en un NanoDrop que es un 

espectrofotómetro compacto de ultravioleta visible que mide rápidamente la pureza de 

proteínas, DNA o RNA con tan solo una micromuestra. Los valores obtenidos fueron 

utilizados para diluir cada muestra a 500 ng/µL y proceder con la síntesis del cDNA. Cada 

muestra se colocó en un tubo nuevo rotulado, con la cantidad correspondiente a 500 

ng/µL, 0.5µL de DNasa, 0.8µL de BufferDNasa aforado a 8µL con agua DEPC. 

Adicionado ya todo lo necesario se colocaron los tubos en un termociclador BioRad a 

37°C por 50 minutos, se agregaron 0.5µL de EDTA 50nM y se introdujo de nuevo en el 

termociclador para incubar a 65°C por 10 minutos. 

 

RT-PCR tiempo real 

 

Posteriormente, en otro juego de tubos pequeños para termociclador BioRad se vertieron 

5 µL de agua DEPC, 0.5µL de hexámeros, 1µL de dNTP’s y al final 8.5µL de la muestra, y 

para tener un volumen total final de 15µL. Dicha mezcla se incubó a 65°C durante 5 

minutos y se le adicionó 4µL de Buffer RT 5x (Thermo Scientific), 0.5µL de Inhibidor de 

RNasa RiboLock (Thermo Scientific) y RevertAid Trascriptasa Reversa (Thermo 

Scientific). De nuevo se colocaron las muestras en el termociclador y se configuró para 

que incubara a 25°C por 10 minutos, 50°C por 30 minutos y 85°C por 15 minutos. Una 

vez terminado el ciclo se almacenaron las muestras a una temperatura de -20°C. 

 

Para realizar el RT-PCR fue necesario diluir con anticipación los oligonucleótidos 

a 10nM. Estos fueron solicitados al Instituto de Biotecnología de UNAM y sus respectivas 
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concentraciones se encontraban en la ficha técnica que proporciona el Instituto en una 

base de datos disponible en línea en http://www.ibt.unam.mx/sintesis/busquedas.html. 

 

Se utilizaron cuatro genes: TmCactin que corresponde al inductor de AMPs, 

tenecina 1 y tenecina 3 que tienen actividad antifúngica y, el gen endógeno RPL27 que 

corresponde a la proteína ribosomal 60S (ver Tabla 1) el cual fue utilizado como control 

interno por ser un gen de expresión constitutiva. 

 

Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados para la cuantificación de la expresión de 

péptidos (Tenecina 1, Tenecina 3, TmCactin y el gen endógeno RPL27). *Todas las 

secuencias fueron tomadas de NCBI Genbank y son específicas de Tenebrio molitor. 

 

Primer Secuencia Fuente 

TmCactin-Fw 5'-AAGCGGCGCAATTTGAAGAG-3' Jo et al., 2017 

TmCactin-Rv 5'-TCCGCGCTTATGTATTTCGC-3' Jo et al., 2017 

Tenecina 1-Fw 5'-GGAAGCGGCAACAGCTGAAGAAAT-3' Moon et al., 1994 

Tenecina 1-Rv 5'-AACGCAGACCCTCTTTCCGTTACA-3' Moon et al., 1994 

Tenecina 3-Fw 5'-GCGCATCCTCTGGGTGGTCACCAAACCG-3' Lee et al., 1996 

Tenecina 3-Rv 5'-GCGGATCCAGGTCCATGCTGCCCGTGTT-3' Lee et al., 1996 

RPL27-Fw 5'-TCATCCTGAAGGCAAAGCTCCAGT-3' En Chae et al., 2012 

RPL27-Rv 5'-AGGTTGGTTAGGCAGGCACCTTTA-3' En Chae et al., 2012 

 
 
 

Debido a que se utilizaron cuatro oligonucleótidos, fue necesario cuadruplicar los 

tubos de RT-PCR para llevar a cabo las reacciones de cada muestra, así, el número total 

de tubos aumentó a 120. Para cada péptido (TmCactin, Tenecina 1, Tenecina 3 y RPL27) 

se realizó una mezcla que contenía 5µL de SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X), 

0.4µL de la secuencia forward, 0.4µL de la secuencia reverse, 3.2µL agua libre de RNasas 

y 1µL de cDNA para tener un volumen total de 10µL para cada una de las muestras y se 

http://www.ibt.unam.mx/sintesis/busquedas.html
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centrifugaron. Se introdujeron las muestras en un Bio-Rad CFX96 Real Time PCR y se 

programó de la siguiente manera: 95°C durante 2 minutos; 95°C por 0.05 minutos; 60°C 

por 30 segundos; se repitieron las últimas dos temperaturas 39 veces, posteriormente 

aumentó la temperatura de nuevo a 95°C por 5 segundos; bajó a 65°C otros 5 segundos 

y finalizó a 95°C. 

 

Análisis de supervivencia 

 

Los análisis de supervivencia fueron realizados con Graphpad Prism6. Se utilizó la 

prueba Log-rank para evaluar si existen diferencias significativas entre los tratamientos 

(ver tablas 2, 3 4 y 5). Se construyó una base de datos en la cual la primera columna 

corresponde al tiempo, de la segunda en adelante los tratamientos; las celdas de la 

columna de tiempo se llenaron con la cantidad de días evaluados repitiendo cada número 

las veces que un evento tomó lugar, es decir, si para el día 3 habían muerto 5 larvas, se 

repetía el número 3 cinco veces y se colocó un cero 5 casillas correspondientes a la 

columna del tratamiento en cuestión. Este programa se utilizó para realizar los gráficos 

Kaplan-Meier de supervivencia (ver figuras 6, 7 y Apéndice 2) y las gráficas de barras del 

análisis de expresión de péptidos antimicrobianos y TmCactin. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Las variaciones poblacionales en la capacidad del sistema inmunitario de los hospederos 

son determinantes en la supervivencia (Schmid-Hempel, 2009). Sin embargo, los 

parásitos y patógenos no son agentes pasivos y son capaces de mantener una relación 

cercana y duradera con sus hospederos gracias a su capacidad para adaptarse 

rápidamente a las nuevas defensas del hospedero (Schmid- Hempel y Ebert, 2003). 

