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Resumen

La respuesta anticipatoria establece que los animales incrementan su defensa antes de
enfrentar una amenaza por depredacion o parasitismo. Para evadir el riesgo, tienen respuestas
relacionadas con el miedo ocasionadas por cambios fisiologicos o conductuales. En
invertebrados, la octopamina una hormona del estrés, podria anticipar el ataque de parasitos
porque permite una conexion bidireccional entre el sistema nervioso central y el sistema
inmune. Por esta razon, en este trabajo nos preguntamos cual es la importancia de la
octopamina como modulador de la respuesta inmunitaria anticipatoria contra todos los
parésitos. Planteamos la hipdtesis de que la octopamina activa la respuesta inmunitaria
cuando los insectos detectan la presencia de un parasito. Para probar esto, realizamos
experimentos piloto con larvas de Phyllophaga polyhylla para determinar si la octopamina 'y
la fentolamina topicas son toxicas y/o alteran parametros inmunoldgicos y fisioldgicos.
Encontramos que los reactivos no son tdxicos para las larvas y no activan la respuesta
inmunitaria, pero si alteran la concentracién de proteina en la hemolinfa. Posteriormente en
un segundo experimento, analizamos la respuesta inmunitaria de larvas expuestas al
nematodo Rhabditis regina mediante cuatro grupos experimentales: uno Control, sin ningun
tratamiento ni infeccion; uno Testigo, con infeccidn y sin agregar ningln reactivo; uno con
Octopamina; y uno con Fentolamina. Registramos la supervivencia, el nimero de hemocitos,
la concentracion de fenoloxidasa, la actividad litica y la concentracion de proteinas.
Encontramos que los insectos tratados con octopamina murieron antes y tuvieron menos
hemocitos viables que el grupo con fentolamina y el grupo testigo. En contraste, no
encontramos diferencias en la concentracion de fenoloxidasa, actividad litica y proteinas.
Estos resultados resaltan la importancia de los parasitos en la accién de los
inmunomoduladores y que no todos los pardmetros de la respuesta inmunitaria son afectados.
Proponemos usar distintas dosis para saber si la octopamina aumenta la respuesta inmunitaria
ante el ataque de nematodos.



Abstract

The anticipatory response establishes that animals increase their defense before facing a
threat by predation or parasitism. To evade risk, they have fear-related responses caused by
physiological or behavioral changes. In invertebrates, octopamine, a stress hormone, could
anticipate the attack of parasites because it allows a bidirectional connection between the
central nervous system and the immune system. For this reason, in this work we ask what is
the importance of octopamine as a modulator of the anticipatory immune response against
all parasites. We hypothesize that octopamine activates the immune response when insects
detect the presence of a parasite. To test this, we performed pilot experiments with
Phyllophaga polyhylla larvae to determine if topical octopamine and phentolamine are toxic
and/or alter immunological and physiological parameters. We found that the reagents are not
toxic to the larvae and do not activate the immune response, but they do alter the protein
concentration in the hemolymph. In a second experiment, we analyzed the immune response
of larvae exposed to the nematode Rhabditis regina using four experimental groups: a Control
group, without any treatment or infection; a Control group, with infection and without the
addition of any reagent; one with Octopamine; and one with Phentolamine. We recorded
survival, the number of hemocytes, the concentration of phenoloxidase, the lytic activity, and
the concentration of proteins. We found that the insects treated with octopamine died earlier
and had fewer viable hemocytes than the group with phentolamine and the control group. In
contrast, we found no differences in the concentration of phenoloxidase, lytic activity, and
proteins. These results highlight the importance of parasites in the action of
immunomodulators and that not all parameters of the immune response are affected. We
propose using different doses to determine whether octopamine increases the immune
response to nematode attacks.



1 Introduccién

La teoria de la ecologia del miedo, ahora conocida como respuesta anticipatoria (Lopes,
2022) analiza el impacto de la depredacion y del parasitismo sobre los organismos a nivel de
poblacion, comunidad y ecosistema (Zanette y Clinchy, 2020). El miedo, desde el punto de
vista ecoldgico, se refiere a una respuesta adaptativa ante situaciones que amenazan la
supervivencia. El miedo involucra la liberacion de hormonas del estrés (Boissy, 1995), que
a su vez, inducen cambios fisiologicos y comportamientos como la huida, cuando el
organismo detecta una amenaza (Adamo y Shoemaker, 2000; Zanette y Clinchy, 2019).
Ademas, el miedo es un protector, ya que, evita que los animales se expongan a dafios
potenciales. Cuando el miedo es excesivo reduce la reproduccion, supervivencia y/o cuidado
de las crias (en vertebrados). Los cambios fisioldgicos generados por el miedo imponen
costos permanentes en la adecuacién de los individuos. Las dos fuentes méas importantes de
miedo son la depredacion y el parasitismo (Zanette y Clinchy, 2020). Para reducir o evitar
los costos del miedo, es importante que el hospedero pueda diferenciar entre una amenaza
real y una no real. Las amenazas deben ser dirigidas del emisor a un receptor y el receptor
aprende por ensayo Yy error a reconocer una amenaza real (Cant, 2010), aunque dichas
respuestas también podrian ser innatas.

En la naturaleza, los parasitos representan una amenaza constante para los organismos
y causan un efecto negativo en su adecuacién. El parasitismo es una interaccion bioldgica
donde el parasito usa al hospedero como fuente de alimento para su reproduccién y/o
supervivencia (Schmid-Hempel, 2008; Schmid-Hempel, 2021). Por ejemplo, los
acantocéfalos merman la adecuacion de su hospedero intermediario, provocando la
disminucion de la fertilidad y conducen al crustaceo Gammarus pulex a exponerse a su
depredador, el hospedero final del acantocéfalo (Cornet et al., 2008). La avispa parasitoide
Cotesia congregata oviposita sus huevos en el cuerpo de la oruga del tabaco Manduca sexta,
cuando los huevos eclosionan, las crias se alimentan de la oruga viva desde adentro, ademas,
C. congregata induce anorexia en M. sexta en periodos especificos de su desarrollo (Miles et
al., 2023). La manipulacién por parte de los parasitos hacia su hospedero es fascinante, ya
que brinda explicaciones adaptativas a las relaciones coevolutivas (Poulin, 2000) y permite
entender por qué los hospederos experimentan conductas relacionadas con el miedo. Ademas,
la manipulacion por parte de un parasito tiene un costo implicito, pues implica un gran gasto
energético para ambos interactuantes (Poulin et al., 2004). Sin embargo, no se sabe qué
ocurre con la respuesta anticipatoria ante un parasito que manipule la respuesta inmunitaria
de su hospedero.

