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RESUMEN

Existen resultados contradictorios sobre si los machos de la misma especie muestran sefiales
honestas o si realizan inversion terminal cuando atraviesan por una infeccion, y al mismo
tiempo, deben cortejar a las hembras. Una hipdtesis que podria resolver esta controversia es
que la intensidad de la infeccion, el grado de virulencia y el tiempo transcurrido entre la
infeccion y el cortejo a una pareja potencial, generan una respuesta dindmica que incluye
inversion terminal y sefiales honestas. La hipotesis predice inversion terminal en la eleccion
de pareja con dosis altas de patdgenos y con patdgenos mas virulentos, y sefializacion de
condicién con dosis bajas y con patégenos menos virulentos. Ademas, a las 24 horas de
haberse infectado, los machos deberian tener una mayor probabilidad de realizar inversion
terminal porque la infeccién estaria mas avanzada que a las 3 horas de la infeccion. Para
evaluar si Tenebrio molitor realiza sefializacién honesta o deshonesta, se realizaron pruebas
de eleccion femenina. Se realizaron infecciones experimentales con el hongo Metarhizium
brunneum y después del cortejo masculino, se registro la supervivencia durante 12 dias. Las
hembras prefirieron a los machos control, respecto a los tratados con 400 conidios de la cepa
GFP, cuando el tiempo transcurrido entre la infeccion y el cortejo fue de 24 horas. Sin
embargo, no hubo diferencias significativas en los tratamientos con 20 conidios de GFP a las
3y 24 horas de la infeccion y 20 y 400 conidios de la cepa CAT a las 3 y 24 horas. La
mortalidad fue mayor con la dosis de 400 conidios, pero no se encontraron diferencias entre
los infectados con 20 conidios y su control. Los resultados sugieren que el dinamismo de la
sefializacion honesta o deshonesta esta relacionado con la virulencia del patdgeno, la dosis

del patogeno y el tiempo que transcurre entre la infeccion y el cortejo para atraer pareja.



ABSTRACT

There are conflicting results about whether males of the same species show honest signals or
perform terminal investment when undergoing infection, and at the same time, they court the
females. One hypothesis that could resolve this controversy is that the intensity of the
infection, the degree of virulence, and the time elapsed between infection and courtship,
generate a dynamic response that includes both terminal investment and honest signals. The
hypothesis predicts terminal investment in mate choice if males confront high doses and
virulent pathogens and condition signaling with low doses and less virulent pathogens. In
addition, at 24 hours after being infected, males should have a higher probability of
performing terminal investment because the infection would be more advanced than at 3
hours after infection. We assessed whether Tenebrio molitor performs honest or dishonest
signaling to attract females. Experimental infections with the fungus Metarhizium brunneum
were performed, and after male courtship, survival was recorded for 12 days. Females
preferred the control males, compared to those treated with 400 conidia of the GFP strain
when the time elapsed between infection and courtship was 24 hours. However, there were
no significant differences in the treatments with 20 GFP conidia at 3 and 24 hours after
infection and 20 and 400 CAT strain conidia at 3 and 24 hours. Mortality was higher with
the dose of 400 conidia. However, no differences between males infected with 20 conidia
and their control were found. The results suggest that the dynamism of honest or dishonest
signaling is related to the pathogen's virulence, dose, and the time elapsed between infection

and courtship to attract a mate.



1. INTRODUCCION

Los caracteres sexuales secundarios (CSS) son llamativos para el sexo opuesto. Estos se
relacionan positivamente con el éxito reproductivo y comprenden astas, cuernos, danzas,
colores, aromas o cantos (Darwin, 1871; Bateson, 1985; Andersson, 1994; Contreras-
Gardufio et al., 2009). Darwin (1871) propuso gue la eleccion de pareja en animales es un
proceso crucial que favorece positivamente la evolucion de los CSS. La eleccion de pareja
se refiere a “cualquier aspecto del fenotipo de un animal que conduce a ser mas probable que
tenga actividad sexual con ciertos individuos que con otros” (Rosenthal, 2017). Un ejemplo
clasico es el de la rana Engystomops pustulosus, donde las hembras prefieren a los machos
con llamados méas complejos (Ryan, 1980). Aunque en este estudio se mostraba un sesgo en
la preferencia femenina a favor de los machos con CSS maés elaborados, no era claro porque
existe ese sesgo. Zahavi (1975 y 1977) propuso que los CSS son indicadores de “condicion”
y con ello, “buenos genes” de los machos porque solamente los mejores podran tener CSS
muy elaborados, lidiar con la desventaja que estos imponen en su supervivencia y heredar

estos genes (Zahavi, 1971; Zahavi, 1977).