Frecuentemente se seleccionan mecanismos de evasión inmunológica y el resultado 

puede ser alguna modificación en la virulencia (Schmid- Hempel, 2008b). La virulencia 

depende de diversos factores y la capacidad para causar daño y reducir la adecuación 

del hospedero depende de la susceptibilidad de este último dada la naturaleza de la 

interacción (Casadevall y Pirofski, 2001). Los factores de virulencia son componentes 

genéticos de los patógenos que incluyen moléculas esenciales para la viabilidad que al 

mismo tiempo facilitan la infección, lo que contribuye a la patogenicidad (Casadevall y 

Pirofski, 1999). Es así que, los estudios de sistema inmunitario deben dar la misma 

importancia a la virulencia y a la respuesta inmunitaria. M. brunneum posee 

adaptaciones que le permiten ser saprobio o entomopatógeno. En el primer caso, hay un 

incremento en la expresión de genes relacionados con el crecimiento, el metabolismo de 

carbohidratos y lípidos, la reorganización de la pared celular, y la señalización al llegar a 

la hemolinfa. Cuando se desarrolla como entomopatógeno hay mayor expresión de 

proteasas y β-glucosidasas (Wang et al., 2005). Es decir, que el cambio en el ambiente 

podría resultar en una ventaja para su adecuación. Respecto a la virulencia de M. 

brunneum contra insectos, se logró crear una cepa mutante que sobreexpresa catalasa 

(Morales-Hernández et al., 2010). Esta enzima degrada el peróxido de hidrógeno (una 

molécula oxidante de defensa del hospedero) en agua y oxígeno acelerando el tiempo 
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de germinación y, por lo tanto, incrementa la virulencia (Morales-Hernández et al., 2010). 

Además, Salazar et al. en 2015 realizaron la eliminación de genes de tipo 2NP (cepa 

Δ2NP1, cepa Δ2NP5) que se activan durante la invasión al hospedero en la hemolinfa. 

Estos genes de la enzima 2-nitropropano dioxigenasa forman parte de una familia de 

enzimas oxidantes de nitroalcanos, que catalizan la desnitrificación oxidante de los 

nitroalcanos a sus correspondientes compuestos carbonilo y nitro (Ha et al., 2006), lo 

que da como resultado una variación en la virulencia. Estos trabajos sugirieron que la 

defensa pro-oxidante del insecto es importante para acabar con el hongo y basándonos 

en esto, se usaron distintas cepas para saber su efecto en la memoria inmunitaria. Sin 

embargo, dado de no se sabía de qué manera contribuyen al éxito de la infección durante 

la invasión, primero se hizo un experimento de dosis-respuesta para determinar su 

virulencia. 

  

A continuación, se muestran los resultados de supervivencia ante un primer reto 

donde se visualiza el efecto diferencial de las distintas cepas para evaluar la virulencia. 

Posteriormente, se muestran los resultados de memoria (resistencia) y por último la 

respuesta inmunitaria (protección) durante la memoria. 

 

 
Supervivencia 

 

Virulencia de las cepas de M. brunneum como primer reto 
 

 

Los análisis de Log-rank (ver Tabla 2) no arrojaron diferencias significativas entre el grupo 

de manipulación y el grupo inyectado con Tween 0.01% (Tabla 2, Apéndice 2, Figura 12). 

Esto es importante porque muestra que es el patógeno y no el medio de dilución del 
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patógeno lo que afecta la supervivencia del hospedero (Medina-Gómez et al., 2018a). 

Por otra parte, se corroboró que las cepas Cherry y GFP no tuvieran diferencias 

significativas en cuanto a la supervivencia del hospedero (Tabla 2, Figura 5). Esto es 

fundamental porque al ser cepas homólogas la inserción de genes que les confiere una 

fluorescencia no debería influenciar su virulencia (Castro-Vargas et al., 2017). Debido a 

este resultado, la cepa GFP fue usada como control de virulencia en el experimento de 

memoria (para el segundo reto). 

 

La virulencia de la cepa 2NP5 no fue estadísticamente diferente respecto a la 

cepa control de virulencia GFP (Tabla 2, Figura 5), lo cual sugiere que el gen eliminado, 

no contribuye de manera importante en la patogenicidad de Metarhizium brunneum. Sin 

embargo, la cepa 2NP1 sí tuvo una menor virulencia con respecto a la cepa GFP al 

afectar negativamente a más individuos (Tabla 2, Figura 6). De hecho, esta cepa no 

mostró diferencias en supervivencia con respecto al grupo control Tween 0.01% (Tabla 2, 

Figura 6) lo cual sugiere que el hongo pierde virulencia sin el gen 2NP1. Finalmente, la 

cepa CAT fue la más virulenta, porque las concentraciones bajas de esta cepa mataron 

una mayor cantidad de insectos y en menor tiempo que las cepas 2NP1, 2NP5 y GFP 

(Tabla 2, Figura 6). Esto concuerda con que la sobreexpresión del gen de catalasa 

favorece la virulencia (Morales-Hernández et al., 2010; Medina-Gómez et al., 2018b). Se 

ha propuesto que en la interacción genotipo-genotipo, la expresión genética de la 

respuesta inmunitaria del hospedero se ve afectada directamente por la expresión 

genética del parásito en cuestión. En este sentido, un gen podría adquirir tal relevancia 

al grado de afectar sustancialmente la susceptibilidad de su antagonista (Hamilton, 

1993). Esto podría explicar por qué la sobreproducción de catalasa incrementa 

considerablemente la virulencia de M. brunneum contra T. molitor y a futuro se debería 
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investigar el papel de estos genes de catalasa en otros entomopatógenos. 