En insectos, el Sistema Nervioso Central (SNC) contiene sustancias quimicas tales
como la octopamina (OA), una amina biogénica que en insectos actlia como neurotransmisor,
neurohormona, inmunomodulador y neuromodulador (Adamo y Shoemaker, 2000). La
octopamina se relaciona con patrones motores, integracion sensorial y memoria, y con la
habituacion de los organismos, por esto ha sido propuesta como un modulador general en el
SNC (Adamo, 2012a). La octopamina es la hormona del estrés en invertebrados y tiene una
funcién similar a la norepinefrina de vertebrados. En un estudio en el que se aplicaron
estimulos estresantes de tipo mecanico, térmico y quimico en invertebrados, se encontro un
aumento en los niveles de octopamina en la hemolinfa (Davenport y Evans, 1984). En
Drosophila melanogaster se encontré que la octopamina desempefia un papel clave como
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neuromodulador en la locomocion y conductas de aseo (Farooqui, 2007). Ademas, el
incremento en los niveles de octopamina en respuesta al estrés, propicia conductas de huida,
de lucha, locomocion y alimentacion (Davenport y Evans, 1984; Adamo, 2012). Cuando un
insecto esta bajo estrés es menos susceptible a enfermedades debido a que hormonas como
la octopamina, podrian ayudar a restaurar la homeostasis del sistema inmunitario. Por
ejemplo, esta hormona induce la fagocitosis de particulas externas por parte de los hemocitos
(células inmunitarias con receptores de octopamina) (Demas y Nelson, 2012). También, el
aumento del nivel de octopamina, disminuye la resistencia a enfermedades, lo que plantea
que el aumento de octopamina puede afectar la inmunosupresion de los organismos
infectados (Adamo y Parsons, 2006; Adamo, 2010). Junto con la octopamina, la hormona
adipocinética (AKH) se encarga de regular el equilibrio energético y de movilizar lipidos y
carbohidratos en insectos. La actividad de la AKH es crucial en la respuesta al estrés porque
participa en la sintesis de proteinas en periodos de alta demanda energética y en la respuesta
Inmunitaria porque Se une a receptores transmembranales que activan cascadas de
sefializacion intracelulares y participa en la sintesis de inmunoproteinas (i.e. proteinas
antimicrobianas) (Adamo, 2012 ¢; Cerny et al., 2024). En general, planteamos que el miedo
a la infeccion puede inducir la actividad de octopamina en el insecto hospedero y asi, se
podria activar la respuesta inmunitaria cuando el insecto detecta un riesgo de infeccion contra
nematodos.



2 Antecedentes

Un buen sistema de estudio para conocer mas sobre la accion de la octopamina, es el
parasitismo entre las larvas de gallinas ciegas y los nematodos entomopatdgenos (EPN). Los
coleopteros de la familia Melolonthidae de la especie Phyllophaga polyphilla, conocidos
comUnmente como gallinas ciegas, son larvas edaficolas y rizofagas que se alimentan de las
raices de plantas de maiz y estdn ampliamente distribuidos en México. Son holometabolos,
su ciclo de vida consta de cuatro fases: 1) Huevo. Los huevecillos son depositados a 20 cm
de profundidad entre las raices del maiz. 2) Larva. Las larvas tienen una cuticula blanda de
color blanco que conforme crecen se torna ligeramente amarillenta y tienen mandibulas muy
fuertes que les permiten alimentarse. Estos organismos atraviesan tres estadios larvales.
Durante el primer instar, las larvas permanecen a aproximadamente un metro de profundidad.
A medida que avanzan al segundo y tercer instar, emergen progresivamente hacia la
superficie (Jiménez et al., 2016). Posteriormente, completan su desarrollo a través de las
etapas de pupa y, finalmente, adulto. Durante la fase larvaria estos coledpteros son mas
susceptibles a ser infectados por parésitos pues se encuentran dentro del suelo (Marin y
Bujanos, 2008).

Uno de los enemigos naturales de las gallinas ciegas en su etapa larvaria son los EPN
como Rhabditis regina. Estos nematodos se distinguen por tener una relacién mutualista con
bacterias, adquiridas al alimentarse del suelo o de materia organica en descomposicion
(Schulte y Poinar., 1991). En la simbiosis entre EPN y bacterias, los nematodos se favorecen
en su desarrollo y reproduccion porque utilizan los cadaveres de sus hospederos, quienes
mueren por la alta virulencia adquirida gracias a las bacterias. Los nematodos transportan a
las bacterias de la hemolinfa de un insecto a otro, favoreciendo el crecimiento de las bacterias
y las protegen de peligros ambientales del suelo (Trejo-Meléndez et. al., 2024).

El proceso de infeccion en las gallinas ciegas comienza con los nematodos entrando
por la boca, espiraculos o ano de las larvas. Una vez dentro, se conducen a la hemolinfa para
liberar a las bacterias patdgenas y provocar la muerte de la gallina ciega. Posteriormente, los
nematodos se alimentan de las bacterias que se multiplican y del tejido del insecto procesado
por las mismas para crecer y reproducirse (Kaya y Gaugler, 1993; Kaya, 1990; Boemare,
2002). Las larvas de gallinas ciegas de distintos géneros despliegan conductas agresivas al
enfrentar el ataque de nematodos: realizan movimientos bruscos para limpiarse de los
parasitos e intentan morderlos (Castelo y Crespo, 2012), esta respuesta conductual junto con
la cuticula son la barrera no inmunitaria de los invertebrados. Ademas de barreras no
inmunitarias, los invertebrados en general también tienen barreras inmunitarias. El sistema
inmunitario de los invertebrados tiene componentes humorales, como los péptidos
antimicrobianos, enzimas liticas, componentes celulares (hemocitos) que realizan funciones
como la fagocitosis, liberacion de sustancias antimicrobianas y encapsulacion (Loker et
al.,2004). Ante la infeccion por parasitos y patogenos, los hospederos pueden producir
enzimas como la fenoloxidasa y otras sustancias quimicas en defensa ante infecciones. La
actividad de la fenoloxidasa es una respuesta inmunitaria innata que protege a los insectos de
lesiones e infecciones en el que se produce melanina que encapsula y aisla a patégenos y
parasitos. La melanizacion también participa en procesos de cicatrizacion de heridas y
esclerotizacion de la cuticula para hacerla mas resistente ante dafios o posibles infecciones y
en el proceso de melanizacidén se producen especies reactivas de oxigeno que atacan a
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patdgenos y parasitos (Nakhleh et al., 2017). También como parte de la respuesta inmunitaria
innata se induce la actividad litica que se activa ante patdgenos o dafio celular. Los hemocitos
pueden fagocitar células de patdgenos y liberar enzimas liticas o sustancias toxicas que
rompen a las células. En la hemolinfa se encuentran lisosomas que hidrolizan enlaces
glucosidicos y provocan la lisis de la pared celular bacteriana (Eleftherianos et al., 2021).
Ademas, la respuesta inmunitaria de los invertebrados en general esté relacionada con las
proteinas porque participan en la defensa ante patdgenos y parasitos, resistencia a la infeccion
y son marcadores de activacién inmunitaria (Coates et al., 2022; Cubillo-Martinez et al.,
2022). En interacciones parasiticas donde existe una amenaza dirigida al hospedero se puede
conocer el mecanismo fisiolégico detrds de su respuesta ante situaciones estresantes (i.e.
miedo), el costo (energético, desarrollo, reproduccion) y el impacto de responder ante la
amenaza.