La condicion se refiere a “la capacidad animal para mantener la funcionalidad
optima de los procesos celulares esenciales” (Hill, 2011). Asi que un déficit alimenticio,
estrés oxidante, patdgenos, parasitos y parasitoides afectan el optimo funcionamiento de las
células y por ello de los organismos (Véase Jawor et al., 2004; Hamilton & Zuk, 1982; Von

Schantz et al., 1999; Krams et al., 2011; Krams et al., 2015; Martinez-Lendech et al., 2019).



Es importante sefialar que, calidad y condicién se usan como sinénimos, pero calidad hace
referencia al genotipo y fenotipo del individuo, mientras que condicion solo hace referencia
al fenotipo (Hegyi et al., 2010; Hill, 2011). Por ejemplo, en el escarabajo Tenebrio molitor
las hembras prefieren a los machos sanos y rechazan a los infectados con el cestodo
Hymenolepis diminuta porque, al disminuir la condicién de los machos, también se reduce

su produccion de feromonas para atraer a las hembras (Worden & Parker, 2005).

La elaboracion de los ornamentos en los animales predice el tiempo de recuperacion
(Lindstréom & Lundstrom, 2000; Hill & Farmer, 2005) y la capacidad de sobrevivir a una
epidemia (Van Oort & Dawson, 2005), la resistencia al parasitismo (Roulin et al., 2001,
Worden & Parker, 2005) y al estrés oxidante (Perez-Rodriguez et al., 2010), la activacion de
la respuesta inmunitaria (Mougeot, 2008) y la produccion de esperma funcional (Helfenstein
et al., 2011) y de mejores descendientes (Huuskonen et al., 2009). Un tipo de expresion de
los rasgos ornamentales son las feromonas atractivas para las hembras, las cuales pueden ser
una sefial de la condicion, pero, eso dependera de distintos factores, siendo la infeccion por

parésitos o patégenos muy importante (Contreras-Gardufio et al., 2009).

1.1 La condicién no siempre es un reflejo de la carga parasitaria

Es probable que el atributo de condicion mas estudiado en la seleccion sexual sea la respuesta
inmunitaria, y podria deberse a que los patdgenos y parasitos son una fuerte presion selectiva

sobre sus hospederos. Hamilton y Zuk (1982) sugirieron que las hembras basaban su eleccion
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de pareja en la resistencia hereditaria de los machos a sus parasitos (Hamilton & Zuk, 1982;
Magller, 1990). Segun esta hipotesis, la condicion de los machos es percibida por las hembras,
a través del grado de elaboracion de sus CSS: los CSS deberian ser un reflejo de la carga
parasitaria (Hamilton & Zuk, 1982; Mgller, 1990). Por ejemplo, en el ave Carpodacus
mexicanus, las hembras prefieren a machos con plumaje mas rojo (carotenoides), y estos
machos presentaban menor carga del patdgeno, en comparacion a los machos con plumaje
palido (Hill & Farmer, 2005). Dado que el grado de desarrollo de los CSS deberia estar
negativamente relacionado con su carga parasitaria, entonces, también deberia existir una
relacion positiva entre CSS con la intensidad de la respuesta inmunitaria (Mgller, 1990; Pryke

& Andersson, 2003b; Velando et al., 2006a).

El problema con la idea anterior es que, en ocasiones, los machos que estan a punto
de morir son incluso mas atractivos que los machos sanos (Sadd et al., 2006; Kivleniece et
al., 2010; Duffield et al., 2015; Duffield et al., 2017). Esta estrategia alternativa se denomina
inversion terminal y consiste en que los machos invierten en la reproduccion actual porque
la descendencia futura se pone en riesgo debido a factores como una enfermedad, la edad y/o
proceso de senescencia (Williams, 1966; Hirshfield & Tinkle, 1975; Clutton-Brock, 1984;
Duffield et al., 2017). Por ejemplo, en T. molitor, al imponer 3 retos inmunitarios a los
machos, las hembras prefirieron a los machos control respecto a los machos con un reto,
quienes presentaron activacion de la respuesta inmunitaria y redujeron su actividad, mientras
que, en los experimentos del segundo y tercer reto, las hembras prefirieron a los machos
retados, aunque tuvieron menos actividad inmunologica y aumento su mortalidad (Krams et

al., 2011). Esto sugiriere que los machos favorecen su inversion en sefiales sexuales
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(atractividad), aungque esto comprometa su supervivencia (Krams et al., 2011). Sin embargo,
existen trabajos que apoyan esta hipotesis de inversion terminal (Rantala et al., 2002; Rantala
et al., 2003; Sadd et al., 2006; Kivleniece et al., 2010; Krams et al., 2011; Copeland &
Fedorka, 2012; Krams et al., 2015; Duffield et al., 2017; Farchmin et al., 2020) y otros que
no la apoyan (Worden & Parker, 2005; Vainikka et al., 2007; Kuczynski et al., 2012), y esto
aun, controlando por la especie de estudio y la edad de los organismos. Una explicacién a
esta aparente contradiccion de resultados es que la estrategia para atraer pareja no es de todo
0 nada (i.e. si ocurre 0 no ocurre inversién terminal), sino que depende de la intensidad del
efecto estresor sobre la produccién de ornamentos y del riesgo de morir (Krams et al., 2015;
Duffield et al., 2017). Por ejemplo, no se sabe si la virulencia y dosis de infeccidn de los
patdgenos imponen una respuesta dindmica que incluye inversion terminal u honestidad de
las sefiales en la misma especie. Esto sugeriria que el apoyo a una estrategia u otra depende
del disefio experimental que se utilice y tal vez, en la naturaleza, la diversidad de los agentes

estresores determine la estrategia que usen los machos para atraer a las parejas.