 

Cabe resaltar que esta es la primera vez que se reporta la virulencia en función 

de los genes 2NP1 y 2NP5. Contra insectos, se sabía que se expresan durante todo el 

ciclo infectivo y aún más sobre la cutícula como fuente de carbono, pero, el gen 2NP1 se 

expresó hasta 7 veces más que el gen 2NP5 (Padilla-Guerrero, 2010). Por tanto, este 

análisis genético y nuestros resultados de supervivencia sugieren que 2NP1 tiene un 

papel más importante en la virulencia que 2NP5 y sería interesante comparar su papel 

con respecto a los otros genes del complejo 2NP (en total se conocen 6 genes en este 

complejo; Padilla-Guerrero, 2010). 

 

Figura 6. Supervivencia (en días) de larvas de tenebrio contra las cepas de M. brunneum. En el eje “Y” se 

observan los valores porcentuales de larvas que sobreviven a lo largo del tiempo (eje “X”, 10 días) con los diferentes 

tratamientos. En color gris se presenta el grupo Control (manipulación) que tuvo el 100% de supervivencia; en color 

morado se aprecia el grupo inyectado con Tween 0.01%; en amarillo se observa el grupo inyectado con la cepa 2NP1; 

en azul el grupo inoculado con la cepa 2NP5; en verde el grupo inyectado con la cepa GFP; en salmón la cepa de 

referencia Cherry, y en rosa mexicano la cepa virulenta CAT. Cada tratamiento consistió en 50 larvas inyectadas (dos 

réplicas N = 350). Dado que la distribución de los datos no fue normal, se utilizó un análisis no paramétrico utilizando 

el estimador Kaplan-meier en función de la supervivencia. 

Virulencia  
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La Tabla 3 muestra las comparaciones entre grupos (de acuerdo con la 

concentración de conidias) cuando se aplica un reto. Se establecieron concentraciones 

de 5, 50, 100, 150, 200 para CAT, Cherry, GFP y 2NP5 y 400 y 600 para 2NP1. En todos 

los grupos y concentraciones se detectaron diferencias significativas en la mortalidad de 

las larvas con respecto al control de manipulación. Hubo diferencias significativas cuando 

se administró una dosis subletal de la cepa CAT con respecto a la cepa 2NP1 con 5 

conidias/µL. En el caso de 50 conidias/µL, las cepas que mostraron una marcada 

disparidad fueron GFP y 2NP1. No se encontraron diferencias significativas en cuanto a 

la concentración de 100 conidias/µL entre tratamientos, pero sí en el de 150 conidias/µL 

entre la cepa 2NP1 y la cepa 2NP5. Con la concentración de 200 conidias/µL hubo 

diferencias significativas entre GFP y 2NP5. Esto demuestra que los análisis de 

supervivencia de acuerdo a la infección deben tomar en cuenta la dosis del patógeno, así 

como la virulencia de las cepas. Lo anterior muestra que 2NP1 en M. brunneum es un gen 

clave en la virulencia del hongo porque su eliminación favorece la resistencia del 

hospedero. También se mostró que la sobreexpresión del gen de la catalasa (CAT) es 

importante como factor de virulencia (ver Figura 6, Apéndice 2). 

 

Tabla 2. Comparación de la supervivencia de larvas de T. molitor después de una 

dosis subletal (DL50) de las cepas GFP, 2NP1, 2NP5 y CAT de M. brunneum. *En 

rojo se muestran las diferencias significativas. 

Grupo 1 Grupo 2 Log-rank Valor de p 

Control Tween 2.034 0.1538 

Control GFP 35.93 < 0.0001 

Control 2NP1 7.796 0.0052 

Control 2NP5 33.36 < 0.0001 

Control CAT 53.77 < 0.0001 

Tween GFP 26.96 < 0.0001 
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Grupo 1 Grupo 2 Log-rank Valor de p 

Tween 2NP1 2.928 0.087 

Tween 2NP5 24.95 < 0.0001 

Tween CAT 43.76 < 0.0001 

GFP 2NP1 18.03 < 0.0001 

GFP 2NP5 0.179 0.6723 

GFP CAT 4.784 0.0287 

2NP1 2NP5 14.96 < 0.0001 

2NP1 CAT 36.18 < 0.0001 

2NP5 CAT 6.305 0.012 

GFP Cherry 0.0008764 0.9764 

 

Tabla 3. Comparación de la supervivencia de larvas de T. molitor de acuerdo con la 

dosis (A) 5 conidias/μL, (B) 50 conidias/μL, (C) 100 conidias/μL, (D) 150 

conidias/μL, (E) 200 conidias/μl y (F) 400 y 600 conidias/μl de las cepas de M. 

brunneum. *En rojo se muestran las diferencias significativas. 

(A) 5 conidias/ µL 
 

Grupo 1 Grupo 2 Log-rank Valor de p 

Control GFP 5 23.37 < 0.0001 

Control 2NP1 5 13.52 0.0002 

Control 2NP5 5 26.56 < 0.0001 

Control CAT 5 33.56 < 0.0001 

GFP 5 2NP1 5 2.549 0.1103 

GFP 5 2NP5 5 0.3839 0.5355 

GFP 5 CAT 5 1.152 0.2832 

2NP1 5 2NP5 5 0.01508 0.9023 

2NP1 5 CAT 5 7.326 0.0068 

2NP5 5 CAT 5 0.1196 0.7295 

(B) 50 conidias/ µL 

Control GFP 50 37.13 < 0.0001 

Control 2NP1 50 29.78 < 0.0001 

Control 2NP5 50 32.59 < 0.0001 

Control CAT 50 45.92 < 0.0001 

GFP 50 2NP1 50 12.85 0.0003 

GFP 50 2NP5 50 0.1278 0.7207 

GFP 50 CAT 50 0.03574 0.85 
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Grupo 1 Grupo 2 Log-rank Valor de p 