La interaccion entre las gallinas ciegas y los nematodos entomopatégenos prevalece
en campo (Jiménez-Cortés et al., 2016) y los nematodos tienen una virulencia alta contra sus
hospederos (Trejo-Meléndez et al., 2023), ademas, se ha visto que el riesgo a la infeccion, es
suficiente para estimular la actividad de hemocitos. Por eso, este proyecto plantea saber si el
riesgo a la infeccion con el nematodo R. regina, induce la activacion de la respuesta
inmunitaria de P. polyphylla y si este fendbmeno estd mediado por la octopamina como
mecanismo modulador.
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3 Objetivo

Conocer si la octopamina modula la respuesta inmunitaria de Phyllophaga polyphylla ante el
riesgo a la infeccion por Rhabditis regina.

Hipotesis

La octopamina activa la respuesta inmunitaria cuando los insectos detectan la presencia de
un parasito (riesgo a la infeccion).

Predicciones

o Las gallinas ciegas expuestas a los nematodos a los que se les agrega octopamina
tendran una mejor respuesta inmunitaria que el grupo testigo, sin octopamina.

« Losindividuos infectados a los que se les inhiba la octopamina tendran una respuesta
inmunitaria menos eficiente que el grupo testigo, sin el inhibidor.

« El grupo control (tratado solo con el vehiculo utilizado para el agonista y antagonista)
tendra menor respuesta inmunitaria que el grupo testigo (infectado con nematodos

12



4 Materiales y métodos

4.1 Colecta y mantenimiento de larvas de gallina ciega y nematodos

Las larvas fueron colectadas de un campo de maiz en el estado de Guanajuato, México en el
municipio de Jerécuaro (20° 08’ 58" N, 100° 30" 34" W). Se utiliz6 un tractor para remover
la tierra, y una vez expuestas se colectaron larvas de aspecto saludable (Jiménez-Cortés et
al., 2016). Después fueron colocadas en recipientes individuales con peat moss hiumedo en
un cuarto oscuro y a temperatura ambiente para monitorear la supervivencia durante un
periodo de cuarentena (Trejo-Meléndez et al., 2023). El monitoreo consistio en observar cada
tercer dia a las larvas para separar aquellas infectadas con nematodos de R. regina, esto se
realizd por tres meses (Lara-Reyes et al., 2021). Al final del periodo de cuarentena trabajamos
Unicamente con larvas no infectadas. Los nematodos que emergian de los cadaveres se
recolectaron con trampas White y se mantuvieron en dos colonias: una mantenida con trozos
de carne y la otra con pupas de Tenebrio molitor en camaras Lumistel, en oscuridad a 26°C
(Trejo-Meléndez et al., 2023). Ambas colonias estan disponibles en el laboratorio de ecologia
evolutiva en la Escuela Nacional de Estudios Superiores, ENES, Unidad Morelia. Para
realizar los experimentos utilizamos los nematodos obtenidos directamente de las trampas
White.
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Figura 1. Mapa del sitio de colecta. El sitio de colecta es un campo de maiz por el que pasa un cauce del rio
Lerma.
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4.2 Experimento de toxicidad

Realizamos este experimento de manera independiente a los otros experimentos. Creamos
tres grupos de 20 larvas de P. polyphylla. Nuestro primer grupo, el control, no recibi6 ninguin
tratamiento. Al segundo grupo, agonista, le inyectamos 2 pl de octopamina con una
concentracion de 10 nM a cada larva. Al tercer grupo, antagonista, le inyectamos 2 pl de
Fentolamina con una concentracion de 10 nM a cada larva. La fentolamina es un antagonista
del receptor OA (octopamina) que suprime la respuesta inmunitaria de las células en insectos
(Stanley & Kim, 2019). Después de la aplicacion de los tratamientos, colocamos a las larvas
de gallina ciega en cajas de seis pozos (Corning Inc.), cada pozo contenia 4 ml de agar-agar
por pozo, el agar mantiene la humedad en el ambiente para las larvas y facilita el movimiento
de los nematodos, evitando que ambos mueran por desecacion. Registramos la supervivencia
de las larvas cada 24 horas.

4.3 Experimento de infeccion

Para este experimento establecimos cuatro grupos de 20 larvas de P. polyphylla cada uno.
Al primer grupo, el control, le aplicamos 15 pl topicos de solucion de Ringer, nuestro
segundo grupo, el testigo, nos permite conocer la respuesta inmunitaria de las larvas de P.
polyphylla ante la infeccion natural en campo por R. regina. Al grupo testigo le inyectamos
2 pl de solucion de Ringer, al tercer grupo, el agonista, le inyectamos 2 pl de Octopamina a
una concentracion de 10 nM y al cuarto grupo, el antagonista, le inyectamos 2 microlitros de
Fentolamina a una concentracion de 10 nM. A los grupos testigo, agonista y antagonista
después de 10 minutos les aplicamos 20 nematodos topicos en 15 pl de solucion Ringer para
que los nematodos pudieran infectar a las larvas de gallina ciega. Después de aplicar los
tratamientos las larvas fueron colocadas en cajas de seis pozos (Corning Inc) con 4 ml de
agar-agar por pozo. Registramos la supervivencia de las larvas 24 horas después de la
aplicacion de los tratamientos.