1.2 Tenebrio molitor

En esta tesis usamos como modelo de estudio a T. molitor. En esta especie, la Gnica variable
que usan los machos para cortejar a las hembras es el aroma en términos de feromonas e
hidrocarburos cuticulares (Rantala et al., 2002, 2003; Krams et al., 2015; Vainikka et al.,
2006; Nielsen & Holman, 2012). Al ser costosa la produccion de aroma, se propone que su

produccion depende de la condicion de los machos (Rantala et al., 2002, 2003; Kivleniece et
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al., 2010). Ante el ataque de parasitos, los machos de tenebrio generan sefiales honestas o
deshonestas (inversion terminal) para las hembras (Kivleniece et al., 2010; Nielsen &
Holman, 2012). Las sefiales honestas en tenebrio consisten en que los machos invierten en la
produccién de feromonas atractivas dependiendo de su condicién: los machos saludables
producen mas feromonas que los machos infectados (Rantala et al., 2002, 2003). Sin
embargo, en la inversion terminal, los machos dan sefiales deshonestas: invierten en la
produccién de feromonas y se vuelven mas atractivos que los machos sanos, aunque estén a
punto de morir por el embate de los patdgenos (Vainikka et al., 2006; Kivleniece et al., 2010;
Nielsen & Holman, 2012; Krams et al., 2015). Esta diferencia en los resultados podria
deberse a que la virulencia de los patogenos, la dosis del patdgeno, y/o el tiempo que
transcurre entre el encuentro con patogenos y el cortejo a la pareja afecten la probabilidad de
que los machos ajusten sus estrategias, y envien sefiales honestas o deshonesta (inversion
terminal) a las hembras. Con una baja amenaza a la reproduccién futura (i.e. con un patégeno
de baja virulencia o con una dosis baja de infeccion), se espera que los individuos inviertan
mas en la respuesta inmunitaria que en la produccion de ornamentos actual y que esto derive
en honestidad de la sefial, mientras que, con una amenaza alta a la reproduccion futura (i.e.
con un patdgeno de alta virulencia o con una dosis alta de infeccién), los machos deberian
invertir de manera intensa en el cortejo para favorecer la reproduccion actual, aunque
sacrifiquen la reproduccion futura si mueren, dando lugar al fenémeno de inversién terminal
(Duffield et al., 2017). Entonces, la pregunta de investigacion es: ;por qué varia la estrategia
masculina ante la infeccion de un patdgeno en T. molitor? Mediante dos experimentos, se
evalué el efecto de la dosis-dependencia y virulencia de infeccion con Metarhizium
brunneum (hongo entomopatdgeno natural) en la eleccion de pareja de T. molitor. Para

evaluar la dosis y virulencia se utilizaron las cepas GFP (Green Fluorescent Protein) y CAT
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(Catalase), siendo CAT la mas virulenta, ya que sobreexpresa un gen de catalasa (catl), un
antioxidante que altera la respuesta inmunitaria del huésped mediada por especies reactivas
de oxigeno y GFP es similar a la cepa parental, menos virulenta (Medina-Gomez et al., 2018).
También se sabe que la dosis de 200 conidios/ul mata al 100% de los insectos en menos de
6 dias y que 20 conidios/ul mata al 20-30% (Castro-Vargas et al., 2017). También, cabe
resaltar que, a las 24 horas de la infeccion, la respuesta inmunitaria alcanza su pico maximo
de respuesta (Haine et al., 2008; Johnston et al., 2014) e impone un elevado costo energético
(Contreras-Gardufio et al., 2019). Por lo tanto, en este momento, cortejar a las parejas e
invertir en la respuesta inmunitaria podrian tener una disyuntiva de asignacién de recursos
(Contreras-Gardufio et al., 2019). Asi que investigamos la importancia de cortejar a las

hembras, luego de 3 0 24 horas de que los machos se infectaron.
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2. HIPOTESIS

Existe plasticidad en las estrategias masculinas para atraer pareja, que incluyen inversion
terminal o sefializacién de condicidn, dependiendo de la virulencia de los patogenos, de la
dosis de infeccidn, y/o del tiempo que transcurre entre el encuentro con patdgenos y el cortejo

a la pareja.