2NP1 50 2NP5 50 0.5626 0.4532 

2NP1 50 CAT 50 2.015 0.1558 

2NP5 50 CAT 50 0.3344 0.5631 

(C) 100 conidias/ µL 

Control GFP 100 83.72 < 0.0001 

Control 2NP1 100 67.46 < 0.0001 

Control 2NP5 100 93.19 < 0.0001 

Control CAT 100 82.91 < 0.0001 

GFP 100 2NP1 100 0.5925 0.4414 

GFP 100 2NP5 100 0.01425 0.905 

GFP 100 CAT 100 0.002922 0.9569 

2NP1 100 2NP5 100 0.2742 0.6005 

2NP1 100 CAT 100 0.5051 0.4773 

2NP5 100 CAT 100 0.0126 0.9106 

(D )150 conidias/ µL 

Control GFP 150 101.5 < 0.0001 

Control 2NP1 150 78 < 0.0001 

Control 2NP5 150 100.1 < 0.0001 

Control CAT 150 104.4 < 0.0001 

GFP 150 2NP1 150 6.714 0.0096 

GFP 150 2NP5 150 0.2842 0.594 

GFP 150 CAT 150 1.076 0.2996 

2NP1 150 2NP5 150 4.917 0.0266 

2NP1 150 CAT 150 3.504 0.0612 

2NP5 150 CAT 150 0.271 0.6027 

(E) 200 conidias/ µL 

Control GFP 200 109.9 < 0.0001 

Control 2NP1 200 91.48 < 0.0001 

Control 2NP5 200 109.5 < 0.0001 

Control CAT 200 112.6 < 0.0001 

GFP 200 2NP1 200 2.421 0.1197 

GFP 200 2NP5 200 4.355 0.0369 

GFP 200 CAT 200 2.84 0.092 

2NP1 200 2NP5 200 0.1047 0.7463 

2NP1 200 CAT 200 0.06299 0.8018 

2NP5 200 CAT 200 0.03863 0.8442 

(F) 400 y 600 conidias/ µL 

Control 2NP1 400 105.9 < 0.0001 

Control 2NP1 600 103.6 < 0.0001 
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Finalmente, los bioensayos muestran un efecto dosis dependiente del hongo. Las 

gráficas en el apéndice 2 (Figura 11) revelan que entre 5 y 50 conidias/µL existe una 

virulencia que puede abatir el insecto en un 50%. No obstante, entre 50 y 100 conidias, 

incluso llegó a una mortalidad de 100%. En conjunto, todos estos bioensayos revelan 

el papel de distintos genes de M. brunneum implicados en la virulencia, y esto permitió 

conocer su efecto en la memoria inmunitaria descrito a continuación. 

 

Resistencia de las larvas ante retos homólogos y heterólogos de las 
cepas de M. brunneum 

 

Se corroboró que la memoria favorece la supervivencia, ya que, con retos homólogos de 

M. brunneum (Cherry-GFP), las larvas vivieron más que con retos los heterólogos del 

hongo (por ejemplo, Cherry-CAT), o que con retos heterólogos de Tween 0.01% en un 

primer reto y cualquier cepa del hongo como segundo reto. Esta memoria parece ser tan 

efectiva que los retos homólogos Cherry-GFP no mostraron diferencias significativas en 

supervivencia con respecto a retos homólogos de Tween 0.01% (Tabla 4, Figura 7). 

Otros trabajos corroboran la existencia de memoria innata dentro de las generaciones en 

T. molitor (Castro-Vargas et al., 2017; Medina-Gómez et al., 2018a; Medina-Gómez et 

al., 2018b), pero en esta tesis se demuestra por primera vez que la memoria de T. 

molitor contra M. brunneum puede ser a nivel de cepa.  

 

Por otro lado, también se observó que el contacto con un agente extraño (Tween 

0.01%) activa una respuesta inmunitaria, aunque esto no genera memoria cuando se 

expone a un patógeno en un segundo evento. Esto se observó con los tratamientos 

Tween-GFP y Tween-2NP5, Tween-2NP5 y Tween-CAT (ver Apéndice 2 Figura 14), 

aunque CAT siguió siendo la más virulenta en el segundo reto. Cabe destacar que también 
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hubo coincidencia en que 2NP1 fue menos virulenta que CAT (ver Tabla 4 B). 

 

Figura 7. Supervivencia de larvas de Tenebrio ante retos homólogos y heterólogos de M. brunneum en grupos 

de memoria y sin memoria. En el grupo sin memoria el primer reto es Tween 0.01% y el segundo las cepas mutantes. 

En el grupo de memoria Cherry). Existe una marcada diferencia entre ambos grupos, el grupo de memoria está 

agrupado en la parte superior de la gráfica pues en general tuvo mayor supervivencia, mientras que el grupo sin 

memoria se encuentra en la parte inferior con el menor porcentaje de supervivencia. 

 

En cuanto al grupo de memoria, los resultados concuerdan con los de Dhinaut et 

al. (2017), porque la supervivencia dependió del tratamiento y del primer reto. Sin 

embargo, aunque 2NP1 en primer reto no es virulenta, el tratamiento Cherry-2NP1 fue 

incluso más virulento que Cherry-CAT. Este fenómeno quizás se deba a que el insecto al 

inicio no detecte que 2NP1 es virulento y en un segundo encuentro no lo ataque de manera 

agresiva, y entonces, el hongo aproveche para matar. Estos resultados plantean su 

investigación a futuro tomando en cuenta la respuesta inmunitaria del insecto a diferentes 

tiempos. 

 

Cabe destacar que los grupos con infecciones duales tuvieron diferencias 

significativas con respecto al grupo de manipulación a excepción del tratamiento Cherry-

GFP. Esto corrobora que la memoria puede ser específica a nivel de cepa (ver tabla 4 B). 