4.4 Preparacion de reactivos

Amortiguador de solucion salina (PBS, Phosphate-buffered saline): Utilizamos las pastillas
de Sigma Aldrich que se mantienen almacenadas a temperatura ambiente. Pusimos una
pastilla en 250 ml de agua destilada a temperatura ambiente y revolvimos manualmente hasta
que se disolviera la pastilla. Autoclavamos la solucion y la almacenamos a 4°C.

Solucién Ringer: Utilizamos pastillas de Sigma Aldrich que se mantienen
almacenadas a temperatura ambiente. Pusimos una pastilla en 500 ml de agua destilada para
obtener una solucion con pH de 7 y revolvimos manualmente hasta que se disolviera la
pastilla. Autoclavamos y almacenamos a 4°C.

Octopamina: Usamos el reactivo en polvo Octopamine hydrochloride de Sigma
Aldrich que se mantiene almacenado a -4°C. Para obtener una concentracion de 10 nM
pesamos 0.001g de octopamina, hicimos una dilucion seriada (ver apartado 4.5) en tubos
eppendorf de 1000 pl con solucion de Ringer. Almacenamos la solucion preparada a -4°Cy,
al momento de trabajar con el reactivo lo mantuvimos en hielo.

Fentolamina (phentolamine): Usamos Phentolamine de Sigma Aldrich. Al preparar
la solucion de Fentolamina y al aplicar los tratamientos a las larvas es necesario trabajar en
14



condiciones de poca luz, ya que, el reactivo es fotosensible. Para una concentracion de 10
nM pesamos 0.031g de Fentolamina y la colocamos en un vial de 1000 pl con solucién de
Ringer. Almacenamos la solucion de Fentolamina en un cuarto oscuro a temperatura
ambiente. La fentolamina es un antagonista del receptor OA (octopamina) que suprime la
respuesta inmunitaria de las células en insectos (Stanley & Kim, 2019).

Las concentraciones propuestas y la cantidad de Octopamina y Fentolamina estan basadas en
la evidencia obtenida en experimentos hechos con Chilo suppressalis (Huang et al., 2012).

4.5 Diluciones seriadas

Utilizamos seis viales de 1000 pl. El primer vial contenia 1000 pl de solucion de ringer a
temperatura ambiente. Los cinco viales restantes solo contenian 9000 pl de solucion ringer a
temperatura ambiente. Al primer vial se agregan los gramos de cada reactivo pesado
previamente, se mezclan con un vortex durante 30 segundos. Etiquetamos este vial como
nuestro stock. Tomamos 100 pl del vial con el reactivo ya preparado y los colocamos en un
segundo vial con 900 pl de solucion ringer, los mezclamos con un vortex durante 30
segundos. Repetimos el mismo procedimiento con los viales 3-6. Utilizamos el reactivo del
sexto vial ya que era el que tenia una concentracion de 10 nM.

4.6 Supervivencia

Registramos la supervivencia de las larvas de Phyllophaga polyphylla 24 horas después de
la aplicacion de los tratamientos en cada experimento hasta la muerte de todos los individuos
(Lara-Reyes et al., 2021).

4.7 NUmero de hemocitos

Extrajimos hemolinfa a cada larva 24 horas horas después de la aplicacion de los
tratamientos. Con una lanceta ACCU-CHECK Softclix hicimos una puncion en la base de la
tercera pata y tomamos 30 pl de hemolinfa y la colocamos en tubos eppendorf de 0.5 ml
llenados previamente con 250 ul de PBS estéril. Hicimos dos pulsaciones en el vortex para
mezclar la hemolinfa con el PBS a una intensidad 2 para evitar lisis celular. Utilizamos el
contador celular Automated Cell Counter-Bio-Rad TC20 y dual-chamber slides para conocer
la cantidad total de hemocitos y la cantidad de hemocitos activos. Se utilizaron 5 pl de
muestra y se mezclaron con 5 pl de azul de tripano (sirve para tefiir muestras histologicas),
en total se colocaron 10 pl en cada placa para su lectura. Las muestras se colocaron durante
10 minutos en la centrifuga a 5°C a 10,000 rpm para obtener una pastilla del tejido en la
muestra. Separamos las muestras de las pastillas de tejido. Todas las muestras se preservaron
a-70 °C para hacer pruebas de fenoloxidasa (PO) y actividad litica, concentracion de proteina
para conocer los parametros de la respuesta inmune.

4.8 Actividad litica
Medimos la actividad litica colocando 30 pl de muestra y 200 ul de Microccous lysodeikticus
por pozo a 490 nm. En el software Skanlt (Thermo Scientific, 2015) establecimos el siguiente

protocolo: agitacion previa de 15 segundos con lecturas de cinco minutos durante media hora
(Nicoletti et. al., 2020).
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4.9 Fenoloxidasa

Para la prueba de PO colocamos 10 pl de L-DOPA junto con la muestra en cada pozo de la
microplaca de 96 pozos y medimos en un lector de microplacas a 490 nm. Utilizamos el
mismo protocolo que seguimos para la actividad litica establecido en Skalt (Nicoletti et. al.,
2020).

4.10 Proteina

Usamos el Pierce BCA Protein Assay Kit de Thermo Scientific para obtener la concentracion
de proteina en pg/mL. Preparamos 30.28 mL del reactivo A+B en una proporcion de 50:1
(2%) del reactivo A: B, colocando 29.69 mL del reactivo A y 594 uL del reactivo B. En una
microplaca hicimos la curva de estandares con concentraciones conocidas, la concentracion
final de albumina de suero bovino (BSA) en cada pozo (A-H) fue: 2000, 1500, 1000, 750,
500, 250, 125 y 25 pg/mL. En los pozos utilizados para medir la proteina de cada muestra
colocamos 40 ulL de PBS + 150 pL del reactivo A+B + 5 uL de la curva de estandares + 5
pL de muestra. Dejamos incubar por 25 minutos a temperatura ambiente e hicimos la lectura
en el espectrofotometro a 562 nm con agitacion previa de 15 segundos en el software Skalt
(Nicoletti et. al., 2020; Vara et al., 2015)