2.1 PREDICCIONES

Esperamos inversion terminal (menor supervivencia y mayor atraccion de pareja, 0 menor
supervivencia sin impacto en la eleccion de pareja) en los machos infectados con una dosis
elevada (400 conidios/ul) de M. brunneum de la cepa GFP y honestidad de la sefial (mayor
eleccién de machos no infectados y menor supervivencia en los infectados que en los no

infectados) o no diferencias significativas entre grupos, con una dosis baja (20 conidios/ul).

En general, esperamos observar inversion terminal en los machos retados contra M.

brunneum de la cepa CAT y honestidad con la cepa menos virulenta GFP.

Esperamos inversién terminal en los machos que cortejen a las hembras 24 horas después de
la infeccion y honestidad de la sefial o no diferencias significativas entre grupos, en los

machos que cortejen a las hembras a las 3 horas después de la infeccion.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar en Tenebrio molitor si la infeccion con Metarhizium brunneum y el cortejo a las
parejas después de la infeccion afecta la estrategia masculina para atraer pareja, ya sea de

forma honesta o deshonesta.
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4. MATERIALES Y METODO

4.1 Cria de Tenebrio molitor

Se usaron larvas de T. molitor provenientes del Insectario Maria Sibylla Merian, de la Escuela
Nacional de Estudios Superiores (ENES) Unidad Morelia, UNAM. Los tenebrios se
mantuvieron a una temperatura de 27 = 1° C y en un cuarto a completa oscuridad (Carazo et
al., 2004; Marquez-Garcia et al., 2016). Las larvas fueron alimentadas ad libitum con salvado
de trigo y harina de maiz (3:1) estéril y un trozo de manzana cada tercer dia, cabe sefialar que
el alimento se esterilizaba (125 + 2° C durante 15 minutos) para evitar cualquier infeccion en
el individuo que afectara los resultados (Marquez-Garcia et al., 2016; Castro-Vargas et al.,
2017; Gémez-Medina et al., 2018). Posteriormente, se tomaron pupas que fueron separadas
de manera individual en cajas de 12 pozos (Corning) con alimento estéril. El sexado de pupas
fue tomando en cuenta el area genital del lado ventral del Gltimo segmento abdominal
(Bhattacharya et al., 1970). Se esperaron 10 dias desde pupa al estadio adulto y otros 10-12
dias mas para maduracion sexual, ya que se sabe que esta edad coincide con el pico
reproductivo en hembras y machos y con los niveles de produccion maxima de Hormona

Juvenil 111 (Cole et al., 2003).
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4.2 Determinacion de las dosis de Metarhizium brunneum

Se hicieron diluciones seriadas con tubos Eppendorf de 1.5ml, donde se ponia el stock en un
tubo Eppendorf del mismo volumen, mientras que en el resto de 4 tubos Eppendorf se
rotulaban conforme la concentracion de conidios (estructuras de forma ovoidal o elipsoidal
que representan la forma infecciosa del hongo) que contenian: 1:10, 1:100, 1:1,000 y
1:10,000, siendo que el tubo seriado de 1:10 contenia la mayor cantidad de conidios posibles
y el 1:10,000 contenia la menor cantidad de conidios. Cada tubo Eppendorf se llenaba
mediante micropipetas (Nichiryo Nichipet EX 11 y RAININ pipet-lite XLS) y puntas
(Axygen) previamente esterilizadas. Se vaciaban 900uL de Tween (0.001%) para cada tubo
y del Stock se tomaban 100ul para ponerlos en el tubo seriado 1:10, de ese Gltimo se tomaban
100ul para vaciarlos en el tubo 1:100, y se repetia el mismo procedimiento hasta llegar al
tubo seriado de 1:10,000. Se homogenizaba cada tubo Eppendorf con un Vortex Genie 2

(Scientific Industries) cuando habia un cambio en su contenido.

Para llevar a cabo el contenido de los conidios se utiliz6 un hematocitémetro Reichert
bright-line con camara (Hausser Scientific), donde se colocaban 10ul por extremo de la
camara, para después realizar los conteos en un microscopio 6ptico (Motic). Se hicieron 10
conteos, se sumaban los resultados y después el resultado se dividia entre el nimero de
conteos, para asi determinar la cantidad de conidios/ul. De esta manera se obtuvieron las
concentraciones de 20 y 400 conidios para las cepas GFP (Green Fluorescent Protein) y CAT

(catalasa).
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4.3 Tratamiento con Metarhizium brunneum

Se inyectaron 512 escarabajos adultos machos, de los cuales 256 fueron del grupo
experimental y 256 del grupo control. M. brunneum GFP fue introducido por inyeccion (1pl)
en la region abdominal del insecto, entre el tercer segmento del par de patas del lado derecho
con una microjeringa esterilizada (10ul, Hamilton). Ciento treinta y seis escarabajos del
grupo control fueron inyectados con una solucion detergente Tween al 0.001%, mientras que
los otros 136 del grupo experimental fueron retados con M. brunneum GFP. De los insectos
experimentales, 68 fueron inyectados con 20 conidios y 68 con 400 conidios. La mitad de los
tratamientos se uso para registrar conducta a las 3 0 24 horas después del tratamiento. Se
usaron estas dosis porque ya se sabe que 400 conidios es dosis letal y 20 conidios es dosis
subletal (Castro-Vargas et al., 2017; Medina-Gomez et al., 2018). Se establecieron los

mismos grupos con la cepa CAT.