Memoria vs. Sin memoria 
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El resultado se contrapone a lo que obtuvo Dhinaut et al. (2017) porque no encontró 

evidencia de especificidad en la respuesta de adultos de tenebrio. No obstante, en dicho 

experimento, indujeron la memoria con bacterias inactivadas y esto no produce el mismo 

efecto que con bacterias vivas, aunque Haine et al. (2008) no encontraron diferencias en 

la respuesta inmunitaria (PO, proPO, actividad lítica y hemocitos) en adultos de tenebrio 

contra bacterias vivas o inactivadas en el primer reto. Esto sugiere inespecificidad en la 

respuesta de defensa e incapacidad para discernir entre patógenos vivos y muerto. Sin 

embargo, no se puede descartar la posibilidad de que la señal de daño difiera al encontrar 

un patógeno vivo o inactivado, siendo mayor la intensidad contra los organismos vivos, y 

por ello, en el segundo reto con organismos vivos, sea más probable encontrar memoria 

y que esta sea específica. La señal de daño es inducida tanto por productos microbianos 

como por productos mismos del hospedero llamados en conjunto DAMPs (por sus siglas 

en inglés Danger Assosiated Molecular Patterns) que contribuyen a la activación de la 

respuesta y la intensidad de esta depende de la intensidad de la señal de daño (Raymond 

et al., 2017). Esto también podría explicar por qué en esta tesis, los tratamientos con 

memoria en comparación con los tratamientos sin memoria derivaron en una mayor 

supervivencia de tenebrio. Por lo tanto, proponemos que se deben analizar las moléculas 

responsables de la señal de daño ante un reto con un patógeno vivo y compararlo con 

su actividad después de un reto con un patógeno muerto tanto en el primero y segundo 

reto para saber si efectivamente, los patógenos vivos en comparación con los inactivos, 

activan con mayor probabilidad la memoria inmunitaria. Sin embargo, otra hipótesis más 

probable es que los adultos no inviertan en memoria inmunitaria por invertir en 

reproducción (Contreras-Garduño et al., 2016) y que las larvas inviertan en el 

reconocimiento inclusive a nivel de cepa. El primer punto debe investigarse a futuro. 
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Tabla 4. Comparación de supervivencia de larvas de T. molitor después de una 

dosis letal (DL200) de las cepas de M. brunneum. (A) Entre el grupo Tween (sin 

memoria), (B) Entre el grupo Cherry (de memoria), (C) Grupo Tween contra el grupo 

Cherry. *En rojo se muestran las diferencias significativas. 

 

(A) Grupo Tween    

    

Grupo 1 Grupo 2 Log-rank Valor de p 

Control TweenTween 1 0.3173 

Control TweenGFP 91.43 < 0.0001 

Control Tween2NP1 52.97 < 0.0001 

Control Tween2NP5 76.47 < 0.0001 

Control TweenCAT 105.5 < 0.0001 

TweenTween TweenGFP 84.1 < 0.0001 

TweenTween Tween2NP1 47.79 < 0.0001 

TweenTween Tween2NP5 70.07 < 0.0001 

TweenTween TweenCAT 97.57 < 0.0001 

TweenGFP Tween2NP1 15.64 < 0.0001 

TweenGFP Tween2NP5 2.894 0.0889 

TweenGFP TweenCAT 3.284 0.07 

Tween2NP1 Tween2NP5 5.058 0.0245 

Tween2NP1 TweenCAT 30.3 < 0.0001 

Tween2NP5 TweenCAT 11.38 0.0007 

(B) Grupo Cherry 
   

Control CherryGFP 2.761 0.0966 

Control Cherry2NP1 17.61 < 0.0001 

Control Cherry2NP5 6.623 0.0101 

Control CherryCAT 11.33 0.0008 

CherryGFP Cherry2NP1 7.988 0.0047 

CherryGFP Cherry2NP5 1.164 0.2807 

CherryGFP CherryCAT 3.778 0.0519 

Cherry2NP1 Cherry2NP5 3.07 0.0798 

Cherry2NP1 CherryCAT 1.186 0.2761 

Cherry2NP5 CherryCAT 0.6713 0.4126 

Cherry2NP5 CherryCAT 0.6713 0.4126 
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(C) Cherry vs Tween 

Grupo 1 Grupo 2 Log-rank Valor de p 

CherryGFP TweenTween 0.7196 0.3963 

CherryGFP TweenGFP 68.78 < 0.0001 

CherryGFP Tween2NP1 34.5 < 0.0001 

CherryGFP Tween2NP5 53.79 < 0.0001 

CherryGFP TweenCAT 81.76 < 0.0001 

Cherry2NP1 TweenTween 13.66 0.0002 

Cherry2NP1 TweenGFP 46.45 < 0.0001 

Cherry2NP1 Tween2NP1 13.09 0.0003 

Cherry2NP1 Tween2NP5 28.75 < 0.0001 

Cherry2NP1 TweenCAT 63.41 < 0.0001 

Cherry2NP5 TweenTween 3.673 0.0553 

Cherry2NP5 TweenGFP 55.49 < 0.0001 

Cherry2NP5 Tween2NP1 23.8 < 0.0001 

Cherry2NP5 Tween2NP5 40.52 < 0.0001 

Cherry2NP5 TweenCAT 69.44 < 0.0001 

CherryCAT TweenTween 8.05 0.0046 

CherryCAT TweenGFP 62.3 < 0.0001 

CherryCAT Tween2NP1 22.98 < 0.0001 

CherryCAT Tween2NP5 42.85 < 0.0001 

CherryCAT TweenCAT 78.56 < 0.0001 

    

 
 
 
 

Respuesta inmunitaria 

 

Primer reto (Tween 0.01%, Cherry, CAT) 

 