4.11 Andlisis estadisticos

Analizamos los resultados en Rstudio y Past4.08, reportamos la media y + error estandar.
Para cada parametro que analizamos ajustamos los valores a un modelo lineal generalizado
con probabilidad de distribucion Gamma y una funcién logaritmica. El ajuste se hizo
transformando la variable independiente a x + 1 para disminuir los ceros y poder usar la
funcién logaritmica. Hicimos pruebas post hoc con correccion de Bonferroni y probamos el
efecto de los modelos con una prueba de %2, con un nivel de significancia de 0.05 (Nicoletti
et. al., 2020). Utilizamos los siguientes paquetes de Rstudio para hacer los modelos lineales
generalizados: tidyverse (v1.3.0; Wickham et al., 2019), car(v3.1.3; Fox y Weisberg, 2019),
FSA (v0.9.6; Ogle et al., 2025), ggpubr (v0.6.0.999; Kassambara, 2023), Ime4 (v1.1.26;
Bates et al., 2015) y sjPlot (v2.7.18; Lidecke, 2024). Los datos de supervivencia los
analizamos con la prueba de Log Rank y los paquetes de Rstudio: dplyr (v1.1.4; Wickham et
al., 2023), survival (v3.2.7; Therneau, 2020), survminer (v0.5.0.999; Kassambara et al.,
2024) y ggplot2 (v3.3.3; Wickham, 2016). Reportamos el valor de la prueba, los grados de
libertad y el valor de significancia.
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Figura 2. Representacion esquemaética del disefio experimental. Experimento de toxicidad: el grupo control
recibié solucion Ringer de manera tépica y los dos grupos experimentales (octopamina y fentolamina,
respectivamente), recibieron el tratamiento inyectado. Experimento de infeccién el grupo control recibio
solucién Ringer de manera topica y los dos grupos experimentales (octopamina y fentolamina), recibieron el
tratamiento inyectado y nematodos tdpicos, el grupo testigo sélo se infecté con nematodos tdpicos. Se muestran
los andlisis que hicimos para conocer la respuesta inmune y cantidad de proteina.

17



5 Resultados
5.1 Supervivencia

En ausencia de infeccion, no encontramos diferencias significativas en la supervivencia de
las larvas de P. polyphylla entre el grupo control y las larvas que recibieron el tratamiento
con octopamina (agonista) o fentolamina (antagonista) (Log rank test = 2.47, d.f. = 2, p =
0.3). Sin embargo, al infectarlas con nematodos, el grupo tratado con octopamina vivio
menos que el grupo testigo (Log rank test = 5.06, d.f. = 1, p = 0.02), pero no hubo diferencias
entre el grupo testigo y el grupo con fentolamina (Log rank test = 0.6, d.f. =1, p = 0.4).
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Figura 3. Curva de supervivencia de las larvas infectadas con nematodos del grupo tratado con octopamina
(linea roja) y el grupo testigo (linea azul).

5.2 NUmero de hemaocitos

En el experimento toxicidad no encontramos diferencias significativas en el nimero de
hemocitos totales entre los grupos control (1079900 + 208332.7 células/uL), octopamina
(1239930 £ 498793.1 células/pL) y fentolamina (763220.1 + 240530.3 células/uL; y* =2.74
, d.f. =55, p = 0.4), solamente hubo una diferencia significativa marginal en el porcentaje de
hemocitos vivos entre los grupos control (1.86 £ 1.53 células/uL), octopamina (0.33 £+ 0.04
células/uL) y fentolamina (0.29 + 0.04 células/uL; y* = 9.8014, d.f. = 55, p = 0.05). Sin
embargo, al enfrentar a los insectos a nematodos, encontramos diferencias significativas en
el nimero de hemocitos totales (3> =9.89, d.f. =57, p=0.01) y en el porcentaje de hemocitos
vivos (x2=0.19, d.f. = 54, p = 0.01).
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Figura 4. NUmero de hemocitos totales de las larvas del experimento de infeccion de los grupos tratados con
octopamina (514000 + 84229.54 células/uL), fentolamina (723450 + 134338.8 células/uL) y el grupo testigo
(1354950 + 337020.7 células/uL), 24 horas después de aplicar los tratamientos y nematodos.
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Figura 5. Porcentaje de hemocitos vivos de las larvas del grupo octopamina (0.24 + 0.03 células/uL),
fentolamina (0.42 + 0.05 células/uL) y el grupo testigo (0.33 £ 0.03 células/uL), del experimento de infeccion
24 horas después de aplicar los tratamientos y nematodos.

5.3 Actividad litica

No encontramos diferencias significativas entre los grupos agonista (1.0031 + 0.0007),
antagonista (1.0048 £ 0.001) y control (1.004 + 0.001) del experimento de toxicidad (> =
2.72e-05, d.f. =57, p=0.4). Tampoco encontramos diferencias significativas entre los grupos
agonista (1.004 + 0.0007), antagonista (1.003 £ 0.0004), testigo (1.00341 £+ 0.0004) y control
(1.003 £ 0.0004) del experimento de infeccion (x> = 1.11e-05, d.f. =57, p = 0.3).
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5.4 Fenoloxidasa

No encontramos diferencias significativas entre grupos en el experimento de toxicidad entre
grupo agonista (1.002 + 0.001), antagonista (1.003 + 0.001) o control (1.003 £ 0.0009), (%> =
8.04e-06, d.f. = 57, p = 0.8). Tampoco hubo diferencias significativas (y* = 0.0003, d.f. =57,
p = 0.3) entre los grupos agonista (1.008 = 0.007), antagonista (1.01 + 0.003), testigo (1.003
+ 0.0033) y control (1.02 + 0.007) del experimento de infeccion.