4.4 Eleccion de pareja

En las pruebas de eleccion de pareja, los insectos fueron colocados en una camara de
conducta. En cada prueba se uso una hembra, un macho inyectado con Tween al 0.001% y
un macho inyectado con M. brunneum (20 6 400 conidios). La hembra fue colocada en la
arena central y cada macho fue colocado en los extremos de la arena en contraposicion, con

papel filtro estéril al fondo de cada macho y en la arena central (Marquez-Garcia et al., 2016).
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La prueba duro 10 minutos, con 5 minutos de habituacién para la hembra y los machos. Se
registré el nimero de visitas y el tiempo que pasaba la hembra con cada uno de los dos

machos como indicadores de eleccion de pareja (Kivleniece et al., 2010).

4.5 Analisis estadisticos

Para evaluar la preferencia en la eleccion de pareja con respecto a las dosis-dependencia,
tratamiento y el tiempo que transcurre entre la infeccion por Metarhizium brunneum y
cortejar a la pareja, en una primera instancia se utilizaron modelos lineales generalizados con
comparaciones maltiples (GLM) (Bonferroni) para las cepas GFP y CAT. Los experimentos
realizados con CAT y GFP fueron independientes. CAT tuvo tres niveles de dosis (control
sin hongo, 20 o0 400 conidios/ul) y dos niveles del tiempo que transcurria entre la infeccion
por M. brunneum y el cortejo de pareja (3 y 24 horas). Para GFP también se tuvieron los
mismos tres niveles de dosis y los mismos dos niveles del tiempo que transcurrio entre la
infeccion por M. brunneum y el cortejo de pareja. Para comparar la eleccion de pareja se
utilizé un modelo lineal generalizado (GLM, link = “identity”’). Esta variable de respuesta se
ajusto a una distribucion Gamma después de sumar 1 a cada valor para eliminar los ceros (x
= x + 1). Se utiliz6 una prueba de Bonferroni para establecer las diferencias entre grupos. La
supervivencia después de la inoculacion del hongo M. brunneum se grafico con el estimador
Kaplan-Meier. Para comparar la supervivencia entre los grupos control e inyectados con las
distintas dosis-dependencias y tiempos de inoculacion, primero se calculo el riesgo

proporcional de muerte y después se uso la prueba de log-rank o Gehan-Breslow-Wilcoxon.
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Todas las pruebas se realizaron en IBM SPSS ver. 22. Para la variable dependiente se
proporciond el error estandar, la media y significancia. Se control6 el tamafio de todos los

individuos emparejandolos conforme a tamafos y edad similar.

\ Disefio experimental en eleccion de pareja en 7. molitor
20c

Tiempo de inoculacion

n N
@ /IH-

400c
20c

&f@éuntml
\ . Eleccioén de

Tratamientos

CAT pareja
Supervivencia
Tween
Control
0.001%

Figura 1. Disefio experimental. Los tratamientos corresponden a las cepas que se utilizaron para inyectar a los
individuos de T. molitor en la region del tercer segmento abdominal. A las 3 y/o 24 horas después de la infeccion
se realizaron las pruebas de eleccién de pareja. Las flechas de color negro tienen la misma magnitud y
representan un tiempo de 3 y 24 horas, entre el que transcurre la infeccion del hongo M. brunneum y el cortejo

de los individuos de T. molitor.
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5. RESULTADOS

5.1 Supervivencia (cepa GFP)

La supervivencia fue similar entre los grupos GFP de 20 conidios (n = 33) y control (n = 33,

log rank test = 0.28; p = 0.6; Fig. 2), sin embargo, el grupo infectado con 400 conidios (GFP)

(n = 38) sobrevivio menos en comparacion con el grupo control (Tw) (n = 38, log rank test

= 6.86; p = 0.01; Fig. 2).