Se aplicó una prueba no paramétrica Kruskal Wallis para comparar la expresión de 

péptidos en los diferentes tratamientos (ver Tabla 5). Los resultados no mostraron 

diferencias significativas en la expresión del inductor TmCactin 24 horas después de un 

solo reto con el vehículo de inyección (Tween 0.01%), Cherry o CAT (ver Tabla 5). Esto 

podría deberse a que esta molécula es necesaria para fabricar péptidos antimicrobianos 

para combatir la infección independientemente del tipo de patógeno, y tal vez, es por ello 

que no se observa especificidad de acuerdo con el tratamiento. 
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En cuanto a la expresión de Tenecina 1, no se encontraron diferencias 

significativas entre tratamientos (Tabla 5), mientras que la expresión de Tenecina 3 sí 

tuvo diferencias significativas de acuerdo con el tratamiento (ver Figura 7): en las larvas 

inyectadas con hongo, independientemente de la cepa, la expresión de este péptido fue 

mucho menor que cuando las larvas recibieron Tween 0.01%. Cabe recordar que 

Tenecina 3 es un péptido constitutivo que carece de especificidad. Por tanto, es posible 

un compromiso en la producción de moléculas efectoras de tal forma que, a menos que 

el invasor sea un patógeno, se regula negativamente la producción de Tenecina 3 para 

dar prioridad a la producción de otras moléculas de defensa como el péptido Tenecina 

1. La inespecificidad de la expresión genética, en el primer reto, del péptido Tenecina 1 y 

Tenecina 3 no descarta la posibilidad de generar memoria a nivel de moléculas efectoras 

después del segundo reto cuando este es de carácter homólogo. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 8. Expresión relativa de Tenecina 3 a las 24 horas de un sólo reto. Expresión del gen Tenecina 3 (ΔΔCq en 

el eje “Y” normalizado con respecto al gen endógeno RPL27) a las 24hrs post infección de acuerdo con el tratamiento 

(eje “X”) ante un primer reto inmunitario: Tween 0.01% (morado); ce Cherry (en salmón) y la cepa virulenta CAT (rojo). 
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Segundo reto (grupo tween 0.01% sin memoria) 

 

La expresión de TmCactin a las 24 horas post infección fue significativamente más alta 

cuando se trató de una cepa virulenta (ver Figura 8), aunque su expresión en general fue 

muy baja comparada con la expresión de los péptidos. Jo et al. (2017) reportan que, al 

ser inductor, su síntesis inicia las 3 horas y alcanza su máxima expresión a las 9 horas, 

así que esta molécula se sintetiza antes de los péptidos para permitir la producción 

masiva de péptidos antimicrobianos. Por lo tanto, sería interesante analizar la producción 

de este péptido antes de las 24 horas, por ejemplo, a las 9 horas según lo propuesto por 

Jo et al. (2017), comparando los tratamientos homólogos y heterólogos de memoria para 

tratar de describir algún patrón de su papel en la memoria. 

 

Finalmente, los péptidos antimicrobianos de doble reto sin contacto previo con el 

hongo (Tween 0.01% como primer reto) tuvieron la expresión de Tenecina 1 y 3 más alta 

contra la cepa virulenta que con cualquier otro tratamiento (ver Figura 9). Esto revela la 

batalla molecular que está librando el sistema inmune contra los patógenos para lograr 

la supervivencia del hospedero (Schmid-Hempel, 2008a). 

 

Segundo reto (grupos de memoria) 

 

En este análisis se observa cómo TmCactin tuvo un comportamiento muy peculiar. En 

primera instancia tuvo una expresión casi imperceptible a las 24 horas después del 

segundo reto comparado con su expresión con un solo reto, esto quiere decir 

posiblemente que su nivel máximo de transcripción ocurrió en menor tiempo y llegó a 

niveles basales pasadas 24 horas después del segundo encuentro, pero, sólo para los 
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tratamientos en los que el segundo reto fue el hongo (ver Figura 10). Por otro lado, al no 

haber infección y señal de daño en el grupo control Tween 0.01%, su expresión fue más 

alta significativamente, debido quizá a que no fue necesario montar una respuesta tan 

eficiente y específica que le confiera una ventaja en la supervivencia. Esto refuerza la 

idea de analizar la cinética de producción de este péptido con respecto al tiempo y a los 

grupos de memoria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Expresión relativa de TmCactin (eje “Y”) en larvas inyectadas consecutivamente (CherryGFP reto 

homólogo y Cherry2NP5, CherryCAT retos heterólogos). En este grupo de memoria el gen TmCactin tuvo una 

mayor expresión con respecto al control. La cepa homóloga GFP se muestra en verde; la cepa 2NP5 en azul y la cepa 

virulenta CAT en rojo. 

 

Curiosamente, la expresión de Tenecina 1 fue más baja en los grupos sin 

memoria, y podría deberse a que, en un segundo reto, ataque de manera más oportuna y 

eficiente al agente invasor. Esto garantiza investigación a futuro tomando en cuenta la 

respuesta bifásica (Contreras-Garduño et al., 2015). En cuanto a tenecina 3, su expresión 
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no fue tan específica como Tenecina 1 o su síntesis tal vez sea más rápida para actuar de 

manera complementaria en un complejo sistematizado. Sin embargo, su expresión fue 

mayor para los tratamientos que involucraban a la cepa CAT y al tratamiento de memoria 

con 2NP5 quizás porque dicho péptido aumenta su producción para amenazas más 

fuertes. 