5.5 Proteina

Encontramos diferencias significativas en la concentracion de proteinas del experimento de
toxicidad (x> = 2.81, d.f. =57, p=0.01), entre el grupo agonista (0.84 = 0.06 pg/10uL) y el
control (1.4 + 0.18 ug/10uL), pero, no entre el antagonista (0.98 + 0.09 ug/10uL) respecto al
control. No detectamos diferencias entre los grupos agonista (0.53 + 0.05 pg/10uL),
antagonista (0.65 = 0.07 pg/10uL), testigo (0.71 + 0.05 pg/10uL) y control (0.73 + 0.05
pug/10ul) del experimento de infeccion (y* =0.89, d.f. = 57, p = 0.1).
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6 Discusion
6.1 Toxicidad

Nuestros resultados muestran que las larvas de Phyllophaga polyphylla que recibieron el
tratamiento con octopamina y fentolamina no mueren por toxicidad de los reactivos, y no
tienen un efecto en el numero de hemocitos, actividad litica o fenoloxidasa pero si hubo
diferencias significativas con la proteina. Esto es muy importante porque muestra que los
tratamientos experimentales no afectan la respuesta inmunitaria de los hospederos en
ausencia de infeccion, y porque los reactivos en las dosis que usamos no son toxicos como
para matar a los insectos. Este resultado se respalda con varios trabajos en los que utilizan
fentolamina como agonista de la octopamina en concentraciones de 10 uM y no reportan
efectos negativos sobre la supervivencia de los individuos (Ormshaw y Elliott, 2006; Price y
Berry, 2008; De Barros et al., 2012). También el resultado obtenido con octopamina se
respalda con una revision en la que muestran evidencia del efecto positivo de la octopamina
sobre el funcionamiento metabdlico y homeostasis de los invertebrados (Roeder, 2020). Esta
explicacidn tiene sustento porque: 1) la octopamina se libera ante estimulos estresantes y 2)
los efectos son dependientes de la dosis y la concentracion administrada de octopamina
(Roeder, 2020).

6.1.1 La octopamina se libera ante estimulos estresantes

El estrés es una respuesta adaptativa del organismo antes efectos adversos (Mezheritskiy et
al., 2024). En varios estudios en los que se ha sometido a invertebrados a estimulos
estresantes (térmicos, parasitos y patdgenos, inanicion, anoxia, depredacion y quimicos) se
han elevado los niveles de octopamina (Orchard et al., 1993; Davenport y Evans, 1984;
Armstrong et al., 2006; Lubawy et al., 2020; Srithiphaphirom y Robertson, 2022; Cinel et
al., 2020; Adamo, 2020). Esto sugiere que el sistema octopamiéergico se activa siempre en
respuesta a cambios en el entorno que afectan negativamente a la supervivencia de los
animales (Mezheritskiy et al., 2024). La octopamina se sintetiza a partir del aminoécido
tirosina y los invertebrados liberan octopamina en estado de estrés agudo. Esto se presenta
cuando los animales alteran su fisiologia de manera 6ptima ante comportamientos como la
lucha y la huida en respuesta al peligro (Adamo, 2008). Recientemente se ha estudiado el
papel modulador de la octopamina en conductas complejas en insectos estresados como
comportamiento agresivo en situaciones de conflicto intraespecifico y el comportamiento de
evitacion cuando se encuentra con un depredador (Mezheritskiy et al., 2024). La respuesta al
estrés tiene efectos inmunosupresores negativos para el organismo, porque las células
inmunitarias de los invertebrados tienen receptores de octopamina, lo que sugiere que el
papel de la octopamina en la modulacién inmunitaria cumple una funcion adaptativa
(Davenport y Evans, 1984; Adamo, 2008). Nuestros resultados del porcentaje de hemocitos
vivos 24 horas despues de aplicar los tratamientos, muestran que con la concentracion
utilizada los hemocitos estan inactivos lo que puede indicar que no hay vigilancia
inmunoldgica activa. Esto también parece ocurrir con en la actividad de la fenoloxidasa y la
actividad litica.

21



6.1.2 Efectos dependientes de la dosis y concentracion de octopamina y fentolamina

Los hemocitos (células del sistema inmunitario de invertebrados que hacen fagocitosis)
tienen receptores de octopamina de tipo adrenérgico acoplados a vias de sefalizacion
intracelulares (CAMP y Ca2+). La activacion de estas vias es dependiente de la concentracion
de octopamina, por lo que existe un efecto dependiente de la concentracidn sobre la funcién
inmunoldgica (Adamo, 2012 c), ademas, el estrés en invertebrados aumenta el nivel de
octopamina en la hemolinfa (Davenport y Evans, 1994) y aumenta la proteina receptora de
octopamina en los hemocitos, pero, no necesariamente mejora la respuesta inmunitaria (Hsu
et al., 2024). La dependencia de la dosis y concentracion de octopamina puede explicar
nuestros resultados de supervivencia y numero de hemocitos al aplicar unicamente los
tratamientos experimentales sin parasitos ya que las inyecciones de octopamina con
cantidades fisiologicas disminuyen la resistencia a patdgenos (Adamo y Parsons, 2006).

Al aplicar solo los tratamientos experimentales (octopamina y fentolamina) no se activo la
respuesta inmunitaria. Los resultados podrian deberse a que las larvas no fueron infectadas y
no se activd la respuesta inmunitaria. Contrario a la vigilancia inmunitaria activa que
esperabamos encontrar en las larvas tratadas con octopamina, encontramos que la respuesta
inmunitaria no se activo al recibir el tratamiento. Este resultado es dependiente de la
concentracion de octopamina y fentolamina utilizadas y las necesarias para activar la
respuesta inmunitaria, como se muestra en un trabajo realizado con Mythimna separata en el
gue encontraron que en concentraciones altas de fentolamina (1 pg/mL) la actividad de
fenoloxidasa y la actividad de la lisozima disminuyen, mientras que en concentraciones
menores (0.01 pg/mL), la actividad de fenoloxidasa y lisozima aumentan porque la
fentolamina se reconoce como una sustancia ajena y no cumple su funcién inhibitoria (Kong
etal., 2018).