=

0.8

0.6

Supervivencia acumulada

0.2

0.0

1 1 !
.0 2.0 4.0

Tiempo (Dias)

I
6.0

Tratamientos

= 120GFP
~I1400GFP
Cantral

Figura 2. La grafica representa un andlisis de Kaplan-Meier que evalud la diferencia en la supervivencia con

diferentes dosis en los individuos. Los adultos de T. molitor del grupo control vivieron mas dias, en

comparacion al grupo infectado con 400 conidios (GFP). Sin embargo, los adultos tratados con 20 conidios

tuvieron una mortalidad similar al grupo control.
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5.2 Eleccién de pareja (cepa GFP)

No se encontraron diferencias significativas con respecto al tratamiento (X2 =0.21,g.1=1,p
= 0.64), la interaccion tratamiento*tiempo*dosis (X? = 2.6, g.I = 2, p = 0.28), la interaccion
dosis*tiempo (X? = 3.25, g.I = 2, p = 0.2), ni dosis (X?> = 3.67, g.1 = 2, p = 0.16), sin embargo,
el tiempo que pasaron las hembras con los machos (X? = 7.80, g.I = 1, p = 0.005), la
interaccion tratamiento*dosis (X> = 6.51, gl = 2, p = 0.04) y la interaccion
tratamiento*tiempo (X?> = 4.53, g.l = 1, p = 0.03) fueron significativas. El tratamiento
infectado con 400 conidios y su control de 24 horas fueron diferentes: los machos control

fueron mas preferidos que los machos tratados con 400 conidios (p = 0.02; Fig. 3).

350

Preferencia (Tiempo en segundos)

GFP control

Figura 3. Se graficé la preferencia en la eleccion de pareja conforme el tiempo, mediante analisis de modelos
lineares generalizados (Bonferroni). Las hembras prefirieron pasar mas tiempo frente a los machos control, en

comparacion con los machos retados con 400 conidios de GFP.
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5.3 Supervivencia (cepa CAT)

La probabilidad de supervivencia fue similar en el grupo infectado con la cepa CAT con una
dosis de 20 conidios, en comparacién al grupo control (n = 36, log rank test = 1.23; p = 0.27;
Fig. 4). No obstante, el grupo infectado con una dosis de 400 conidios (CAT) tuvo una menor
supervivencia, en comparacion con el grupo control (n = 29, log rank test = 6.21; p = 0.01;
Fig. 4). No hubo diferencias significativas entre la supervivencia de 400 conidios de GFP y

400 conidios de CAT (log rank test = 0.50, p = 0.48).

Tratamientos

=I120CAT

~I400CAT
Contral

0.8

0.69
0.44

5

0.0

Supervivencia acumulada

T T T T T T
0 20 40 6.0 8.0 10.0 12.0

Tiempo (dias)
Figura 4. La grafica representa un analisis de Kaplan-Meier que evalu6 la diferencia en la supervivencia con
diferentes dosis en los individuos. Los adultos de T. molitor del grupo control vivieron més dias, en comparacion
al grupo infectado con 400 conidios (CAT). Por otro lado, los adultos tratados con 20 conidios tuvieron una

mortalidad similar al grupo control.
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5.4 Eleccion de Pareja (cepa CAT)

No se encontraron diferencias significativas, con respecto al tratamiento (X*> = 0.84, g.I = 1,
p = 0.36), la interaccion tratamiento*tiempo*dosis (X* = 0.51, . = 2, p=0.77), la interaccion
dosis*tiempo (X?=0.15, g.1 = 2, p = 0.93), tiempo (X?> = 1.81, g.1 = 1, p = 0.18), la interaccion
tratamiento*tiempo (X? = 2.26, g.I = 1, p = 0.13), ni dosis (X*> = 0.16, g.I = 2, p = 0.92).
Mientras que la interaccion tratamiento*dosis (X2 = 5.12, g.I = 2, p = 0.08) mostré una
cercania a la significancia. Esto significa que los machos infectados con 20 y 400 conidios

fueron igualmente atractivos que el grupo control.
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Tabla 1. Se presentan los resultados de eleccion de pareja (tiempo que pasaron las hembras frente a los machos)
con respecto al tratamiento (GFP o CAT) y la dosis de aplicacion. Los asteriscos sefialan los valores

significativos, derivados de los modelos lineales generalizados (Bonferroni).

Tratamiento p n Media del Error Media Error
tratamiento | estandar del estandar
del control del
tratamiento control
(GFP; 20
conidios/pL)
3hrs. 099 | 34 172.20 28.59 97.17 28.59
24hrs. 099 | 34 218.18 28.59 178 28.59
(GFP; 400
conidios/pL)
3hrs. 099 | 34 149.56 28.59 134.32 28.59
24hrs. 0.02* | 34 142.73 28.59 287.32 28.59
(CAT; 20
conidios/pL)
3hrs. 099 | 30 238.83 35.78 118.16 35.78
24hrs. 099 | 30 196.33 35.78 159.03 35.78
(CAT; 400
conidios/
uL)
3hrs. 099 | 30 162.27 36.17 177.83 35.78
24hrs. 099 | 30 169.4 35.78 187.7 35.78
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6. DISCUSION

En general, se encontrd apoyo a la hipotesis de que el tipo e intensidad de los agentes
estresores favorecen la inversion terminal u honestidad de las sefiales. Los datos de
supervivencia junto con los de eleccion femenina sugieren que las dosis de 20 conidios de
GFP y CAT son subletales y no afectan la eleccion de pareja. Encontramos que 400 conidios
a 3y 24 horas mataron a los machos y mostraron inversion terminal u honestidad con la cepa
GFP o CAT. Finalmente, vimos que el tiempo que transcurrio entre la infeccién y el cortejo
a la hembra, mas la interaccion con la cepa, favorecieron dinamismo en la estrategia para
atraer pareja: a las 24 horas con la cepa GFP observamos honestidad de la sefal, y al mismo

tiempo, con la cepa CAT, encontramos inversion terminal.