 

Por otro lado, al contrastar los grupos de memoria (Cherry-GFP, Cherry-2NP5, 

Cherry-CAT) con los grupos sin memoria (Tween-GFP, Tween-2NP5, Tween-CAT), se 

nota una expresión bastante alta con los grupos de memoria, lo que corresponde con que 

la respuesta inmunitaria es elevada a partir de las 24 horas. Estos resultados de la 

respuesta inmunitaria van de la mano con los de la supervivencia y proponemos 

aumentar el tamaño de muestra y realizar una cinética de la respuesta inmunitaria desde 

el primero al segundo reto, tomando en cuenta los retos homólogos y heterólogos de 

infección. 
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Figura 10. Expresión relativa de Tenecina 3 en el grupo de memoria. En el eje “Y” están los valores de ΔΔCq del 

gen TmCactin con respecto al control de acuerdo con el tratamiento, el segundo reto se trata de la cepa homóloga 

GFP (la barra verde); la cepa Δ2NP5 (en azul) o la cepa virulenta CAT (en rojo) 24hr post infección. En este análisis 

únicamente se utilizaron 3 individuos por tratamiento y no hubo réplicas, las comparaciones se realizaron con respecto 

al control Tween y se incluyó el error estándar. Dado que el tamaño de muestra es muy bajo el error fue muy grande y 

por eso no fue posible observar el efecto de la virulencia sobre la expresión de este péptido. 

 

Tabla 5. Comparación de la expresión relativa de TmCactin, tenecina 1 y tenecina 3 con 

respecto al control de inyección Tween de acuerdo con el tratamiento. *En rojo se muestran 

las diferencias significativas. 

 

Primer reto (sin memoria) Valor de p 

 

TmCactin 
 

0.638 

Tenecina 1 0.638 

Tenecina 3 0.043 

Segundo reto (sin memoria) 
 

 

TmCactin 
 

0.083 

Tenecina 1 0.980 

Tenecina 3 0.721 
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Segundo reto (con memoria)               Valor de p 
 

TmCactin 
 

0.050 

Tenecina 1 0.264 

Tenecina 3 0.069 

 

 

 

Los resultados del presente trabajo aportan evidencia de memoria específica en 

coleópteros dentro de las generaciones. Sin embargo, poco se sabe sobre la capacidad 

para transmitir esta memoria a través de las generaciones. Se ha descrito, por ejemplo, 

que las larvas de la polilla de la cera, Galleria mellonella, generan memoria por lo menos 

hasta la vigesimoquinta generación al crecer bajo constante presión de selección con 

Beauberia bassiana (Dubovskiy et al., 2013). Otra incógnita es el mecanismo a través del 

cual se almacena la memoria. Se ha propuesto que una de las moléculas implicadas en 

este proceso es Dscam (Down sindrome cell adhesion molecule, por sus siglas en inglés). 

Esta molécula genera variación como resultado del splicing alternativo de los dominios de 

los receptores exhibiendo potencialmente 18,000 isoformas de receptores 

transmembranales y extracelulares (Armitage et al., 2014), dando como resultado una 

mayor diversidad de receptores, de tal manera que con un amplio repertorio es más fácil 

identificar patógenos y priorizar la síntesis de moléculas específicas para el patógeno en 

cuestión. 

 

Finalmente, los hongos entomopatógenos como Metarhizium sp. y Beauberia sp. 

han sido muy utilizados para control biológico como una alternativa a los pesticidas no 

sólo por su efectividad contra las plagas de cultivos, sino también, por infectar artrópodos 

de importancia médica como mosquitos. El uso tan amplio y constante de estos hongos 

podría desencadenar un efecto adverso a largo plazo, es decir que es muy probable que 
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los insectos adquieran resistencia al igual que han logrado sobrevivir a los pesticidas. 

Por ello, es necesario tomar en cuenta esta habilidad de los invertebrados al momento 

de establecer medidas para el control biológico en la producción agrícola. El estudio de 

la memoria inmunitaria dentro y a través de las generaciones dará resultados que aporten 

conocimiento a nivel básico y aplicado. 
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CONCLUSIONES 

 

Las larvas de Tenebrio molitor generan memoria contra hongos y esta memoria  

es específica a nivel de cepas de M. brunneum. 

 

La virulencia del parásito determina el alcance de la memoria inmunitaria del 

hospedero. 

 

Independientemente del tratamiento, el inductor TmCactin no se expresa 

diferencialmente a las 24 horas posteriores a un primer reto inmunitario, pero sí se 

expresa diferencialmente 24 horas después del segundo reto en los grupos retados 

consecutivamente con el mismo patógeno (memoria). 

 

Tenecina 3 se expresa de manera diferencial a las 24 horas cuando el segundo 

reto es virulento contra T. molitor y después del segundo reto homólogo. Esto sugiere 

que podría ser una molécula efectora durante la memoria.
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APÉNDICE 1 

 
 

Detalles del método 

 

Una vez obtenidas las cepas mutantes se prepararon con Tween 80 al 0.01%-PBS, este 

se utilizó debido a que es un detergente no-iónico, es decir, la porción hidrofílica no tiene 

carga, lo cual le impide romper asociaciones proteínicas (lisis) o desnaturalizar proteínas 

de membrana y además no interfiere con la actividad de estas, permitiendo solubilizarlas. 

A diferencia de Tween 20, Tween 80 es un agente estabilizador de proteínas que permite 

la identificación de micobacterias. En este caso se utilizó para individualizar las conidias 

de Metarhizium brunneum y que fuera posible su cuantificación. 