6.1.3 Reconfiguracion de vias fisiologicas

Encontramos que la concentracion de proteinas de las larvas de P. polyphylla disminuye al
aplicar octopamina respecto al grupo control. Esto sugiere que si hay cambios fisiologicos
en las larvas cuando les inducimos experimentalmente estrés (al inyectarles octopamina) sin
exponerlas a un riesgo como parasitos. Este resultado se puede explicar por la
reconfiguracion de las vias fisioldgicas, que establece que las hormonas del estrés optimizan
las vias fisiologicas dependiendo el estado actual del organismo y las demandas competitivas
sobre sus recursos porque asi mantienen la funcion inmunitaria durante la reasignacion de
recursos (Adamo, 2012c). Esto podria deberse a cambios fisioldgicos y conductuales por
miedo a la infeccion (que mantienen a los individuos bajo estrés), ya que, son costosos
energéticamente (Adamo y Shoemaker, 2000; Zanette y Clinchy, 2019) y porque los
individuos podrian destinar sus recursos energéticos de manera diferencial. La asignacion de
recursos se puede ver en la relacion estrés y la respuesta inmunitaria que esta directamente
relacionada con el tejido graso, porque la reserva energética lipidica esta relacionada con la
sintesis de inmunoproteinas, que puede ser afectada temporalmente en el estado de estrés
agudo o permanentemente en estres cronico por la asignacion diferencial de recursos a rasgos
costosos de la historia de vida del hospedero (Contreras et al., 2006). Por ejemplo,
Litopenaeus vannamei bajo estrés termico experimenta un aumento en el nivel de octopamina
en la hemolinfa y de proteinas receptoras de octopamina, ya que la energia puede asignarse
a otras funciones y disminuyen la energia disponible para combatir infecciones, ademas de

volver disfuncionales las vias de sefializacién neuroendocrina (Hsu et al., 2024). Otro
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ejemplo ocurre en grillos, cuando realizan actividades exhaustivas como la lucha y huida la
octopamina y la hormona adipocinética inducen la movilizacion de lipidos, la proteina
apolipoforina Il (apoLplll) participa en la vigilancia inmunolodgica y el transporte de lipidos.
El incremento en la liberacion de lipidos induce a la apoLplll a cambiar su conformacion
para mejorar transitoriamente su capacidad para transportar lipidos, pero disminuye su
capacidad para la vigilancia inmunitaria lo que resulta en la disminucion de la resistencia a
enfermedades, sin embargo, la pérdida de apoLplll como molécula de vigilancia inmunitaria
se compensa con la inmunoestimulacion de la octopamina y la hormona adipocinética
(Adamo, 2008).

Con los resultados de la disminucion en la concentracion de proteinas en la hemolinfa de
nuestro experimento de toxicidad es necesario considerar que los resultados observados
pueden ser dependientes de la concentracion utilizada de octopamina y fentolamina (como
ya se habia mencionado) y de la especie, ademas de tomar en cuenta que las hormonas del
estrés a veces son inmunosupresoras (Kong et al., 2018; Adamo, 2012c). La interaccién entre
la octopaminay la hormona AKH interviene en procesos como la sintesis de inmunoproteinas
y homeostasis de organismos bajo estrés, nuestros resultados se pueden atribuir al nivel de
octopamina y AKH en la hemolinfa que pudieron ser alterados debido al tratamiento
farmacoldgico que aplicamos a las larvas, sin embargo, es necesario medir los niveles de
ambas hormonas para confirmar esta posibilidad. También proponemos que posiblemente
esté ocurriendo una asignacion diferencial de recursos, ya que, la activacion del sistema de
fenoloxidasa puede ser energéticamente costosa (Contreras-Gardufio et al., 2006) y podria
existir una disminucion especifica de proteinas relacionadas con la respuesta inmunitaria
como la fenoloxidasa (Adamo, 2004 a). Ademas, los niveles altos de octopamina no
necesariamente dan ventaja a las larvas para responder a la infeccion (Li- Yong et al., 2024;
Enriquez et al., 2015). Es necesario considerar que los resultados observados pueden ser
dependientes de la concentracion utilizada para la octopamina y fentolamina y de la especie,
ademas de tomar en cuenta que las hormonas del estrés a veces son inmunosupresoras (Kong
et al., 2018; Adamo, 2012c).

6.2 Infeccion

Los resultados del experimento de infeccion muestran que las larvas del grupo agonista
tratadas con octopamina e infectadas con nematodos murieron antes que las larvas del grupo
testigo en el que simulamos la infeccién natural y que las larvas del grupo antagonista,
tratadas con fentolamina e infectadas con nematodos. Ademas, las larvas del grupo de
octopamina presentaron menos hemocitos totales y menor porcentaje de hemocitos vivos 24
horas después de la infeccidn. Finalmente, no encontramos diferencias significativas entre
grupos en la actividad de la fenoloxidasa, la actividad litica y la concentracion de proteinas
totales en la hemolinfa. A continuacion, se discuten las posibles explicaciones de los
resultados.

6.2.1 Capacidad de reconocimiento del sistema inmunitario

La resistencia a la infeccidn depende de la capacidad del sistema inmunitario para reconocer
a los invasores (Adamo, 20004b). Nuestros resultados indican que P. polyphylla no muestra
resistencia contra las bacterias mutualistas de R. regina. La falta de resistencia a la infeccion
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puede explicarse por la estrategia parasitaria de los nematodos, una vez que ellos encuentran
a su hospedero entran por las aperturas naturales de este y evaden las primeras barreras no
inmunitarias fisicas (cuticula y epicuticula) y conductuales de su hospedero. Cuando los
nematodos estdn en el hemocele vomitan a sus bacterias simbiontes quienes infectan al
hospedero. Esta estrategia permite a las bacterias no ser reconocidas por el sistema
inmunitario previamente a la infeccion (Coates et al., 2022). Una vez que el nematodo
encuentra a su hospedero, comienza la competencia entre las estrategias infectivas del
huésped y de defensa a la infeccion del hospedero.

6.2.2 Resistencia a la infeccion

No encontramos diferencias significativas entre nuestros grupos experimentales, por lo tanto,
los resultados que obtuvimos al aplicar a las larvas los tratamientos experimentales e
infectarlas con nematodos son contrarios a nuestras predicciones. No obstante, en estudios
de ecoinmunologia es importante considerar que uno o algunos de los parametros de la
respuesta inmune pueden no arrojar diferencias biolégicamente significativas y esto, no
significa que los animales no activan la respuesta inmunitaria contra patdgenos y parasitos
(Adamo, 2004b). Con los resultados de respuesta inmunitaria podemos establecer
correlaciones entre una medida inmunitaria y la resistencia a infecciones, pero, la
interpretacion es compleja porque los resultados dependen de factores ecolégicos como la
disponibilidad de recursos y la asignacion de energia para la respuesta inmunitaria (Adamo,
2004 a). Los resultados de fenoloxidasa y actividad litica indican que las larvas no tienen
resistencia a la infeccién por bacterias simbiontes de los nematodos y la causa puede
multifactorial como lo discutimos en las secciones arriba y también puede tratarse de la
especificidad de la respuesta a un patdgeno u otro, ya que, en vida libre, las gallinas ciegas
se enfrentan a distintos patdgenos. Esto abre posibilidades de nuevos estudios, por ejemplo,
1) probar la especificidad de la respuesta inmunitaria a los principales hongos
entomopatogenos que infectan a las gallinas ciegas en campo, 2) retar a las larvas de
Phyllophaga polyphylla para generar priming y ver la respuesta inmunitaria ante un segundo
reto letal para conocer si existe memoria inmunitaria.