Los estudios de inversion terminal muestran una aparente contradiccién porque en
ocasiones, se observa inversion terminal u honestidad de la sefial ante el ataque con patdgenos
0 con déficit alimenticio (Sadd et al., 2006; Worden & Parker, 2005; Vainikka et al., 2007,
Kivleniece et al., 2010; Krams et al., 2011; Copeland & Fedorka, 2012; Farchmin et al.,
2020). Dicha contradiccion, sugiere que esta estrategia podria no ser de todo o nada, sino que
puede ser moldeada en funcion de la cantidad de recursos (Javois, 2013; Krams et al., 2015).
Krams et al., (2015) encontraron que los machos con restriccion alimenticia invirtieron
menos en la respuesta inmunitaria en comparacién con los machos sin restriccion alimenticia.
Ademas, sin restriccion alimenticia, los machos fueron tan atractivos como los machos
control sin reto inmunitario (nylon monophilament) y no mostraron diferencias en

supervivencia. Sin embargo, ante la restriccién alimenticia, los machos retados vivieron
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menos, pero, fueron atin mas atractivos que los machos control sin reto. Este trabajo pionero
sugiere un papel preponderante de la cantidad de recursos en la inversion terminal, pero
nuestra investigacion sugiere dos nuevos atributos: la virulencia de los patdégenos y el tiempo
que pasa entre la infeccion y el cortejo. En conjunto, estos resultados van de acuerdo con la
propuesta de que la estrategia de inversion terminal depende de los costos de la reparacion
de dario y de los costos de la produccion de feromonas (Holman, 2012; Nielsen & Holman,

2012).

En conjunto, los resultados apoyan parcialmente nuestra prediccion de que la dosis
de infeccidn afecta la probabilidad de llevar a cabo inversion terminal. Los resultados de
supervivencia, junto con los de eleccion de pareja a las 3 y 24 horas sugieren que la dosis de
20 conidios de CAT y GFP no son costosas en términos de produccién de feromonas, y por
esto, podria explicarse por qué los machos no invirtieron mas en feromonas para atraer pareja,
con respecto al grupo control sin infeccion. Es decir, que no tienen que invertir en la
reproduccion actual a costa de la reproduccion futura, como lo propone la idea de la inversion
terminal (Williams, 1966; Clutton-Brock, 1984). No obstante, aunque la dosis de 400
conidios con CAT y GFP si mataron mas a los machos con respecto a los machos control,
tampoco observamos diferencias entre estos grupos en eleccion de pareja a las 3 y 24 horas.
Es decir que los machos infectados simularon ser tan atractivos como los machos sanos. Esto
podria ir de acuerdo con la idea de que los machos percibieron el riesgo de morir e invirtieron
en la reproduccion en términos de produccion de feromonas, haciendo una inversion terminal
(Sadd et al., 2006). Esto concuerda con que en T. molitor, el incremento en la activacion de
la respuesta inmunitaria disminuye la supervivencia de los machos y aumenta la probabilidad

de realizar inversién terminal (Krams et al., 2011). Cabe resaltar que nuestro estudio sugiere
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inversion terminal con ambas cepas porque, aungue los machos estaban a punto de morir, los
infectados dieron prioridad a la reproduccion a expensas de la supervivencia y fueron tan
atractivos como los machos sanos. Seria interesante analizar posteriormente si la restriccion
alimenticia pudiera evidenciar aun mas la inversion terminal, donde los machos infectados
produzcan mas feromonas que los machos sanos (Krams et al., 2015). Nuestro trabajo denota
la importancia de que los estudios de inversidn terminal registren supervivencia y eleccion
de pareja al mismo tiempo y no solamente respuesta inmunitaria y eleccion. El problema es
que se podria asumir que, al no ver diferencias en la eleccion de pareja entre machos sanos e
infectados, se asuma que no hubo inversién terminal ni un efecto de los patdgenos, pero al
analizar supervivencia, los resultados mostrarian que los machos infectados, en realidad,

mimetizaron la condicion de los machos sanos.