 
 

Para la preparación de las cepas, una vez obtenidas las concentraciones de 

conidias del hongo M. brunneum, se realizaron diluciones seriadas de la siguiente 

manera: primero se colocaron 1000 μL de la solución stock (previamente agitado durante 

dos minutos en un vórtex a velocidad máxima) en un tubo eppendorf de 1.5 mL. Este tubo 

se agitó en un vórtex durante dos minutos, una vez homogeneizada la solución se 

tomaron 100 μL para colocarlos en un siguiente tubo eppendorf estéril de 1.5 mL, estos 

100 μl se diluyeron en 900 μLde Tween al 0.01% (Tween-PBS) y de esta manera se obtuvo 

la dilución 1:10. Para obtener la dilución 1:100, se vertieron 100 μL de la solución 1:10 

en un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL para diluirlos en 900 μL de Tween al 0.01% y se 

agitó en vórtex durante dos minutos para realizar la dilución 1:1000. Se colocaron 100 

μL de la solución anterior en un nuevo tubo eppendorf para diluirlo en 900 μL de Tween 

al 0.01%. Finalmente, para conseguir la dilución 1:10000 se sigue el mismo 

procedimiento descrito. 
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En las pruebas de virulencia se realizaron diferentes concentraciones 

específicas para obtener las dosis letales y subletales de cada cepa (5, 50, 100, 150, 

200, 400 y 600 conidias/μL). Las cuantificaciones se realizaron con ayuda de una cámara 

de Neubauer (imporved) con el fin de realizar los conteos en un microscopio óptico. Antes 

de cada conteo se homogeneizaron las muestras con un vórtex a velocidad máxima e 

inmediatamente se tomaban 10 μL de y así llenar cada campo de la cámara, por ejemplo, 

de la dilución más alta (1:10000), se tomaron 10 μL para observar a 40x y determinar el 

número de conidias en cinco de los nueve cuadros; los cuatro extremos y el centro (ver 

figura 10). Se sumó la cantidad de conidias de cada uno de los cinco cuadros para tener 

un valor total. Esta cuantificación se realizó 5 veces por campo (10 veces en total). El 

resultado de cada campo se sumó, se promedió y se utilizó la siguiente ecuación para 

conocer la concentración por microlitro: 

 
 

 
Promedio total de conidias por campo 

Concentración = 
(No. de cuadros) (Profundidad de la cámara) 
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Figura 11. Representación del método utilizado para los conteos de conidias en la cámara de Neubauer 

improved. Los cuadros utilizados para los conteos se numeraron y se marcaron con círculos rojos. 

 

 
Posteriormente, para las pruebas de memoria inmunitaria se utilizaron 

concentraciones únicamente de 5 y 200 conidias/μL (dosis letal y subletal 

respectivamente), la dosis subletal (5 conidias/μL) para inyectar el primer reto y la dosis 

letal para el segundo reto para finalmente se registrar supervivencia 10 días posteriores 

a la segunda infección. 

 

Se realizaron al menos dos réplicas por cada experimento, donde las larvas de 

la misma edad recibieron distintos retos inmunitarios con inyecciones en la membrana 

cuticular del surco anterolateral izquierdo, entre el 6° y 7° segmento abdominal, y el 

solvente en el cual el hongo fue diluido se usó como control. Finalmente, una vez 

inyectadas las larvas fueron colocadas individualmente en cajas Corning de 12 pozos 

con alimento estéril y diariamente se examinó la supervivencia durante 10 días. 

1 2 

3 

4 5 
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APÉNDICE 2 

 
 

Supervivencia 

 
 

Pruebas de virulencia y dosis letales y subletales 
 
 
 
 

 

b) 

 

 
 
 

c) 
d) 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Virulencia de cada una de las cepas a diferentes concentraciones (5, 50, 100, 150 y 200 conidias por 

microlitro). a) Virulencia de la cepa GFP; b) virulencia de la cepa 2NP1; c) virulencia de la cepa 2NP5 y d) virulencia 

de la cepa CAT. El grupo control está representado en color gris. 

a) Virulencia GFP Virulencia 2NP1 

Virulencia 2NP5 
Virulencia CAT 



64  

Pruebas de memoria 
 
 
 

 
 

 
Figura 13. Comparación de la supervivencia entre el grupo de manipulación y el control de inyección 

(TweenTween). No se encontraron diferencias entre estos grupos (p > 0.0001). 

 
 

 

 

Figura 14. Comparación del porcentaje de supervivencia entre el grupo de manipulación y el grupo Tween 

(Tween-Tweenn, Tween-GFP, Tween-2NP1, Tween-2NP5 y Tween-CAT).

Control vs. TweenTween 

Grupo sin memoria 
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Figura 15. Comparación de la supervivencia entre el grupo control (Tween-Tween) y el grupo de memoria 

inmunitaria donde el primer reto fue la cepa fluorescente Cherry (Cherry-GFP, Cherry-2NP1, Cherry-2NP5, 

Cherry-CAT). Se observa que existen diferencias significativas entre el tratamiento Cherry-2NP1 y Cherry-CAT. 

 
 
 
 

 
 

Figura 16. Comparación entre subgrupos homólogos (Tween-GFP, Cherry-GFP). 

Memoria vs. Sin memoria GFP 

Grupo con memoria 
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Figura 17. Comparación entre subgrupos homólogos (Tween-2NP1, Cherry-2NP1). Existen diferencias significativas entre 

ambos tratamientos. 

 
 
 
 
 

 
Figura 18. Comparación entre subgrupos homólogos (Tween-2NP5, Cherry-2NP5). 

Memoria vs. Sin memoria 2NP1 

Memoria vs. Sin memoria 2NP5 
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Figura 19. Comparación entre el grupo heterólogo Tween-CAT y el grupo heterólogo Cherry-CAT. No se 

obtuvieron diferencias significativas. 

 
 
 

 

 
 
 

Figura 20. Comparación entre el grupo de manipulación (Control) y el grupo de memoria con retos 

homólogos (Cherry-GFP). no se obtuvieron diferencias significativas (p > 0.0001).

Memoria vs. Sin memoria CAT 

Control vs. CherryGFP 
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APENDICE 3 



69  

 



70  

 



71  

 
 
 
 



72  

BIBLIOGRAFÍA 

Medina-Gómez, H., Rivas, G. A., Hernández-Quintero, A., Hernández, A., 
Torres-Guzmán, J. C. T., Lanz, H., y Contreras-Garduño, J. (2018a). The occurrence of 
immune priming can be species-specific in entomopathogens. Microbial Pathogenesis, 
118, 361-364. 

 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Objetivo General
	Hipótesis
	Materiales y Método
	Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Referencias
	Apéndices
	Bibliografía