6.2.3 Manipulacion de vias fisiol6gicas por parasitos

Para que las estrategias utilizadas por los parasitos para infectar y manipular a sus hospederos
se mantengan a través del tiempo y se seleccionen, estas deben favorecerlos incrementando
su adecuacion, es decir, que se favorezca su reproduccion y supervivencia (Poulin, 2010). La
manipulacion parasitaria puede tener costos fisiologicos para los parasitos que pueden limitar
su evolucion, tratar de evadir estos costos puede explicar la aparicién de estrategias
novedosas menos costosas, como utilizar compuestos necesarios para la supervivencia del
hospedero. Esta estrategia funciona cuando el parasito manipula conexiones inmunologicas-
neuronales de su hospedero. Los parasitos son capaces de manipular vias fisioldgicas
bidireccionales a través de aminas biogénicas como la octopamina (Adamo, 2012). Es posible
gue R. regina siga esta estrategia que induce a las larvas de P. polyphylla a aumentar y/o
mantener elevados los niveles de octopamina. De forma similar, la accion de la avispa
Cotesia congregata que reduce la degradacion de la octopamina, incrementando el tiempo
que los niveles de octopamina permanecen elevados (Adamo, 2005). Manipular la
octopamina puede ser una estrategia muy efectiva por la importancia de esta amina biogenica
que acttia como neurotransmisor en el encendido de la linterna de las luciérnagas (Nathanson,

1979) y en los cuerpos cardiacos de las langostas (Carlsen et al., 1979; Orchard y Loughton
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1981). Su funcion como neurohormona esta descrita en cucarachas y langostas en las que
controla la liberacion de trehalosa (Downer, 1979) y lipidos del cuerpo graso (David y Lafon-
Cazal, 1979; Downer, 1979; Orchard et al., 198l; Goosey y Candy 1980). Ademas, actla
como neuromodulador en el sistema locomotor de insectos al ser detectada por receptores en
neuronas octopaminérgicas que inhiben el ritmo miogénico de contraccién y relajacion de
las fibras musculares (Pfluger y Stevenson, 2005). Ademas, la octopamina esta relacionada
con conductas de lucha y huida (Adamo, 1995) y es importante en respuestas generales de
excitacion (Orchard, 1981). Otro ejemplo del uso de mecanismos econdémicos para los
parasitos es en gamaridos infectados a los que una variedad filogenética de parasitos conduce
a aumentar la produccién de serotonina (otra amina biogénica) en el SNC, de esta manera los
parasitos no necesitan producir ningn compuesto para alterar la neuroquimica de su
hospedero (Lefévre et al., 2009). Los mecanismos de manipulacién de la conducta que son
favorecidos por la evolucion, no son limitantes en la historia de vida de los parasitos y evitan
transferir costos a su descendencia (Poulin, 2010).

6.3 Perspectivas a futuro

Identificamos areas de investigacion para mejorar el disefio experimental de nuestro trabajo.
En un articulo con Gryllus texensis (Adamo, 2004) primero infectaron a los individuos y
después aplicaron el tratamiento con octopamina, ademas de que usaron diferentes
concentraciones de octopamina. Seguir este disefio experimental permitira conocer la
concentracion necesaria para inducir la respuesta inmune en P. polyphylla y que sea
aprovechada como inmunomodulador, para que, de esta manera, esta amina biogénica sea
metabolizada. Ademas, consideramos que podemos conocer el efecto agudo y crdnico de los
agonistas y antagonistas de la respuesta inmune en invertebrados extrayendo hemolinfa en
distintos tiempos después de la infeccion. Para entender mejor la manipulacion
neuroinmunoldgica de las larvas y de los nematodos hacia las larvas es necesario hacer
pruebas de el efecto de la octopamina sobre la conducta de P. polyphylla. En estudios futuros
podria probarse si los hongos patdgenos de los géneros Beauveria y Metarhizium afectan la
neuroinmunomodulacién, ademas de medir mas parametros de la respuesta inmune, como
los péptidos antimicrobianos y parametros de la condicion de las larvas como el estrés
oxidativo.
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7 Conclusién

Nuestro trabajo muestra neuroinmunomodulacion mediante la octopamina que puede ser
alterada por los nematodos, ya que, tienen la capacidad de utilizar vias fisiologicas
importantes para el desarrollo y supervivencia de las larvas que se activan en respuesta al
miedo. Ademas, sugiere que la inmunomodulacion es dependiente de la concentracion de la
octopamina y fentolamina. Los estudios sobre la respuesta anticipatoria de los animales
cuando sienten miedo permiten entender la coevolucion de las estrategias de defensa ante
pardsitos y de infeccidn, ademas, estudiar los mecanismos fisiologicos de la respuesta al
miedo permite explicar por qué algunas estrategias se seleccionan a través del tiempo y como
los animales buscan mantener su adecuacion. En el caso de invertebrados con metamorfosis
hemi u holometabola es interesante entender los mecanismos que siguen en cada etapa de
desarrollo hasta ser adultos reproductivos. Esta perspectiva abre grandes oportunidades para
seguir incursionando en el estudio de la respuesta inmune de los animales segun su etapa de
desarrollo.

Algo que debemos considerar es que las larvas con las que trabajamos provienen del campo
y es posible que los resultados que encontramos dependan de factores ambientales que
desconocemos previos a la colecta que pueden afectar los rasgos de la historia de vida.

Finalmente, entender las interacciones bioticas utilizando modelos de estudio con
interacciones complejas como el de las gallinas ciegas (Phyllophaga polyphylla), el
nematodo entomopatégeno Rhabditis regina y sus bacterias simbiontes puede ser un reto, sin
embargo, brindan conocimiento sobre posibles efectos en las redes tréficas, los flujos de
materia y energia en los ecosistemas, la importancia de conservar el nicho ecoldgico de los
organismos porque responden bioquimicamente a estimulos estresores y brinda nuevas
perspectivas que pueden aplicarse en areas como el control biolégico.
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