Finalmente, podemos concluir que, existe plasticidad en las estrategias para atraer
pareja: existe honestidad de las sefiales o inversién terminal, dependiendo de los agentes
estresores. Lo interesante es que este resultado solamente fue evidente a las 24 horas 'y no a
las 3 horas. Es posible que, a las 3 horas, en comparacion con las 24 horas, los conidios
apenas estén germinando dentro del insecto y la infeccion seria menos avanzada. De hecho,
Butt et al., (2013) mostraron en Aedes aegypti que a las 48 horas después de inocular conidios
ya hay invasion de drganos con M. anisopliae. Ademas, ya en la invasion del hemocele,
Metarhizium produce una gran cantidad de factores de virulencia que favorecen el
establecimiento de la infeccién, y estos, poco a poco van aumentando con el tiempo
(Gonzalez-Hernandez et al., 2020; St. Leger & Wang, 2020). Esto podria sugerir que, debido
al crecimiento del hongo, para los machos de T. molitor seria mas costosa la infeccion a las

24 horas con respecto a las 3 horas. No obstante, algo interesante fue que, a las 24 horas, la
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infeccion con GFP derivé en honestidad de la sefial, pero con CAT, los machos lograron

hacer inversion terminal. Esto, va de acuerdo con nuestras predicciones.

Existen dos hipdtesis que explican qué estrategia utiliza un animal cuando ha sido
infectado y posteriormente tiene un comportamiento pre-copulatorio (Duffield et al., 2017;
Rose et al., 2022). El primer escenario es que, algunos individuos podrian invertir todos sus
recursos en la produccion de CSS llamativos (inversion terminal), mientras que, en el otro
escenario, los individuos prioricen la inversion en la respuesta inmunitaria sobre la inversion
reproductiva (Duffield et al., 2017; Rose et al., 2022). Ambas hipdtesis gozan de sustento en
insectos, aves y peces (Gustafsson et al., 1994; Adamo et al., 2001; Ahmed et al., 2002;
Ahtiainen et al., 2005; Ahmed & Hurd, 2006; Rushbrook et al., 2006; Velando et al., 2006b;
Kolluru et al., 2009; Charge et al., 2010; Roberts et al., 2011; Copeland & Fedorka, 2012;
Stahlschmidt et al., 2013; An & Waldman, 2016; Schwenke et al., 2016; Clancy et al., 2017;
Duffield et al., 2017; Wigby et al., 2019; Farchmin et al., 2020; Rose et al., 2022). No
obstante, en los machos de T. molitor, al encontrar a las hembras para cortejarlas 24 horas
después de la infeccion podrian ocurrir ambas estrategias y en este caso, lo que determinaria
qué estrategia usar seria la virulencia del hongo. La cepa CAT sobreexpresa el gen cat-1
(catalasa) y la cepa GFP no sobreexpresa el gen (Morales-Hernandez et al., 2010a). La
sobreexpresion de CAT, a diferencia de GFP, merma la respuesta inmunitaria en términos de
produccidn de radicales libres y, al reestablecer la produccién de radicales libres, los insectos
combaten mejor la infeccién contra CAT (Medina-Gémez et al., 2018). Cabe destacar que,
a las 24 horas de la infeccion, T. molitor tiene un pico de activacion de la respuesta
inmunitaria (Haine et al., 2008; Johnston et al., 2014). Esto deriva en un costo metabolico

(Contreras-Garduiio et al., 2019) vy, por lo tanto, suponemos que al activar la respuesta
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inmunitaria contra GFP, los machos tuvieron pocos recursos para producir feromonas y esto
se convirtid en honestidad de las sefiales, mientras que, contra CAT, la respuesta inmunitaria
se activo menos, lo que permitio que los machos realizaran inversion terminal. Si bien, esto
debe ponerse a prueba posteriormente, los resultados de nuestro trabajo muestran una
compleja interaccion entre la virulencia del hongo, la dosis de infeccion y el momento en el
que el macho corteja a la hembra después de la infeccion. Hasta donde se sabe, este es el

primer trabajo de inversion terminal que muestra dicha complejidad.

Conforme a la hipotesis de que la virulencia y la dosis de infeccion de los parasitos
modulan la estrategia de los machos para atraer pareja (sefiales honestas o inversion
terminal), esperdbamos que con la cepa virulenta y las dosis altas de ambas cepas se
presentara inversion terminal. De manera general, se cumplieron nuestras predicciones
porque observamos una compensacion en los adultos, representada por la capacidad que
tuvieron para sobrellevar la infeccidn y aun asi fueron tan preferidos como los machos sanos

por parte de las hembras.

Proponemos que los estudios de conducta y supervivencia al mismo tiempo son
necesarios para observar la dinamica de las estrategias masculinas para atraer pareja.
Ademas, proponemos que distintos agentes estresores deben investigarse para determinar si
existe 0 no, plasticidad de la estrategia masculina para atraer a la hembra, ya sea inversion

terminal u honestidad de la sefial.
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